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RESUMO

Titulo: Liberacdo térmica e fotoquimica de 6xido nitrico a partir de S-
nitrosotidis incorporados em matrizes de poli(etileno glicol) e em hidrogel de
copolimero em bloco PEO-PPO-PEOQ.

Autora: Silvia Mika Shishido

Orientador: Marcelo Ganzarolli de Qliveira

Palavras-chave: 6xido nitrico, S-nitrosotiéis, poli(etileno glicol).

Os S-nitrosotidis (RSNO) tem sido objeto de varias pesquisas recentes,
devido & sua capacidade de atuar no armazenamento e transporte de éxido
nitrico (NO") in vivo. Estes compostos sao instaveis e podem liberar NO® tanto
térmica como fotoquimicamente. Neste trabalho os RSNOs S-nitrosocisteina
(CiSNQ), S-nitroso-N-acetilcisteina (SNAC) e S-nitrosoglutationa (GSNO) foram
sintetizados através de uma nova técnica baseada no borbulhamento de uma
mistura gasosa de NO'/O; através das solugdes dos respectivos tiéis. Os RSNOs
sintetizados foram incorporados em matrizes poliméricas de poli(etileno glicol)
(PEG) e em hidrogel de copolimero em bloco de poli(6xido de etileno)-poli(éxido
de propilenoj-poli(éxido de etileno) (F-127). Além disso, foi utilizado um método
espectroscopico novo para a caracterizacdo do processo de gelificagio do F-127,
onde foi acompanhada a variacio transiente da absorgao da linha base. Através
de acompanhamentos cinéticos da decomposicio térmica e fotoquimica dos
RSNOs, foi possivel observar que as matrizes poliméricas e de hidrogel causam
uma diminui¢do na velocidade de liberagdo de NO° a partir destes compostos
em relacdo as solugdes aquosas. Esta diminuicao foi atribuida a um aumento
na taxa de recombina¢dc induzida por estas matrizes. Foi observado também
que o aumento na concentragao inicial dos RSNOs leva a um aumento na
velocidade de liberagao de NO® devido a uma reagao de auto-catalise envolvendo
os radicais tiila (RS') formados durante a decomposi¢gio. A partir destes
resultados foi proposto um mecanismo de decomposi¢do dos RSNOs, baseado
no efeito das matrizes sobre a recombinagao radicalar. Foram feitos
experimentos variando-se a viscosidade do solvente para avaliar o efeito da
viscosidade na velocidade de liberagdo de NO® a partir da GSNO. Estes
resultados permitiram calculos de eficiéncia da gaiola que concordaram corm o
modelo de Noyes proposto para a reacdo de recombinacgao radicalar.



ABSTRACT

Title: Thermal and photochemical nitric oxide release from S-nitrosothiols
incorporated in poly(ethylene glycol) and hydrogel of block copolymer of PEO-
PPO-PEQO matrices.

Author: Silvia Mika Shishido

Advisor: Marcelo Ganzarolli de Oliveira

Key words: Nitric oxide, S-nitrosothiols, poly(ethylene glycol).

S-nitrosothiols (RSNOs) have been investigated as compounds that act in
the transport and storage of nitric oxide (NQO°) in vivo. These compounds are
unstable and may release NO® both, thermal and photochemically. In this work,
we have observed that RSNOs can be synthesized directly in thiol-containing
solutions, by using a reactive gaseous (NO°/O) mixture. We have incorporated
S-nitrosocysteine (CySNO), S-nitroso-N-acetylcysteine (SNAC) and S-
nitrosoglutathione (GSNO) in non-toxic polymer matrices of poly{ethylene glycol)
(PEG) and hydrogel of poly(ethylene oxide)-poly(propylene oxide)-poly{ethylene
oxide} block copolymer. A new spectrophotometric method was employed to
characterize the gelation process, by following the transient absorption change
of the base line. The kinetics of thermal and photochemical decomposition of
RSNOs showed that polymeric matrices can reduce the thermal and
photochemical NO' release from these compounds. This behavior was assigned
to a cage effect promoted the microenvironment existing in these matrices,
which increases the rate of radical pair recombination in the homolytic S-N
bond cleavage process. Furthermore, it was observed that an increase in the
RSNOs initial concentration leads to an increase in the rate of NO® release, due
to an autocatalytic reaction promoted by thyil radicals formed during the
decomposition of RSNOs. Based on these results, a mechanism was proposed
for explaining the matrix effects on the thermal and photochemical NO" release
from RSNOs. Experiments varying the solvent viscosity have allowed calculating
the cage efficiencies in the photochemical NO® release from GSNO, which agree
with the model proposed by Noyes for radical pair recombination.
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ABREVIACOES

Ab: Aberchrome - anidrido succinico
furiletilideno){isopropilideno)

Ach: acetilcolina

CG: guanilato ciclase

cGMP: guanosina mono-fosfato ciclica

CiSH: cisteina

CiSNO : S-nitrosocisteina

EDREF': fator de relaxagéao derivada do endotélio
F: eficiéncia da gaiola

GSH: glutationa

GSNO: S-nitrosoglutationa

HB: ponte de hidrogénio

HD: 2,4 - trans-hexadien-1-ol

k: constante de velocidade

NAC: N-acetilcisteina

NEED: cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina
NG: nitroglicerina

NO: éxido nitrico

NPS: nitroprussiato de sédio

n: viscosidade

1/n: fluidez

PEG: poli{etileno glicol)

((E)-a-(2,5-dimetil-3-



PEO-PPO-PEO: poli(éxido de etileno)-poli(éxido de propileno)-poli(oxido de
etileno)

RS" radical tiila

RSH: tibis

RSNO: S-nitrosotidis

RSS8R: dimero formado a partir dos RSNOs
SNAC: S-nitroso-N-acetilcisteina
SNAP: S-nitroso-N-acetilpenicilamina
ti/2: meia vida

®: rendimento quantico

UV: ultra-violeta

v: velocidade

vi : velocidade inicial

Vis: visivel

vVdW: volume de Van der Waals
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1. INTRODUCAO

1.1. Oxido nitrico.

1.1.1. Importdncia bioquimica do éxido nitrico.

Desde a descoberta de que o 6xido nitrico (NO'}) é uma espécie endagena
que atua como mensageiro entre as células dos animais superiores (incluindo
os humanos}, houve um grande aumento do interesse cientifico por essa
molécula. (D.L.H. Williams, 1996}. Em 1980 Furchgott e Zawadski constataram
acidentalmente que o efeito vasorrelaxador da acetilcolina (Ach) dependia da
presenca do endotélio integro. Vasos dos quais o endotélic havia sido removido
respondiam com constricdo a este agente. Estes pesquisadores propuseram a
hipétese de que o relaxamento era causado pela a¢do da Ach sobre receptores
de células endoteliais que, quando estimulados, induziam a sintese de uma
substancia que atuaria na musculatura vascular, relaxando-a. Denominaram a
substidncia de Fator de Relaxacdo Derivado do Endotélio ou “Endothelium
Derived Relaxing Factor” (EDRF).

Em 1986, descobriu-se que o EDRF € um inibidor da agregacéo
plaquetaria e da adesao de trombécitos ao endotélio de vasos. (Radomski ef al.,
1987 (a) e (b)). Nesta época, observacéoes independentes realizadas por Palmer e
colaboradores (1987) e Ignarro e colaboradores (1988) revelaram que o EDRF
poderia ser o NO'. Em 1987 Moncada e colaboradores (1989) demostraram que
culturas de células endoteliais sintetizavam o NO® a partir de atomos de
nitrogénio do terminal guanidino da L-arginina levando a formacgido de L-
citrulina. Verificou-se também que a reacdo era mediada por uma enzima
solavel, a NO-sintase. O NO" foi entao identificado como sendo o EDRF. Estes
dados levaram a indicacdo de uma rota enzimaética especifica para a sintese de
NO", passivel de manipulag¢éo farmacologica e bioquimica (Francischetti et al.,
1995).



A natureza difusiva do NO* permite que ele tenha uma capacidade tinica
de participagdo na comunicac¢do transcelular. A meia vida do NO° em meio
biolégico é de aproximadamente 1 s. Mesmo durante este tempo curto, o NO*
pode difundir-se a distancias que correspondem a varios diametros celulares,
assim, ele pode exercer a funcdo de mensageiro (Koppenol, 1998). O NO’
liberado localmente no endotélio vascular pode se comunicar rapidamente com
células adjacentes que contenham guanilato-ciclase, levando-as a atuar em
conjunto em respostas fisiolégicas.

