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Introducéo

O tratamento padréo atual para o cancer € a quimioterapia, que utiliza a cisplatina (cis-
diaminodicloroplatina (11)) devido a sua atividade antitumoral (Rosenberg, VanCamp et al.
1969). Infelizmente, o tratamento com cisplatina pode resultar em efeitos colaterais indesejados
e apresenta menor eficacia no tratamento de cancer de pele (Adnane, El-Zayat et al. 2022). A
terapia fotodinamica (TFD) é uma alternativa para o tratamento de cancer e outras doencas, que
envolve o uso de metalofarmacos fotossensiveis de uso tpico em combinacdo com a irradiacdo
de luz na regido UV-visivel ou préximo do infravermelho(Plaetzer, Krammer et al. 2009). A
eficacia da Terapia Fotodinamica (TFD) depende da capacidade do fotossensibilizador de agir
por meio de mecanismos que induzem fototoxicidade, resultando em danos oxidativos a
membrana, ao DNA e a outras biomoléculas, levando a morte celular ou apoptose (Plaetzer,
Krammer et al. 2009, Barbosa, Parra et al. 2017, Adnane, El-Zayat et al. 2022). Para o
desenvolvimento de complexos fotossensibilizadores, é essencial considerar seu mecanismo de
acdo, baixa toxicidade e seletividade (Barbosa, Parra et al. 2017).

Os complexos de nitrosilo de ruténio sdo agentes fotossensibilizadores eficazes devido as
suas propriedades quimicas e fotoquimicas.(Wu, Li et al. 2022) As reacdes fotoquimicas desses
complexos sdo mediadas pela liberacdo controlada de radicais de éxido nitrico (NO) sob luz
(Stolyarova, Mikhailov et al. 2021). A reatividade dos complexos de nitrosilo é influenciada
pela natureza do ligante no complexo(Rosenberg, VanCamp et al. 1969). Estudos envolvendo
com diferentes ligantes demonstraram uma liberagéo controlada significativa de NO, atividade
antitumoral e baixa citotoxicidade (Tfouni, Truzzi et al. 2012, Kanaoujiya, Singh et al. 2022).
Dessa forma, a eficAcia da fototerapia aumenta quando combinada com a insercdo de
nanoparticulas que apresentam caracteristicas adequadas para a entrega de farmacos na terapia
do cancer(Adnane, El-Zayat et al. 2022).

O desenvolvimento de compostos de nitrosilo de ruténio com fulerendis visa obter um
efeito sinérgico da acdo de ambos os ligantes. O fullerenol € um nanomaterial formado pela
funcionalizacéo do fulereno (Ceo) com grupos hidroxila (OH), que apresenta solubilidade em
agua e biodegradavel (Kokubo, Matsubayashi et al. 2008, Krishna, Singh et al. 2010). Esse
nanomaterial pode gerar oxigénio singleto sob irradiacdo de luz ultravioleta, apresentando
assim atividade antimetastatica, alta estabilidade térmica e inibicdo significativa de
tumores(Kokubo, Matsubayashi et al. 2008, Krishna, Singh et al. 2010, Heimann, Morrow et
al. 2015, Ma, Zhang et al. 2022). Além disso, o fulerenol polihidroxilado facilita a transferéncia
de energia para o oxigénio molecular (O2). A proposta de um complexo [RUNO(Cso(OH)X)]



A 63° Congresso Brasileiro de Quimica
x ‘i BQ 05 a 08 de novembro de 2024
# Salvador - BA

tem a possibilidade de atuar no apoptose celular, combinando trés diferentes mecanismos para
aumentar sua atividade antitumoral.

Neste estudo, o complexo Naz[Ruz(u-NO)NO(CI)s(H20)(Ci20(OH)za(F)21)] foi
sintetizado e, devido a sua baixa solubilidade, caracterizado utilizando técnicas em estado
solido. Esses métodos incluiram Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia de Fotoelétrons por
Raios-X (XPS) e Espectroscopia de Reflectancia Difusa no UV-Vis. A reatividade
eletroquimica do material sintetizado foi avaliada por VVoltametria de Pulso Diferencial (DPV).
Experimentos preliminares sobre a liberagcdo fotoinduzida de 6xido nitrico foram conduzidos
utilizando FTIR e DPV ap6s irradiacdo na maior parte do comprimento de onda (365 nm).