A figura 1 mostra uma representaciao esquematica da atuacgiao do NO°
enddgeno no relaxamento da musculatura lisa, causando a vasodilatagdo. O
processo de relaxagao inicia-se com a ativacdo da acetilcolina (Ach) que ativa os
canais de calcio (Ca?*) nas células endoteliais, permitindo a sua passagem. O
aumento na concentracao de Ca?* ativa a NO-sintase, que sintetiza NO® a partir
de Oz e L-arginina, produzindo NO® e L-citrulina. O NO® difunde-se para as
c€lulas da musculatura lisa onde ativa a guanilato ciclase (GC), que produz
guanosina mono-fosfato ciclica (¢GMP) a partir de guanosina tri-fosfato,
desencadeando o processo de relaxacao (Fricker, 1995; Butler e Rhodes, 1997;
Mateo € Artifiano, 2000).

A meia vida curta do NO' cria a possibilidade de que ele atue como um
neurotransmissor, difundindo-se para fora dos neurénios imediatamente apos
a sua sintese (Snyder, 1992). As pesquisas dos Gltimos 20 anos mostraram que
o NO® esta envolvido em muitos processos fisiolégicos importantes além da
vasodilatagéo, como a modulagio da neurotransmissao, a toxicidade mediada
pelos macréfagos, a inibigdo da agregagédo plaquetaria e a neurodegeneracgao
(Marin, 1997; Janero, 2000; Ford e Lorkovic, 2002; Stewart e Heales, 2003).

O NO® também é sintetizado e liberado por macréfagos ativados e
neutrofilos e parece ser responsavel pelas a¢des citotéxicas destas células.
Neste caso, a citotoxidade se deve a uma concentracao alta e localizada de NOQ®
(de 2 a 3 ordens de magnitude mais alta que a concentragio gerada pelas

células endoteliais) (Koppenol, 1998). Altas concentracées de NO° podem causar



danos a proteinas que contém ferro, levando a ruptura das funcdes celulares.
Em concentragées altas, o NO® também pode reagir com o anion superoxido

levando a formacdo do anion peroxinitrito (OONO-) e de outras espécies

radicalares citotoxicas (Hensley et al., 1997).

Figura 1. Representacéo esquematica da vasodilatacao causada pelo NO® endogeno
(Fricker, 1995; Butler e Rhodes, 1997; Mateo e Artinano, 2000).

A gama completa de agbes bioquimicas do NO® ndo é conhecida até o
momento. A vasodilatacdo € talvez a sua agdo bioquimica mais importante.
Esta descoberta permitiu compreender em parte a acdao de drogas
vasodiltadoras ja utilizadas ha muito tempo, como os nitratos, a nitroglicerina
(NG) e o nitroprussiato de sodio (NPS). Estes compostos sao utilizados em larga
escala no tratamento de pacientes que sofrem de angina e hipertensao. A agéo

dos nitratos e nitrocompostos se baseia na sua reducgéao com producéao de NO°,
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que atua entao diretamente na musculatura dos vasos sangliineos (D.L.H.
Williarmns, 1996; Ignarro et al., 2002; Chen et al., 2002). As reacdes do NO° e
consequentemente seus efeitos estdo relacionados com a sua concentracio,
localizagdo ¢ o meio no qual ele é produzido. O NO® ou os produtos de sua
reacdao com o Oz e 02" podem modificar diferentes macromoléculas, incluindo
proteinas, lipideos e acidos nucléicos, para produzir tanto efeitos fisiologicos
como patolégicos (Davis et al, 2001). Como resultado de todas estas
descobertas, o NO" foi eleito em 1992, como a molécula do ano pela revista
Science. Além disso, em 1998 Furchgott, Murad e Ignarro receberam o prémio
Nobel de Fisiologia e Medicina pela descoberta da atuagdo do NO®* como uma

molécula mensageira no sistema cardiovascular.
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Figura 2. Numero de artigos publicados contendo NO® no titule nos tltimos 30 anos.
Os valores mostrados para os anos 70 e 80 sdo a média dos artigos publicados nestas
décadas (ISI).

A figura 2 mostra o grande aumento no numero de artigos publicados
contendo NO' no titulo, que se iniciou na década de 90 e continua
relativamente alta até hoje. Desta forma, qualquer composto capaz de gerar

NO°®, seja em processos térmicos ou fotoquimicos, apresenta em principio, um



grande interesse relacionado com a possibilidade de sua utilizagéo na geragao

de NO’ in vivo.
1.1.2. Propriedades fisico-quimicas do éxido nitrico.

O NO’ tem a configuracéo eletrénica o2c*2, o2nn*! (Fig. 3), com um elétron
desemparelhado no seu orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) n*.
Possui ordem de ligagao de 2,5 (6 elétrons nos orbitais ligantes - 1 elétron no
orbital anti-ligante}, consistente com a distancia inter-atémica de 1,15 A, que €
intermediaria entre a distancia de uma ligacio tripla do NO* de 1,06 A e da

distancia representativa de uma ligagao dupla, que é cerca de 1,20 A (Wilkinson
etal., 1987).

Este radical dificilmente forma o dimero N2O;, pois a maior parte dos
radicais dimerizam devido ao aumento na ordem total de ligagcbes, apds a
dimerizagao (Jolly, 1964). No caso do N2O2 a ordem de ligagao € igual a 5, que €
igual & soma das ordens de liga¢io de duas moléculas de NO® separadas. Além
disso, a entalpia (energia liberada) de dimerizacao € de apenas -2,6 kcal.mol !,
com uma redugao da entropia, uma vez que o dimero é mais ordenado do que
duas moléculas de mondmero separadas. A 300° C e 1 atm, o valor de -TAS é
de +4,3 kcal.mol!. Estes fatores tornam a dimerizac¢do desfavoravel, sendo que
o dimero pode existir apenas em altas concentragdes de NO' no estado sélido na
temperatura deo nitrogénio liquido, onde a contribuicdo entrépica dependente
da temperatura é minimizada. A temperatura ambiente, o NO® se apresenta na
sua forma gasosa e é notavelmente estavel, tendo sido mantido nesta fase por
pelo menos 40 anos sem evidéncia de decomposi¢ao (Beckman, 1996).

O eclétron desemparelthado no orbital n* pode ser facilmente removido
(potencial de ionizagao de 9,23 eV) ocorrendo a formacgao do cation nitrosénio
(NO*). O NO® pode também ser reduzido formando ¢ anion nitroxila (NO-). Em
meio aquoso na presenga de oxigénio, ele € rapidamente destruido formando

NO:2" que por hidrélise origina nitratos e nitritos. Contudo, em concentracoes



baixas na auséncia de oxigénio ele pode sobreviver por um tempo
consideravelmente longo (alguns segundos) (Clarke e Gaul, 1993). O estado de

oxidagdo do nitrogénio se reflete na freqiiéncia de estiramento da ligagdo N-O
(Stamler et al., 1992 (b)) como pode ser visto na tabela. 1.

orbitais - .
atdémicos e TN orbitais
. P Py T Su e ~ s
do Nitrogénio L atémicos
2p g do Oxigénio
. 2p
. O,
3 k
25— %1 -

. _:_:‘-*——"— 2s
orbitais RN T R orbitais
atémicos S atémicos
do Nitrogénio do Oxigénio

Figura 3. Orbitais moleculares do NO* (Wilkinson et al.,1987).

Tabela 1. Propriedades dos monoxidos de nitrogénio (Stamler et al., 1992 (a)).

Molécula Numero de oxidagéo do Comprimento da Estiramento
nitrogénio ligacéo (A) N-O (cm!)
NO* 3+ 0,95 2300
NO* 2+ 1,15 1840
NO- 1+ 1,26 1290

O NO® possui um momento de dipolo elétrico pequeno e & quase
igualmente solivel em muitos solventes. A pressdao de vapor de 1 atm os
coeficientes de partigdo entre o solvente e a fase gasosa seguem a ordem:

metanol 0,36; benzeno 0,30; pentano 0,25 e agua 0,07 indicando que o NO® é



relativamente lipofilico. O coeficiente de particao no sistema 1-octanol/agua foi
relatado como sendo de 6,5, o que sugere que a solubilidade do NO’ em
membranas pode ser de 6 a 7 vezes maior que na fase aquosa. Entao, é
esperado que (como o 02) ele possa se difundir facilmente da agua para
solventes organicos, através de membranas bioldgicas e para interiores
hidrofébicos de proteinas (R.J.P. Williams, 1996), tendo ja sugerido-se que as
membranas podem atuar como reservatérios de NO° (Malinski et al, 1993;
Koppenol, 1998).

O coeficiente de difusdo do NO' em agua é de 2,07 x 10-° cm?s'! a 20 °C,
quase idéntico ao do monédxido de carbono (CO), como esperado para moléculas
de tamanhos similares (Koppenol, 1998). O NO’ gasoso é paramagnético, mas
em solucdo nao sido observados picos mno espectro de ressonancia

paramagnética de elétrons {Wilkinson et al., 1987).

1.2. Doadores de NO’

Os reagentes quimicos mais utilizados como doadores continuos de NO*
em condicdes fisiolégicas sdo a nitroglicerina (NG), o nitroprussiato de sodio
(NPS) e a S-nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP) {Shaffer,1992). Além destes
compostos, existem muitos outros doadores de NO® como os nitratos organicos,
nitritos organicos, derivados de floxanos, complexos NO-amino (NOCs), S-
nitrosotidis (RSNOs), complexos ferro-nitrosila e ruténio-nitrosila (Katayama,
1995).

Os floxanos, nitratos e nitritos organicos reagem com os tiéis endoégenos
para formar intermedidrios RSNOs que sio responsaveis pela liberagao de NO*.
A acdo destas classes de doadores de NO® depende da presencga de tidis (RSH).
Quando estes sdo consumidos em grandes quantidades, sua disponibilidade
diminui, causando tolerancia a estes medicamentos. Os nitratos e nitritos mais
comuns sio ¢ dinitrato de isosorbida, tetranitrato de pentaeritritol, nitrito de

amila e a NG (Katayama, 1995). A NG foi utilizada durante mais de 100 anos



para tratamento de angina e outros problemas de circula¢éo (D.L.H.Williams,
1996). Até entdo, o mecanismo de a¢ao deste doador de NO® era desconhecido.
Recentemente, foi descoberto que a NG € metabolizada dentro da mitocéndria
pela enzima nitrato redutase (aldeido deshidrogenase mitrocondrial) que
catalisa especificamente a decomposi¢do de NG, formando 1,2-dinitrato de

glicerina e nitrito, levando & producdo de ¢cGMP e & relaxacdo da musculatura
lisa (Chen, 2002).

1.2.1. S-nitrosotidis (RSNOs)

Sabe-se que no meio celular e no plasma existem muitas espécies que
podem desativar rapidamente o NO°, como o oxigénio, anion superoxido e o
ferro de grupos heme. Assim, o NO' in vivo apresenta uma meia vida (ti/2) de
aproximadamente 0,1 s em contraste com a ti;2 do EDRF que é da ordem de
segundos. Tal diferenc¢a nas meias vidas sugere que o NO' é estabilizado por
uma molécula carregadora que prolonga seu tempo de vida mantendo sua
atividade biolégica (Stamler et al., 1992 (b)).

Uma classe de moléculas biolégicas importantes que pode exercer esta
fungéo sao os tiéis de baixo peso molecular, que sdo abundantes no plasma
humane (Gaston, 1999). Estes compostos podem ser facilmente nitrosados,
gerando os S-nitrosotiéis (RSNOs) que sdo significantemente mais estaveis que
o NO® (Oae e Shinahama, 1983). Os RSNOs também apresentam propriedades
vasodilatadoras e sao capazes de inibir a agregac¢ao plaquetaria (Ricardo et al.,
2002; Stamler et al.,, 1992 (b)}. Assim, os RSNOs além do seu potencial de uso
como drogas liberadoras de NO' podem também atuar no armazenamento e
transporte de NO® in vivo (D.L.H. Williams, 1996). Os RSNOs tém sido
detectados em fluidos plasmaticos do revestimento das vias aéreas, nas
plaquetas e em neutréfilos. Eles podem assim atuar como carregadores de NO*
na forma de tibis livres ou proteinas contendo cisteina em sistemas biolégicos

(Stamler et al. 1992 (a}). Os RSNOs podem ser entdo, ferramentas tteis no



tratamento de doencas que envolvem disfungdes no metabolismo de NO*
(Eiserich et al., 1998).
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Figura 4. Estruturas dos S-nitrosotiéis utilizados neste trabalho.

Ti6is de baixo peso molecular como a cisteina (CiSH) e a glutationa estéo
envolvidos em varios processos bioquimicos. A CiSH é o ti6l de baixo peso
molecular mais abundante no plasma humano (Tsikas et al., 1998). A N-acetil
cisteina (NAC) é um produto endégeno do metabolismo da CiSH, estando
presente na urina humana como produto da N-acetilacio da CiSH no rim
(Tsikas et al., 1998, Gissen, 1994). Este composto possui grande potencial para
tratamento de disfun¢des pulmonares, sendo utilizado como agente mucolitico.
Além disso, foi descoberto que a NAC é um precursor e estimulador da sintese
endogena de glutationa (GSH) e um potente agente anti-oxidante. A GSH é um
tripeptideo contendo cisteina e participa de varias reacbes enzimaticas como o

transporte de aminoacidos, defesa contra radicais livres e outras espécies



reativas de oxigénio e algumas substancias quimicas toxicas (Gissen, 1994).
Estes trés tidis sao facilmente nitrosados na presenga de N2O3 ou NO;- em meio
acido originando os RSNOs correspondentes. As estruturas destes RSNOs estao

apresentadas na figura 4.
1.2.2. Nitroprussiato de sédio (NPS)

Complexos ferro-nitrosila também podem ser usados como doadores de
NO® e o principal complexo Fe-NO é o nitroprussiato de sédio ([Fe{CN)s(NO)]?-,
NPS (Katayama, 1995; Butler e Rhodes, 1997). Como pode ser observado em
sua estrutura (Fig. 5), este complexo possui um atomo de ferro como ion central
com S ligantes CN- e 1 ligante NO*. O NPS tem sido utilizado clinicamente ha
mais de 80 anos como vasodilatador em ataques de hipertensao, devido ao seu
efeito ser muito rapido e no tratamento de hipertenséao crénica, pois ndo causa
tolerancia. Porém, existe a possibilidade da liberagéo dos ligantes CN- que pode
levar a efeitos toxicos (Bates et al, 1991). Em geral é considerado que os
ligantes CN- liberados reagem com metahemoglobina para produzir
cianometahemoglobina, que é considerada uma espécie nio-toxica. Porém, se a
infusdo de NPS exceder o valor de 2 ug kg'! min! ou quando os doadores de
espécies contendo enxofre e metahemoglobina sao reduzidos, os CN- podem se

acumular, causando intoxicagdo por cianetos (Friederich e Butterworth, 1995}.

NO

x| NG iON
n

N ’e\CN

Figura 5. Estrutura do nitroprussiato de sodio.

Este complexo pode ser estocado na sua forma cristalina por anos a
temperatura ambiente, se for mantido em local seco e protegido da luz (Wang et

al, 2002). Em solugéo, o NPS mantém-se estavel, sendo que a liberagio de
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seus ligantes ocorre na presencga de um agente redutor ou sob irradiacao. Sabe-
se que a fotossubstituicao do ligante L dos complexos [Fe{CN)sL}?- é dependente
do comprimento de onda de irradiagédo (Lima et al, 1994). No caso do NPS, a
liberacdo seletiva de NO (sem que ocorra a liberagdo de ligantes CN-) pode
ocorrer selecionando-se o comprimento de onda de irradiagédo (A>480 nm) (de
Oliveira e Shishido, 2001).

Em sistemas biologicos, o ligante NO do NPS pode ser liberado por vias
enzimaticas ou ndo enzimaticas. A redugao nio enzimatica pode ocorrer devido
a presenca de ti6is, hemoproteinas e ascorbato, que sdao abundantes na maior
parte dos tecidos biologicos e induzem a libera¢do de quantidades
significantivas de NO a partir do NPS (Wang et al., 2002).

Além da utilizagdo do NPS para finalidades clinicas, este complexo é
muito utilizado como padrao em experimentos que utilizam modelos in vivo e in
vitro, para a comparag¢io do efeito vasodilatador. Além do NPS, existem outros
complexos metalicos de NO que também apresentam ac¢ao vasodilatadora como
os complexos de Ruténio nitrosilados, por exemplo, o trans-
[Ru(NO}(NHs)4(P(OC2H5)s)}(PFe)s, o trans{Ru(NQO)Cl(ciclam)](ClO4)2 e o trans-
[Ru{NO)(NHa3)4{POEt)3](PFe)2 (Hayton et al,, 2002; Barros et al., 2002; Torsoni et
al., 2002; Tfouni et al., 2003; Clarke, 2003).