Material e Métodos

Todos os produtos quimicos utilizados foram de grau analitico. O tricloreto de nitrosilo
de ruténio(ll) hidratado (RUNOCIs.-nH20), a solugado de acido tetrafluoroborico (HBF4) a 48%
e 0 Nafion foram adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados sem necessidade de purificacdo
adicional. O fullerenol (Ceo(OH)12) foi previamente preparado de acordo com metodologia
descrito na literatura (Chiang, Upasani et al. 2002).

Equipamentos

Espectros de infravermelho foram realizados em pastilhas de KBr com resolucéo de 4
cm!, na faixa de 4000400 cm™, utilizando o modelo IRAffinity-1 da Shimadzu FTIR. A
microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada em um microscopio eletrénico de
varredura JEOL, modelo JSM-6610 LV, operando a uma tensdo de aceleracao de 15 kV e uma
corrente de 1071 A. As amostras foram depositadas em fitas de carbono. As anélises de
espectroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS) foram realizadas no mesmo
instrumento, equipado com um acessorio EDS da Oxford Instruments, modelo X-Max. A
espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS) foi realizada no Kratos Axis Ultra DLD. Os
espectros eletrénicos foram obtidos por espectroscopia de reflectancia difusa no Thermo
Scientific Evolution 600 com BaSO4. As medic¢des de voltametria de pulso diferencial foram
realizadas em um potenciostato/galvanostato modelo 273A da Princeton Applied Research
(PAR).

Ligantede Fullerenol (Ceo(OH)a40)

O ligante fullerenol (Ceo(OH)s6-40) foi preparado a partir de uma adaptacdo de método
descrito na literatura (Kokubo, Matsubayashi et al. 2008). Para isso, foram dissolvidos 313,6
mg (0,20 mmol) de fullerenol (CeoOH12) em 6,3 mL de perdxido de hidrogénio a 30%. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo continua, na auséncia de luz, a uma temperatura de
60 °C por 15 dias. A cada cinco dias, 3 mL de peroxido de hidrogénio foram adicionados a
mistura. Apds esse periodo, a reacdo foi resfriada a temperatura ambiente (30 °C) e foi
adicionada uma combinacdo de solventes composta por alcool isopropilico, éter dietilico e
hexano, na proporgdo de 1:1:1. O precipitado resultante foi separado por centrifugacéo, e o
solido residual foi lavado duas vezes com éter dietilico. Por fim, o sélido amarelo foi seco em
dessecador sob vacuo.
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Complexo de Ruténio

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, foi preparada uma solugdo com 90 mg de
RUNOCIs.nH,0 em 4 mL de HBF4 (9,5 x 10 mol/L). A solugdo do ligante foi preparada
dissolvendo 65 mg de fullerenol (Ceo(OH)ss-40) em 10 mL de agua destilada (4,9 x 107 mol/L),
ajustando o pH para 0,2 com HBF4. As solucdes foram desaerada e entdo misturadas. A reacdo
foi mantida sob agitacdo e aquecida a 70 °C por 24 horas. Apos o resfriamento a temperatura
ambiente (30 °C), foi adicionada uma mistura de éter dietilico, alcool isopropilico e hexano na
proporcdo de 1:1:1 (v/v) a solugdo. A suspensao foi centrifugada e o precipitado lavado trés
vezes com agua destilada. Apo6s secagem a vacuo, foram obtidos 50 mg de um sélido marrom
escuro.

Experimentos Eletroquimicos

Todos os experimentos eletroquimicos foram realizados utilizando um sistema
convencional de trés eletrodos. Um fio de platina foi usado como contra-eletrodo, enquanto o
eletrodo de referéncia foi Ag/AgCl. O eletrodo de trabalho foi modificado. A suspensao
contendo 5,1 mg do complexo em 1 mL de alcool isopropilico foi mantida em banho
ultrassdnico por 30 minutos. Em seguida, trés gotas da suspensao foram aplicadas na superficie
de um eletrodo de carbono vitreo. Apos isso, foram adicionadas duas gotas de Nafion sobre a
superficie do eletrodo. O eletrodo modificado foi seco por 24 horas, e as medi¢des foram
realizadas ap0s a secagem completa da camada de Nafion.

Experimentos Fotoquimicos

Os experimentos foram realizados utilizando um sistema de caixa preta acoplado a dois
LEDs UV de 365 nm (34,18 W/m2), com a duracdo da exposicao a luz controlada por um
interruptor de corrente constante. Nos experimentos de FTIR, os espectros foram registrados a
cada 5 minutos, durante 60 minutos, a temperatura ambiente (21 °C). Pastilhas de KBr foram
preparadas com uma propor¢ao de 97:3 (m/m) de complexos metalicos de nitrosilo.

Resultados e Discussao

O fulereno funcionalizado (Ceo(OH)40) apresenta bandas caracteristicas no espectro de
infravermelho (IR). Uma banda larga na faixa de 3100-3700 cm™ ¢ atribuida ao estiramento ¢
a deformacdo angular da ligacdo OH (Kokubo, Matsubayashi et al. 2008). Os fullerendis
exibem bandas caracteristicas em 1088 cm™, 1381 cm™ e 1624 cm™, que correspondem,
respectivamente, a vC—0, 6sC-O-H e vC=C (Kokubo, Matsubayashi et al. 2008). A banda em
1725 cm™ esta associada a um grupo carbonila, possivelmente formado pela quebra de uma
ligacdo C-C do fullerenol em meio acido, resultando em um equilibrio hemicetal (Chiang,
Upasani et al. 2002). Nos complexos de nitrosilo, uma banda de absor¢do no IR, atribuida ao
estiramento da ligacdo NO, na faixa de 1950-1800 cm™, é associada ao carater nitrossonio
(NO™)(Nakamoto 2008). Nesse complexo, as frequéncias de estiramento de NO aparecem em
1901 cm™, e a banda em 516 cm ™! esta relacionada ao Ru-N. As frequéncias de estiramento da
ponte de nitrosilo (u-NO) sdo mais baixas do que as do NO terminal (Nakamoto 2008), sendo
o pico em 1631 cm™ atribuido ao estiramento de u-NO. A banda em 1731 cm™ est4 associada
a um grupo carbonila, permanecendo em frequéncias similares, o que indica que o0 centro
metalico ndo estd coordenado a esse oxigénio. Além disso, uma quantidade significativa de
fldor foi detectada no espectro de XPS do complexo (detalhado a seguir). Fluorofullerenos,
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descritos na literatura como fullerenos funcionalizados com fltor (Ceo e similares)(Belyakov,
Kulishenko et al. 2020), sugerem que a ligacdo C-F foi formada devido a uma reagdo de
substitui¢ao dos grupos hidroxila. Assim, a banda em 1064 cm™ pode ser atribuida a liga¢ao C-
F (Belyakov, Kulishenko et al. 2020). O espectro eletronico de reflectancia difusa obtido para
o complexo Naz[Ruz(p-NO)NO(CI)4(H20)(C120(OH)s4(F)21)] apresenta cinco bandas distintas.
As trés primeiras bandas, observadas em 219 nm, 258 nm e 357 nm, foram atribuidas a
transigoes internas do ligante (IL), especificamente do tipo n—n* (Balch and Olmstead 1998).
A transicdo de transferéncia de carga do metal para o ligante (MLCT) (dRu—nNO*) foi
identificada em 529 nm (Lang, Davis et al. 2000, Tfouni, Truzzi et al. 2012). A banda em 687
nm foi associada a uma transicdo proibida de spin *A;g—3Tu, relacionada ao fulereno(Balch
and Olmstead 1998).