1.3. Efeito da recombinacgdo radicalar na estabilidade de S-nitrosotiois.

Sabe-se que a preseng¢a do solvente altera tanto a freqiéncia como a
direcdo das colisdes das moléculas, quando sdo comparadas as reagdes em
solucdo e em fase gasosa. A energia cinética das moléculas em solucéo € em
fase gasosa (2 mesma temperatura) é aproximadamente a mesma, mas existem
duas modificagdes com respeito a freqiiéncia de colisdes, a saber:

- O espago livre (espago onde as moléculas do soluto podem se difundir)
entre duas moléculas do solvente eqiiivale a somente um quarto do volume

total, assumindo-se que as moléculas sao esferas empacotadas. Isto tende a
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aumentar a freqiéncia de colisdo ¢ o efeito méximo é obtido quando o raio da
molécula do soluto € muito menor que o raio da molécula do solvente,

- O agrupamento de colisdes é diferente. Em solucgéo, as colisdes tendem
a ser repetidas, ocorrendo multiplas colisbes entre duas moléculas reativas.
Estas séries de colisbes sao denominadas de encontros, isso ocorre porque as
moléculas de solvente tendem a formar uma gaiola ao redor dos pares gue
estio colidindo, prendendo-os por um periodo antes deles se afastarem {Cox,
1996).

No caso de reagdes que envolvern a clivagem homolitica de ligagdes
covalentes, com a formagéo de pares de radicais, as moléculas do solvente
atuam como uma “gaiola” impedindo sua separagéo imediata. Assim, os pares
de radicais que séo impedidos de se afastarem, voltam a colidir recombinando-
se. Neste processo, os fragmentos podem nunca atingir uma separagio maior
que um didmetro molecular e entéo, a recombinagéo pode ocorrer num periodo
entre o tempo de uma vibracgéo (1013 s) e o tempo de um deslocamento difusivo
(10-11 5) (Kaczmarek et al, 1995).

Os pares de radicais produzidos a partir do mesmo precursor sao
chamados de pares geminados (do latim gemini, gémeos) (Noyes, 1955) e
aqueles que sdo formados através de difusdo sdo chamados pares randémicos,
que neste trabalho serdo chamados de pares nao-geminados. A formacéo dos
produtos a partir dos pares geminados depende de uma reducao na difusio
para evitar que os radicais originais se afastem uns dos outros de forma
permanente e irreversivel. Esta reducdo da difusdo pode ser causada pelo
solvente, pela presenca de uma gaiola de zeélito (Turro et al., 1983) ou pela
adsor¢&o em uma superficie de silica (Johnston et al,, 1984; Leffer e Zupancic,
1980; Baretz e Turro, 1983).

Todas as reagbes bimoleculares (inclusive a recombinacéo nao geminada}
envolvemn dois passos, a difusdo dos reagentes para que o par se encontre e
uma colisdo que leve a reag@o. Na anilise das reacdes de recombinac¢io néo
geminada, os estudos através da teoria de colisbes se depararam com um

comportamento néo esperado. As velocidades de algumas reacées
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bimoleculares pareciam ser totalmente insensiveis as alteragoes da viscosidade
da solugéo, sendo que obviamente as espécies reativas necessitam difundir-se
(Leffer, 1993). Isto foi explicado por Rabinowitch e Wood apéds estes
pesquisadores terem feito alguns experimentos com um aparato semelhante a
uma mesa de bilhar, com bolas de solvente e duas bolas de reagente. Estes
pesquisadores observaram que as colisdbes entre os reagentes ocorrem em
séries. Uma vez que o0s reagentes se encontram, as moléculas de solvente
vizinhas tendem a manté-los juntos, fazendo com que estas moléculas de
reagente colidam entre si de 10 a 100 vezes (em um solvente com viscosidade
proxima a da agua) antes de reagirem ou de evetualmente se separarem. Se as
colisbes ocorrem em séries, a velocidade (v) com a qual a reaciao ocorre é
proporcional ao namero de encontros por segundo vezes o niumero de colisbes

por encontro, isto é:

v « (encontros/s) x (colisbées/encontro) (1}
e v « colisdes/s (2)

A razao da “insensibilidade” das velocidades da maior parte das reacées
de recombinag¢ao ndo geminada, em relacfio a viscosidade do meio, se deve ao
fato de que um aumento na viscosidade reduz a freqiiéncia de encontro, mas
por outro lado, ocorre um aumento do nimero de colisdes por encontro. Estes
efeitos se cancelam a menos que as reagoes sejam inerentemente tio provaveis
ou os encontros tdo prolongados que a reag¢do durante o encontro € inevitavel.
Assim, as velocidades das reacbes denominadas controladas por difusdo sao
proporcionais a freqliéncia de encontros, isto €, quanto maior a probabilidade
de encontro de duas espécies reativas, maior a velocidade de reacao (Leffer,
1993).

O conceito de efeito gaiola foi inicialmente descrito por Franck e
Rabinowitch (1934) para explicar a redugéo da eficiéncia da fotodissociacao do
I em solugdo em relagao a fase gasosa (Male et al, 1998). Estes autores

atribuiram este efeito & “gaiola® formada pelas moléculas do solvente que
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rodeiam o soluto. Assim, os fragmentos liberados pela quebra da ligagéo
colidem com a gaiola (que evita que os fragmentos se distanciem) tornando a se
ligar e regenerando a molécula original (Koening, 1973). Este conceito esta

ilustrado na equacéao 3.

k .. .
R-R ki (R*, 'R} :d 2R'——— produtos (3)
D
par de radicais radicais
na gaiola livres

onde ki1 € a constante de velocidade de formacdo dos pares de radicais
presos na gaiola; ke € a constante de velocidade da recombinagéo geminada; kg
¢ a constante de velocidade do afastamento dos radicais; kp € a constante de
velocidade de segunda ordem da recombinagido aleatéria dos radicais que
escaparam da gaiola.

O termo efeito gaiola é freqientemente mencionado no modele proposto

por Noyes (1955) (esquema 1).

Produtos geminados R-R' Produtos aleatérios
A
l S |
R-R «4—— (R° 'R} R-R+R-R' + R-R
par primario T

RS +R-S % R | R) —»{R) + (R)
produtos par secundario radicais livres separados

Esquema 1: Modelo de recombinacéao radicalar proposto por Noyes (1955).

Segundo o modelo de Noyes (1955} o dimero R-R' forma o par primario
dos radicais que estdo "presos” na gaiola. Destes pares primarios, uma parte se
recombina restaurando o dimero original e a outra forma os pares secundarios

que estao mais afastados. Parte dos pares secundarios se recombina e parte se
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afasta para reagir com outros radicais formando produtos e dimeros
aleatoriamente,

O efeito da viscosidade do solvente no processo de recombinagio ja tem
sido estudado por vérios autores (Demeter et al., 1995; Lima e Murakarmi Iha,
1996; Langford e Shaw, 1997; Lima et al, 1999; Yoder et al, 2001). Por
exemplo, Traylor e co-autores (1993) estudaram o efeito da viscosidade na
fotélise de complexos porfirinicos de 1-metilimidazol-ferro(ll)-NO nos solventes:
glicerina, tolueno, nujol e solu¢des aquosas de 1-metilimidazola. Foi observado
que os solventes polares reduzem o rendimento quantico na fotoejecio do NO,
que o efeito estérico € relativamente pequeno e que o aumento da viscosidade
leva a uma reducdo do valor de rendimento quéantico na fotélise destes
complexos.

Gershogoren, e co-autores (1998) acompanharam a fotélise de Is- em uma
série de solventes polares (H20, CHsCN, etanol, alcool isobutilico). Estes
pesquisadores acompanharam as absorbincias transientes resultantes da
fotolise no infra-vermetho préoximo e no UV. A recombinagiao geminada foi
observada em tempos de poucos ps. Neste trabalho foi observado que a massa
das moléculas do solvente pode estar governando a probabilidade de
recombinac¢io geminada.