A morfologia da superficie do complexo foi analisada por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). A imagem obtida revela uma superficie microporosa assimétrica, coerente
com um aglomerado resultante da autoagregacdo do fullerenol(Ma, Zhang et al. 2022). Os
grupos hidroxila ligados ao fulereno (Ceo) fornecem multiplos sitios reativos que favorecem a
formacdo de complexos e aglomerados. Ao ampliar a imagem, o tamanho da superficie foi
estimado em aproximadamente 479 nm (indicado por uma linha pontilhada amarela) (Figura 1).
A morfologia da superficie influencia as interagfes do material com outras interfaces. Os mapas
de Espectroscopia de Dispersdo de Energia (EDS) indicam que a superficie da amostra €
composta principalmente por carbono, oxigénio, ruténio e cloro.

Figura 1: MEV do complexo Ruténio nitrosilo fulerenol
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A Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios-X (XPS) foi utilizada para analisar a
distribuicdo atomica do complexo, permitindo prever a coordenacdo atdmica e propor
proporgdes estequiométricas(Heimann, Morrow et al. 2015). O espectro de referéncia de XPS
do fullerenol exibe principalmente carbono e oxigénio. Apds a reacdo de complexacdo, foram
observados picos associados a ruténio, carbono, oxigénio, halogénios (Cl e F), sddio e
nitrogénio, indicando uma modificacdo da estrutura original pela adicdo de Ru, CI, Ne F. A
anélise de complexos C-Ru é desafiadora devido a sobreposicdo dos niveis de energia Cis e
Rusq. No entanto, € possivel obter informag6es quimicas Uteis observando 0s niveis Rusq € Rusp.
Foi realizada uma deconvolucdo matematica para atribuir os picos sobrepostos(Morgan 2015,
Leng, Gerber et al. 2017). A deconvolugéo revelou cinco ambientes quimicos distintos para Cis
no complexo. O pico em 284,8 eV foi relacionado a carbonos nao oxidados presentes no Ceo.
A funcionalizacgdo do Ceo foi confirmada por trés picos em 285,57 eV, 286,88 eV e 288,84 eV,
atribuidos a C=0, C-OH e C-O-, respectivamente (Chiang, Upasani et al. 2002). O pico em
292,40 eV foi atribuido a ligacdo C-F, associada ao pico Fis em 689,57 eV. Essa atribuicdo
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sugere que ocorreu uma reacdo de substituicdo dos grupos hidroxila por flior durante a sintese,
0 que pode ter contribuido significativamente para a diminuicdo da solubilidade do complexo
em solventes organicos usuais (Tuinman, Mukherjee et al. 1992). Nao foram observados picos
associados a ligacdo C-Ru, indicando que os &tomos de Ru estdo ligados a estrutura do fulereno
por meio de outra espécie quimica, como nitrogénio ou oxigénio.

Nos espectros de XPS de ruténio, trés picos em 286,91 eV, 282,74 eV e 463,00 eV foram
atribuidos a Ruzdze, Rusds2 € 3pssz, respectivamente. Esses picos estdo em uma faixa de energia
caracteristica de ligacdes Ru-N, Ru-O ou Ru-Cl (Morgan 2015). A auséncia de ligacdes Ru-C
nos espectros esta em consonancia com os dados de C1s, sugerindo que o Ru esta ligado ao
fullerenol por meio de um &tomo de oxigénio ou nitrogénio. Sabe-se que o complexo RUNO6
é classificado como um acido duro, enquanto os carbonos do fullerenol sdo bases moles,
conforme a teoria de Pearson (1968) de dureza e suavidade de acidos e bases. De acordo com
essa teoria, as espécies tenderdo a se coordenar com ligantes de dureza ou suavidade similar.
Como ndo héa evidéncia de uma ligacdo carbono-nitrogénio nas caracterizacdes realizadas,
conclui-se que a complexacdo do ruténio com o fullerenol ocorre por meio do atomo de
oxigénio. Além disso, a literatura indica que o fullerenol tende a formar complexos bidentados
com centros metalicos, atuando como um ligante quelante (Heimann, Morrow et al. 2015).

Adicionalmente, foi observado um pico em 403,25 eV associado ao Nis, atribuido ao
grupo nitrosilo ligado ao complexo metalico (Lang, Davis et al. 2000). Trés picos relacionados
ao oxigénio (O1s) também foram identificados. O pico em 532,18 eV foi consistente com grupos
hidroxila (C-OH) da estrutura do fullerenol, como observado no espectro de referéncia de XPS.
O pico em 533,28 eV foi atribuido ao ion alcéxido (R-O-), provavelmente formado durante a
reacdo de complexacdo com Ru (Heimann, Morrow et al. 2015). O pico em 534,82 eV foi
relacionado ao grupo nitrosilo (N1s-O1s), com seu equivalente em 400,49 eV. Com base nos
espectros de alta resolucdo de XPS para cloro, foi proposta a presenca de ligacdes Ru-Cl, com
sinais de CI observados em 198,7 eV e 200,36 eV, associados a Cl 2pz. e Cl 2pisp,
respectivamente (Morgan 2015).

Era esperado que, com a coordenacgdo ao centro metalico, houvesse uma diminuicdo na
energia do pico C-OH e um aumento na energia associada ao pico C-O- (Heimann, Morrow et
al. 2015). No entanto, foi observado que o complexo provocou um deslocamento para maiores
energias de ligagdo em todos os picos de Ois, em comparagdo com o fullerenol isolado. Esse
deslocamento é coerente com a proposta de uma reacdo de substituicdo e formacgdo do
complexo. Heimann e colaboradores estudaram a formagéo de complexos com diversos centros
metéalicos e concluiram que o pico do ion alcoxido depende da identidade do centro metalico
(Heimann, Morrow et al. 2015). Com base nos dados de concentracdo atémica obtidos pela
andlise de XPS, podemos propor a seguinte férmula  estequiométrica:
Na[Ru2N2Cl4C12003sH34F21]. Além disso, a férmula pode ser reorganizada para descrever de
forma mais clara as provaveis ligacGes entre os atomos no complexo de ruténio, como
Naz[Ruz2(u-NO)NO(CI)a(H20)(C120(OH)34(F)21)].

Os estudos eletroquimicos foram essenciais para propor o mecanismo de liberacdo de
nitrosilo, utilizando a voltametria de pulso diferencial (DPV). Devido a insolubilidade do
material investigado, os eletrodos de trabalho foram modificados. O tampé&o Britton-Robinson
(BR) foi ajustado para pH 2, escolhido por permitir uma ampla variagéo de pH. Para simular
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um ambiente fisioldgico, fons Na* e K" foram adicionados em concentracGes graduais,
minimizando a alteracdo das variaveis experimentais. O voltamograma apresentado na Figura
2 foi obtido sob as seguintes condicdes: varredura de 1,0 V a -1,0 V (vs. Ag/AgCl), com
velocidade de de varredura de 50 mV/s. Na varredura catddica, foram observados dois picos:
1c (0,22 V) e 2¢ (-0,60 V); e na varredura anddica, dois picos: 1a (0,21 V) e 2a (-0,60 V).

Figura 2: Voltamograma do complexo em tampdo Britton-Robinson (pH 2, [Na*]=0,14 mol/L e [K*]=0,004
mol/L).v: 50 mV.s™".

20

-20 4

-30 4

-40 -

-50 ¥ T J T Y T ’
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

E (V)

Os picos 2¢/2a foram atribuidos ao par redox NO*/NO°(Equagéo 1). O grupo nitrosilo
pode se ligar ao ruténio em diferentes estados formais, como NO*, NO+ ou NO" (Rose and
Mascharak 2008). A analise por FTIR confirmou o caradter de ion nitrosonium (NO™),
mostrando uma correlacdo entre a frequéncia de estiramento de NO* no infravermelho e o
potencial de reducdo. Uma menor frequéncia de estiramento esta associada a um potencial
redox mais negativo (Gama Sauaia and Santana da Silva 2003, da Silva, de Almeidaet al. 2020),
condizente com os dados da literatura para outros complexos de nitrosilo (Gama Sauaia and
Santana da Silva 2003, Ferreira and Tfouni 2010).