Male, e co-autores (1998) estudaram o efeito da massa e do tamanho dos
pares de radicais formados na eficiéncia de recombinacéo, baseado na teoria de
Noyes. Estes pesquisadores utilizararn radicais do tipo [(RCp)(CO)sM’,
"M(CO}s(CpR)] (M=Mo ou W; CpR = varios ligantes ciclopentadienilas) que foram
gerados fotoquimicamente através da clivagem homolitica da ligacdo metal-
metal do (RCp)2M2(CO)s. Neste trabalho foram obtidos valores de eficiéncia da
gaiola em funcgdo da viscosidade e foram utilizados os seguintes solventes:
CsHs, CioH220s, CCls, CeHi4, Ci2H26, CisHas, CisHas e CaoHss. Male e
colaboradores concluiram que para a série de moléculas contendo o Mo como
metal, os valores de eficiéncia da gaiola foram proporcionais 4 massal/2/raio?,
como previsto por Noyes. Porém, a comparagao entre as séries com Mo e W nao

pode ser feita devido a diferenga na energia de ligacao destes metais.
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1.4. Matrizes poliméricas
1.4.1. Polifetileno glicol) (PEG)

Os poli(etileno glicéis) (PEGs) sao polimeros sintéticos, soliiveis em agua e
compostos por unidades oxietileno com grupos terminais hidroxila
(H(O-CH2-CH2-}sOH) (Davidson, 1980). Estes polimeros apresentam uma
combinagédo interessante de propriedades como estabilidade térmica e
fotoquimica, lubricidade, solubilidade em agua, baixa toxicidade e volatilidade e
séo disponiveis em uma ampla faixa de massas molares, desde liquidos
viscosos até sdlidos a temperatura ambiente (Davidson, 1980; Sanches-Soto et
al.,, 1990). Devido a essas caracteristicas, os PEGs sao utilizados em alimentos,
pomadas, cremes cosméticos, logdes e como carregadores inertes em varios
medicamentos que necessitam de uma liberacdo lenta do principio ativo
(Davidson, 1980; Harris, 1992; Okano, 1998).

Uma das caracteristicas muito interessantes dos PEGs é a sua alta
solubilidade em agua. A temperatura ambiente, o PEG é completamente
miscivel com a agua em todas as propor¢des e em todos os graus de
polimerizagao (Bailey, 1976). Em contraste ao PEG outros poliéteres
semelhantes ao PEG, como o poli(éxido de metileno) e o poli(oxido de
trimetileno), ndo sdo soluveis a temperatura ambiente, enquanto o poli (6xido
de propileno) é apenas parcialmente solivel em agua (Baley, 1959; Molyneux,
1983). Devido a sua baixa toxicidade, o uso interno de PEG em humanos
possui a aprovagao da “Food and Drug Administration” (FDA) dos E.U.A.. O
PEG € imunogénico e ¢ utilizado em meios de culturas de tecidos e para a
preservacao de 6rgéos. Além disso, o PEG pode ser imobilizado em superficies
para inibir a a¢do antigénica e para camuflar drogas evitando reagdes alérgicas
(Harris, 1992). O PEG ¢ vendido comercialmente como Colyte ou GoLYTELY na
forma de p6 para preparo de solucées administradas por via oral e é utilizado
para a limpeza do célon para exames de colonoscopia (endoscopia do célon)

(West Shore Endoscopy Center). Este polimero pode ser utilizado também para
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encapsular enzimas utilizadas em varias terapias, como a adenosina deaminase
utilizada para tratamento de doengas relacionadas com imunodeficiéncia, a
superoxido-dismutase para terapia apés transplantes de rim e estreptoquinase
para terapias apds cirurgias de coragao. Varios outros usos para o PEG podem
ser encontrados na literatura, sendo que um resumo deles pode ser encontrado
nos livros “Poly(ethylene glycol}] Chemistry — Biotechnical and Biomedical
Applications” editado por J. Milton Harris e “Biorelated Polymers and Gels —
Controlled Release and Applications in Biomedical Engineering” editado por
Teruo Okano.

Mais recentemente, os PEGs tém sido utilizados para uma reacio
conhecida como “peguilagao”, apresentando um grande potencial terapéutico e
biotecnolégico. Nestas reagbes, o grupo hidroxila (terminal) do PEG é ativado
através de sua substituicdo por um grupo funcional eletrofilico. Como o PEG
apresenta dois grupos hidroxilas terminais (-OH) normalmente um dos grupos
terminais -OH é substituido por um grupoc metoxila, tornando o PEG
monofuncional. Este PEG monometoxilado é ativado através de varias
maneiras: pode-se utilizar o cloreto cianturico, o succinato, glutarato, etc.
(Harris et al, 2001}). Apés sua ativagdo o PEG é ligado a polipeptideos,
lipossomas, particulas e drogas néo peptidicas. Esta reagdo permite que estes
compostos “peguilados” nao sejam reconhecidos no organismo como corpos
estranhos, impedindo a ativagio de macréfagos e evitando a destruicao do
principio ativo antes que este atinja o sitio alvo (Veronese, 2001; Harris et al.,
2001; Greenwald, 2001).

Suh e co-autores (2002) sintetizaram um carregador polimérico de gene
que tem como alvo as células endoteliais angiogénicas. Estes pesquisadores
utilizaram o PEG ativado com N-hidroxisuccinamida - sulfona conjugado com
um polimero catidénico, a polietilenoimina (PEI) e um avp3/avB5 integrin ligado
a um peptideo RGD, o ACDCRGDCFC, via um espacgador PEG, resultando no
polimero PEI-g-PEG-RGD. Neste trabalho, é sugerido que o polimero PEI-g-
PEG-RGD pode atuar como um transportador de DNA para terapia de gene, em

analogia ao complexo PEI/DNA ja existente. Estes pesquisadores observaram
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que o complexo formado pelo DNA e o polimero PEI-g-PEG-RGD apresenta
uma distribuicéo de tamanho mais uniforme do que o complexo PEI/DNA, uma
alta especificiadade e alta eficiéncia na transfeccio. Além disso foi observado
que a presenca do PEG aumenta a solubilidade do complexo contendo o DNA,
aumenta sua estabilidade e reduz sua citotoxicidade. Assim, estes
pesquisadores concluem que este complexo pode ser utilizado para a terapia de
gene in vivo, sendo especialmente adequado para a injegdo sistémica. Qiu e
colaboradores (2003) preparam um copolimero baseado em PEG contendo
multiplos grupos tidis, que é capaz de formar o hidrogel in situ, quando injetado
subcutaneamente. Neste trabalho foi utilizado o a,@-diamino-poli(etileno glicol)
e o acido tritil-mercaptosuccinico para a reagdao de polimerizacao e o «,o-
divinilsulfona-poli(etileno glicol) (PEGDVS) como agente indutor do
entrelacamento das cadeias para a formagéo do hidrogel. Estes pesquisadores
acompanharam a liberagéo de proteinas in vitro (albumina bovina ligada a
fluoresceina) e in vivo (modelo de RANTES), onde observaram que este hidrogel
pode liberar proteinas por um periodo prolongado, desde dias até varias
semanas. Assim eles sugerem este copolimero como um novo biomaterial para
o transporte de proteinas.

Outros exemplos podem ser encontrados na revisio escrita por
Greenwald (2001) intitulade “PEG drugs: an overview” onde o autor revisa o
avango obtido nos ultimos 5 anos em relagdo ao uso do PEG conjugado com
drogas anti-cancer, drogas contendo grupos amino e propostas de aplicagdes

das proteinas conjugadas.

1.4.2. Copolimero em bloco poli{éxido de etileno)-poli{éxido de propileno)-polifoxido
de etileno) (PEO-PPO-PEQ)

O copolimero em bloco PEO-PPO-PEQ (F-127) utilizado neste trabalho,

apresenta a unidade de repeticdo:

H(O-CHg-CHg)n(O—(FH— CH2}m(O-CH2-CH»),.OH
CH:
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onde n = 95 e m = 64. Este copolimero apresenta massa molar de
aproximadamente 12.000 g.mol! e porcentagem de unidades de éxido de
etileno de 70 % (Alexandridis, 1996). O copolimero em bloco PEO-PPO-PEO €&
solavel em agua e comercialmente disponivel com os nomes poloxamer P 407
(produzido pela ICI, Inglaterra) ou pluronic F-127 (produzido pela BASF -
Alemanha).

Copolimeros em bloco PEO-PPO-PEQ ja vém sendo utilizados em diversas
aplicagdes industriais como detergentes, estabilizadores de dispersoées,
lubrificantes e na formulagdo de cosméticos (Schmolka, 1984) e de tintas
(Winnik et al., 1992). Na area farmacéutica, os copolimeros em bloco PEO-PPO-
PEO tem sido utilizados para a solubilizagao de principios ativos insoluveis em
dgua e para a sua liberagdo controlada (Yokoyama, 1992), bem como na
cobertura de ferimentos de queimadura (Henry e Schmolka, 1989} e para a
protec¢ao de microorganismos contra danos mecanicos (Murhammer e Goochese,
1990). A toxicidade do copolimero em bloco F-127 é baixa, sendo téxico apenas
em doses altas (em torno de 137,5 mg/kg de peso corpoéreo) onde foi cbservado
um significativo aumento dos triglicerideos e do colesterol no soro, nao afetando
outros parametros quimicos do sangue (Blonder et al, 1999). Além destas
propriedades, os copolimeros PEO-PPO-PEO apresentam gelificacdo térmica
reversa (a gelificacio ocorre com o aumento da temperatura) na faixa de
concentrag¢io de 20-50% em massa. Tais caracteristicas tém levado a pesquisas
sobre o uso dos copolimeros PEO-PPO-PEO como possiveis sistemas de
liberacéo de drogas em seres humanos (Gilbert et al., 1986).

Wanka e co-autores (1994) determinaram o diagrama de fases para este
copolimero (Fig. 6). Neste diagrama de fases pode-se observar que em
temperaturas baixas (abaixo de ~10 °C) em toda a faixa de concentragao, a
solucéao contendo o copolimero F-127 se mantém como uma solugéo isotrépica.
Estes pesquisadores mostraram através de medidas de tensao superficial que a
concentracdo micelar critica (cmc) para solugdes contendo este copolimero € de
4 x 103 % em massa a T=25 °C e 7 x 10! % em massa a T=15 °C. Assim, pode-

se concluir que praticamente toda a regido isotrépica é formada por solugdes
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contendo micelas, exceto na regido com temperaturas e concentracoes de F-127
muito baixas. Com o aumento da temperatura (acima de ~20 °C), as micelas se
empacotam formando uma estrutura ciibica. Nesta regido as solucdes se
apresentam na forma de gel. A energia envolvida nesta transicdo € muito
pequena, sendo considerada uma transigdo praticamente atérmica. O valor de
varia¢ao de entalpia é de aproximadamente 1,3 kJ mol-! (Wanka et al. 1990 e
1994), que é muito pequena se comparada com a energia envolvida no processo
de micelizacido (166-444 kJ moll) (Wanka et al.,, 1990; Beezer et al., 1998). Em
temperaturas altas ocorre a fusdo do gel, obtendo-se novamente um liquido.
Segundo estes pesquisadores, nesta regido cristais de F-127 coexistem com a
solugéo contendo micelas ainda estruturadas na sua forma cubica, porém a

rigidez do gel é perdida.
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Figura 6. Representacio do diagrama de fases do F-127 com base no trabalho de
Wanka e colaboradores (1994)

Existem estudos da aplicacdo deste copolimero como veiculo injetavel
intramuscular, subcutaneo, epidural (Guzman et al, 1992, Paavola et al.,
2000) como supositério liquido (Choi et al., 1998) ou associados a outras
formas de liberacdo controlada como micro e nanoesferas (Barrichello et al.,
1999).
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1.5. PEG e F-127 como matrizes para incorporacdo de S—nitrosotiGis

Recentemente, as pesquisas envolvendo sistemas de liberagao controlada
de drogas e outros agentes bioativos a partir de sistemas contendo polimeros,
tem atraido a atencéo de pesquisadores do mundo inteiro. As aplicacées de
sistemas de liberacao controlada de drogas incluem liberacgéo continua durante
dias/semanas/meses/anos e localizada, como em tumores (Huang e Brazel,
2001). Os veiculos que prolongam a liberagéo de drogas sdo de grande interesse
pois eles possibilitam uma maior seletividade da atividade farmacologica (Kim e
Fassihi, 1997) e podem aumentar a absor¢ao da substancia ativa, permitindo a
reducéo de sua concentragido (Davidson, 1980}. A presenca de PEG em solucoes
de proteinas, por exemplo, altera substancialmente suas propriedades como a
estabilidade e tempo de residéncia (Brucato e Pizzo, 1990). Na a&rea
farmacéutica, os copolimeros em bloco PEO-PPO-PEO podem evitar a adsor¢ao
de proteinas, proteger proteinas e células, estabilizar particulas coloidais,
prolongar seu tempo de circulagdo in vivo, transportar drogas na forma de
micelas, gé€is e emulsdes conjugando moléculas biologicamente ativas. Por
exemplo, sabe-se que o NO® apresenta grande potencial como agente anti-
microbioal, atuando na defesa do organismo frente a infecgdes causadas por
protozoarios, como a Leinshmania (Zeina et al, 1997; Mossalayi et al., 1999;
Brunet, 2001; Arevalo et al., 2002). Doadores de NO® ja vém sendo incorporados
em matrizes e utilizados no tratamento da Leishmaniose cutanea em humanos.
Zeina e colaboradores utilizaram a nitroglicerina (NG) como doador de NO*
incorporado em emplastos auto-adesivos. O tratamento dos pacientes foi feito
durante 7 dias, trocando-se o emplasto a cada 24 horas. Estes pesquisadores
observaram uma consideravel redugdo do tamanho da lesido e as evidéncias
histélogicas mostraram a auséncia de infeccdo por Leishmania. Davidson
(2000) e colaboradores utilizararn o nitrito de potassio como agente doador de
NQ". Estes pesquisadores basearam-se no equilibrio que ocorre em meio acido
mostrado na equacdo 4. Assim, eles prepararam um creme contendo KNO;

(como doador de NO’), um creme contendo KCl, e outros dois contendo acidos,
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um com acido ascérbico (ASC) e outro com acido salicilico (SAL), como sendo os
meios acidos necessarios para a liberacdo de NO® a partir do KNO;. O
tratamento foi feito utilizando-se os cremes em conjunto, os pacientes deveriam
misturar o creme de KNO2 com o de ASC, ou o de KNO» com o de SAL, ou o de
KNO2 com o de KCl. Neste trabalho foi observado que somente 28% dos
pacientes (11 pacientes de 40) apresentaram melhora e somente 12% (5 dos 40

pacientes) foram curados apos 2 meses de tratamento.

2NQ>2 + 2H* == 2HNQO» =— N:»0s3 + H20 (4)

N203 - NO2® + NO° (5)

Lopez-Jaramillo e colaboradores (1998) obtiveram resultados melhores.
Eles prepararam um creme contendo S-nitrosopenicilamina. Esses
pesquisadores relataram que apds o tratamento de 30 dias com aplicacoes a
cada 4 h (exceto durante o sono}, todas as lesées haviam sido curadas, foi
observada a auséncia de Leshimania nas culturas de células e nao foram
observados efeitos colaterais. Esses exemplos ilustram a versatilidade e o
potencial dessa classe de compostos como matrizes para a incorporagéo de S-
nitrosotiois.

A obtencao de S-nitrosotidis termicamente estaveis, capazes de liberar NO°
apenas fotoquimicamente, apresenta um interesse adicional e bastante recente
nos tratamentos denominados de fotoquimioterapia. Nestes tratamentos o NO*
pode ser liberado em tecidos especificos pela irradiacdo com luz visivel,
exercendo nos mesmos uma ac¢ao citotoxica, tumoricida (Wood et al., 1996;
Sexton et al., 1994).

Portanto, é de grande importancia observar o efeito destas matrizes no
comportamento térmico e fotoquimico de doadores de NO” (tanto de nitrosotidis
como do NPS), devido a possibilidade de uma liberacdo controlada de NO® e pelo

seu potencial em aplicagdes na area farmacéutica.
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2. Objetivos

» Desenvolver um sistema controlado de sintese de S-nitrosotiéis em matrizes
aquosas e de PEG puro.

» Caracterizar o comportamento térmico e fotoquimico de liberagao de NO' a
partir dos S-nitrosotidis sintetizados e a partir do NPS em solugéic aquosa e
em matrizes de PEG e hidrogéis de PEQ-PPO-PEQ.

> Caracterizar e modular o comportamento térmico de fases de hidrogéis de
PEO-PPO-PEO contendo S-nitrosotidis.