[Ru'NO*] + e~ = [Ru'TNO°(L)] Epcy. = —0,60V 1)

Um par adicional de picos (1a/1c) foi associado ao processo redox Ru'"OH2/Ru'' OH,.
A presenca de dois processos redox distintos, relacionados a diferentes estados de oxidacdo do
ruténio, sugere a existéncia de uma valéncia mista, analoga ao complexo ion Creutz—Taube
{[Ru(NHs)s]2(C4H4N2)]** (Taube 1984, da Silva, de Almeida et al. 2020).

O experimento de fotolise sob exposicdo a uma lampada de 365 nm foi realizado
utilizando Voltametria de Pulso Diferencial (DPV), com o objetivo de esclarecer o mecanismo.
A investigacdo foi conduzida por um periodo de tempo equivalente ao da andlise por
infravermelho (IR). O voltamograma resultante, ilustrado na Figura 3, foi obtido com uma
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varredura catodica realizada em condi¢cfes similares ao experimento de caracterizagdo. N&o
houve alteragdo no pico relacionado ao processo de reducdo Ru''OH,/Ru'' OH, em 0,24 V
(Lang, Davis et al. 2000). No entanto, observou-se uma reducdo na intensidade do pico
associado ao par redox NO*/NQO°em -0,68 V (Ferreira, Santos et al. 2004, Ferreira and Tfouni
2010), com uma leve variacdo ao longo do tempo de analise. De acordo com a analise por MEV,
0 complexo apresentou uma superficie microporosa assimétrica e ndo foram detectados sinais
de nitrogénio na superficie, o que pode indicar a necessidade de um tempo de irradiagdo mais
prolongado. Embora o experimento tenha sido realizado sem altera¢Ges no procedimento, foi
notado um deslocamento na linha de base entre a primeira e as varreduras subsequentes.

Figura 3: Voltamograma do complexo em tampé&o Britton-Robinson (pH 2,15, [Na*]=0,14 mol/L e
[K*]=0,004 mol/L).v: 50 mV.s™%. A =365 nm.
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Conclusdes

Apesar da insolubilidade do complexo, o estudo de seu comportamento sob irradiacdo
apresentou dados promissores para seu potencial aplicacdo como agente fotossensivel. As
caracterizagdes no estado solido permitiram a elucidagéo da estrutura do material. A andlise por
MEYV revelou um aglomerado com uma superficie microporosa assimétrica. As analises de EDS
e XPS forneceram informac6es valiosas sobre a distribuicdo atbmica e a formacao de ligacbes
no complexo. Com os dados de XPS, foram feitas as seguintes observacdes: a reacdo de
complexacdo modificou a estrutura inicial do fullerenol; ndo héa ligacdo C-Ru; o ruténio esta
ligado a estrutura de C60 por oxigénio, possivelmente através de um par de oxigénios em um
complexo bidentado; foram observadas tanto ligagdes N-Ru quanto Cl-Ru; a presenga do centro
metalico modificou 0 ambiente quimico da estrutura, como pode ser observado nos espectros
de O1s. A proporcdo estequiomeétrica do complexo foi proposta como Naz[Ruz(p-
NO)NO(CI)4(H20)(C120(0OH)34(F)21)].

Sob irradiacdo a 365 nm, o espectro de IR demonstrou a capacidade do complexo de
liberar e capturar NO. A analise eletroquimica identificou a presenca dos pares redox NO*/NQ°
e Ru""OH,/Ru"OH,, ratificando a proposta de binuclear com valéncia mista. Devido a sua
estrutura complexa, céalculos tedricos ainda estdo em andamento para obter o espectro teorico
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de IR e outras analises. Como resultado, este estudo estabelece uma base significativa na
tentativa de elucidar as propriedades e mecanismos do complexo de ruténio-fullereno, abrindo
caminho para investigacdes e possiveis aplicacBes em liberacdo controlada de farmacos e
deteccdo quimica.
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