» Analisar e interpretar o efeito das matrizes nas cinéticas de liberacio
térmica e fotoquimica de NO® a partir dos doadores, com base em modelos

de recombinacédo radicalar

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes

Os tidis, as matrizes de PEG e o tampéo fosfato pH = 7.4 (PBS) utilizados
foram adquiridos da Sigma-Aldrich Corp.. Os ti6is utilizados foram a cisteina
(CiSH) com massa molar (MM) de 121,2 g mol!, a N-acetilcisteina (NAC) com
MM = 163,2 g mol'! e a glutationa (GSH) com MM = 307,3 g mol'l. Os PEGs
utilizados foram os de massa molar nominal (MM,) de 200, 300, 400 e 600.
Estes PEGs apresentam a distribuicdo de MM de 190-210 g mol! no caso do
PEG 200, de 285-315 g mol! para o PEG 300, de 375-420 g mol-! para o PEG
400 e de 570-630 g mol! para o PEG 600. Estas matrizes e os tidis foram
utilizados sem nenhuma purificagio adicional. Para o preparo de todas as
solugdes aquosas foi utilizada agua desionizada, Milli-Q. O copolimero em bloco
F-127 (EO9s-POss-EOgs) com MM = 12.000 g mol! foi cedido pela ICI e foi

utilizado sem nenhuma purificagao adicional.
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No sistema de nitrosacéo foram utilizados cilindros de NO® gasoso e Ny,
adquiridos da White Martins e um cilindro de ar sintético (Nz2/Oa, 79 /21 v/v,
H20 < 2 ppm, THC, CO + CO: < 0,3 ppm), adquirido da Air Liquide. O KMnQ4
utilizado no sistema foi adquirido da Synth.

Para a sintese por via umida foram utilizados HCl e éter etilico adquiridos
da Synth, NaNO: da Sigma-Aldrich Corp. e acetona da Merck.

Na caracterizagdo dos produtos formados, foram utilizados cistina
comercial adquirida da Nuclear, sulfanilamida e cloridrato de N-(1-naftil)
etilenodiamina (NEDD)} da Sigma-Aldrich Corp., HCI da Synth e NaNO: da
Merse.

Como seqliestrador de radicais tiila foi utilizado frans-trans-2,4-hexadien-

1-ol adquirido da Sigma-Aldrich Corp..

3.2. Descri¢do do sistema de nitrosacdo

Na primeira etapa deste trabalho foi desenvolvido um sistema de
nitrosagao utilizando-se uma mistura gasosa de NO'/02, que produz o agente
nitrosante responsavel pela S-nitrosagéo dos tiéis.

As solugbes aquosas de RSNOs foram preparadas na faixa de
concentracdo de 1 x 10% a 6 x 102 mol L'. Em matrizes de PEG foram
utilizadas concentra¢des expressas em porcentagem em massa (% m/mj, que
variaram de 0,03 a 1% m/m. Os RSNOs em solugbes aquosas e em matrizes de
PEG foram sintetizados nas préoprias solugées. As solucdes de RSH (precursores
dos RSNOs) para a sintese em solugdo aquosa e em matriz de PEG, foram
preparadas por simples pesagem utilizando-se uma balanc¢a analitica e a
dissolugéo foi feita utilizando-se um agitador magnético (Fisaton). A reagao de
nitrosacéo foi feita logo apds a dissolugfo ter sido completada, isto é, todas as
reagGes de sintese foram feitas em solu¢bes de RSH recém preparadas.

A figura 7 mostra o sistema de nitrosacido desenvolvido. Neste sistema, os
gases provenientes dos cilindros s&o conduzidos através de tubos de polietileno,

passando pelos fluxémetros (Sigma-Aldrich Corp.).
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Figura 7. Apresentagdo esquematica do sistema de nitrosacao com todos os seus
componentes principais. Onde (A) cilindro de NO°, (B) cilindro de ar sintético, (C)
cilindro de nitrogénio, (D) valvulas reguladoras de pressdo dos cilindros, (E) torneira
em T, (F) fluxémetros para medicéo do fluxo ou vazao de gas, (G) misturador de gases,
(H) valvula solenéide, (I) controlador da valvula solenédide, (J) frasco para descarte do
excesso da mistura gasosa, (K) frasco de equalizacdo de pressdo e distribuicao da
mistura gasosa, (L) frasco de reacdo, (M) espectrofotémetro UV/Vis para o
acompanhamento da reagao, (M) controlador de temperatura do suporte
termostatizado com sistema Peltier e (M”) micro computador interfaceado com o

espectrofotémetro para o monitoramento da reacao.
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Os gases chegam até o misturador de gases (de vidro), onde ocorre a
reacdo entre o NO' e O3, formando os 6xidos de nitrogénio necessarios para a
reacdo de nitrosacdo. A razao NO*:0Oz utilizada em todas as sinteses foi fixada
em 5,6:5,6 mL/min para evitar excesso de Oz em relacdo ao NO'. Todas as
conexdes foram feitas com pecas de teflon. Os fluxos dos gases foram
controlados através das valvulas dos préprios cilindros. A mistura de gases
passa por uma valvula solendide (Cole Parmer) com trés saidas, sendo
controlada através de um circuito eletrénico.

O circuito eletréonico foi confeccionado para este sistema com o
planejamento e auxilio do Prof. Dr. Jarbas J. R. Rohwedder, do Departamento
de Quimica Analitica do Instituto de Quimica da UNICAMP. A valvula solendide
tem por finalidade desviar o fluxo de gases (que se mantém constantemente
direcionado para o frasco de descarte) para o frasco de reagéao. Para a obtengao
de uma mistura gasosa homogénea foi utilizado um frasco de reacédo com
sistema de equalizagdo de pressdo e distribui¢do da mistura gasosa em quatro
saidas. O frasco de reagdo foi conectado a uma saida para os gases (por onde
foi eliminado o excesso de gas) sendo este, conectado também a um frasco de
descarte. O tempo de borbulhamento da mistura gasosa foi controlado atraves
de pulsos com duragdo de tempo regulavel. Estes pulsos foram controlados por
um circuito eletrénico acionado manualmente. O acompanhamento da reagéo
foi feito na regido do UV/Vis utilizando-se o espectrofotémetro de arranjo de
diodos, e o frasco de reag¢do utilizado foi uma cubeta de quartzo ou de
poliestireno de 1 cm de caminho ético. Apds a sintese, o sistema € lavado com
um fluxo de gas Na, que foi acoplado ao sistema através de uma torneira em T
que permite a passagem de N2z ou ar sintético. Apés a rea¢éo de nitrosacgéo, as
solucdes foram ou estocadas a -18° C, para testes de estabilidade durante
estocagem ou submetidas a acompanhamento cinético da liberacéo de NO" a
partir dos RSNOs contidos nestas solugdes. Este sistema, juntamente com o
método de sintese foram submetidos a um pedido de patente junto ao INPI (de

Oliveira et al., 2000).
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3.3. Sintese de GSNO por via umida

A GS8NO, que pode ser precipitada € armazenada na forma sélida, foi
sintetizada por via Gmida, de acordo com o procedimento descrito por Hart
(1985). Cerca de 1,5 g de GSH foram dissolvidas em 8 mL de HC1 0,9 N. Foram
adicionadas 0,3 g de NaNO: e a solu¢ao foi colocada em banho de gelo {T~4° C)
sob agitagdo magnética durante 40 min. Ainda sob agitacdo € em banho de
gelo, foram adicionados 10 mL de acetona mantendo-se a agitacédo por mais 10
min, onde ocorre a precipitacdo da GSNQ. O sélido foi filtrado e lavado 5 vezes
com 5 mL de H2O resfriada, 5 vezes com 5 mL de acetona e 3 vezes com 1 mL
de éter etilico. Finalmente, o sélido foi seco utilizando-se um liofilizador (FTS
Systems, modelo VP 50R) por um periodo de 24 horas. A GSNO obtida foi
guardada em um frasco protegido da luz, colocado dentro de outro recipiente

hermeticamente fechado contendo agente secante, num refrigerador.

3.4. Incorporacao e caracterizacdo dos RSNOs em géis de copolimero em bloco
F-127.

Para a preparacdo de solugdes de copolimero em bloco F-127 foram
utilizadas concentragdes expressas em porcentagem em massa (% m/m) de
copolimero e mol g! de hidrogel para os RSH e RSNQ. Foram utilizadas
concentragoes de 10 € 20,5 % m/m de copolimero, 13,8 mmol g! para GSNO,
15,1 mmol g! para GSH e 28,4 mmol g! para NAC e SNAC. As concentracoes
de RSNO e RSH foram ajustadas com o intuito de manter a concentragao de
copolimero € a temperatura de gelilfiacio fixas. No caso dos géis de F-127, os
RSNOs néo foram sintetizados na prépria solugio contendo o copolimero,
devido a formacédo de espuma estavel. Nestes casos, os RSNOs foram
sintetizados em solucdo aquosa e entao incorporados as solugdes contendo o
copolimero em bloco.

Para preparar as solugdes com o copolimero em bloco F-127 foi utilizado

o método descrito por Schmolka (1972). Os flocos de F-127 foram pesados em
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balanga analitica e dissolvidos em &agua desionizada (Milli-Q), utilizando-se
agitacdo magnética. Durante a dissolugdo a solucdo foi mantida resfriada a
uma temperatura de ~5 °C, utilizando-se um banho de gelo. A agitacao foi
controlada de forma a evitar a formagio de espuma estavel, tendo em vista que
este copolimero em bloco é um surfatante. A solugdo contendo o F-127 foi
mantida resfriada (~10 °C) durante um periodo de pelo menos 8 h para ocorrer
a dissolugao completa do F-127. O RSNO foi incorporado a esta matriz através
da mistura de uma solugédo aquosa contendo o RSNO com a solugao de F-127.
A mistura foi agitada com agitador magnético, em banho de gelo para manter a
solucéo de F-127 na sua forma liquida (sem a formacgao do gel), durante cerca
de 30 min. Apés a incorporagdo do RSNO na matriz contendo o copolimero em
bloco F-127, a solucao foi transferida para uma cubeta. A cubeta contendo a
solucéo foi colocada no suporte termostatizado, onde foi termostatizada
durante 10 min a 37°C para que ocorresse a formacao do gel.

As caracterizagdes dos processos de micelizacio e gelificagéo foram feitas
utilizando-se medidas calorimétricas e espectrofotométricas. As medidas de
calorimetria diferencial de varredura de alta sensibilidade (HSDSC) foram feitas
em um DSC de alta sensibilidade, modelo VP (Microcal Inc.}. Para estas
medidas foram utilizados 0,2 ml das solugbes de F-127 puro (com
concentragoes de 20,5 e 10% m/m) e contendo NAC, SNAC, GSH e GSNO (28,8;
15,1 e 13,8 mmol g'! de hidrogel respectivamente). A velocidade de aquecimento
utilizada foi de 15 graus h'! na faixa de temperatura de 3,5 a 45 °C. Todas as
medidas foram feitas utilizando-se a 4gua desionizada (Milli-Q) como referéncia.
Os valores de AH associados com os picos endotérmicos foram calculados
utilizando-se o programa MicroCal Origin — DSC, versao 5.0.

A caracterizagdo espectroscopica do processo de gelificacdo foi feita
utilizando-se um espectrofotémetro com arranjo de diodos (Hewlett-Packard,
modelo, 8453) com suporte para cubeta com temperatura controlada por
sistema Peltier. Este suporte permitiu a aquisicido de espectros durante o
aquecimento com incrementos de 1 °C, na faixa de 20 - 45 °C. A velocidade de

aquecimento do aparelho foi de 5,5 graus min-!. Antes da aquisicao de cada
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espectro a amostra foi termostatizada durante 10 minutos. Os
acompanhamentos foram feitos em A = 700 nm, em cubeta de quartzo de 1 ¢m
de caminho 6tico utilizando-se ar como referéncia. Assim, foi possivel se obter

curvas de variagdo de absorbancia versus temperatura.

3.5.  Decomposicdo dos RSNOs - Acompanhamento cinético das decomposicoes
(UV/ Vis) e caracterizagdo dos produtos formados.

A estabilidade dos RSNOs foi caracterizada através do monitorarmento
espectroscopico da variagdo das bandas de absorcdo caracteristicas destes
compostos com o tempo. Os acompanhamentos cinéticos na regiao do UV/Vis
foram feitos em A = 336 e 545 nm, utilizando-se um espectrofotometro com
arranjo de diodos, (HP). Para estes experimentos foram utilizadas cubetas de
quartzo para os acompanhamentos em A = 336 nm e de poliestireno para
acompanhamentos em A = 545 nm, ambas com 1 cm de caminho ético.

As variagbes de absorbancia foram convertidas para variacbes de
concentracido de RSNO, através da divisao dos valores de absorbancia (A) pela
absortividade molar (g). Utilizando-se a equacio 6, foram obtidos variagoes de

[NO'] em fungéo do tempo.
[NO®] = [RSNOJ; - [RSNOJ. (6)

onde [RSNOJ; = (Arsno)i/ersno € a concentracéo inicial de RSNO e [RSNOJ:
= (Arsno)i/ersNo € a concentragio de RSNO no tempo t.

As velocidades iniciais de libera¢io de NO® foram obtidas pela regressio
linear das curvas cinéticas, de acordo com a equacao 7. O método de
velocidades iniciais permite a comparacio das velocidades de liberacdo de NO*
a partir de seus doadores utilizando-se curvas cinéticas curtas, com tempo

total de acompanhamento de cerca de 2 h.

v, = ANO’]

! At (7)
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onde A[NQO'] e At sédo a variagédo de concentracio de NO® e o intervalo de tempo,
respectivamente.

A regressido linear foi aplicada para os intervalos iniciais das curvas
cinéticas, correspondentes a cerca de 10% da extensio da reacao. Cada ponto
da curva cinética corresponde a uma média de dois experimentos, e as barras
de erros correspondem as estimativas do desvios padrées de duplicatas. As
curvas cinéticas apresentadas na forma de variacdo de absorbancia em funcéao

do tempo também foram normalizadas utilizando-se uma equacéo 8.
AbSnorm = AbSt + (1"Absl) (8)

onde, Absnom € o valor de absorbancia normalizada, Abs: é a absorbancia
no tempo t € Abs; é o valor de absorbancia inicial.

O acompanhamento da reacido de decomposigao utilizando-se o
seqlestrador de radicais tiila trans,trans-2,4-hexadien-1-ol (HD) foi feita nas
solucdes de RSNO 6 x 102 mol L-!, dissolvendo-se cerca de 0,017 gde HDem 3
ml da solugdo de RSNO.

3.5.1. Caracterizacdo do NO" liberado por espectroscopia no infravermelho (IV)

A caracterizacdo espectroscopica do NO® na regido do IV, foi feita
utilizando-se um espectrofotémetro FTIR (Nicolet — modelo 502} na faixa de
4000 - 800 cm!. Nesta regido foi possivel detectar o espectro roto-vibracional
do NO®. Para a obtengao deste espectro foi utilizada uma cela desmontavel de IV
para gases com 50 mm de caminho ético e janelas de CaF, (Sigma-Aldrich
Corp.). Para evitar o vazamento dos gases coletados foi aplicado um filme de
graxa de silicone entre as janelas e os anéis de vedacéo de silicone da cela. Uma
solugdo de SNAC 1% m/m em matriz de PEG 400 foi irradiada em uma cubeta
de quartzo acoplada a cela de gas (Fig. 8). A irradiacéo foi feita por cerca de 3 h

com luz UV/Vis utilizando-se uma lampada de vapor de Hg de 100 W (Oriel).
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Esse sistema foi evacuado previamente para evitar a formacédo de outros gases

como NO2’, N2Os e N2O4 (egs. 9 -11).

2NO® + O2 — NO2* (9)
NO2" + NO® — N203 (10)
2NOz" — N304 (11)

c Janelas de CaF,
Je
Guia ¥
liquido
de luz
sistema de [mﬂiaqﬁg 7
irradiagio com Iuz “ Cubeta de
: quartzo

Figura 8. Representacdo esquematica do aparato montado para a deteccao do NO°
gasoso liberado na fotolise dos RSNOs.

3.5.2. Caracterizagdo da cistina formada por UV/ Vis

O espectro no UV/Vis foi utilizado para a confirmagédo da formagéao de
cistina como produto da decomposi¢do dos RSNOs. Esta caracterizagao foi feita
através da comparacao entre os espectros da cisteina, da cistina comercial e da
CiSNO irradiada com luz UV/Vis, durante 1 h utilizando-se uma lampada de
vapor de Hg de 100 W (Oriel). A concentracgéo das trés solugdes foi de 2,0 x 103

mol L1,
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3.5.3. Detecgao de NOz pelo Método de Griess

Este meétodo se baseia na detecgio espectroscopica da reacgido da
sulfanilamida com o NO2;, formando um intermediario que reage com o
cloridrato de N-(1-naftil) etilenodiamina (NEDD)} em meio acido, resultande em
azo corante com Amax = 505 nm (Cook et al, 1996}. Para este experimento foi
utilizada CiSNO 2,1 x 10-® mol L-!, sulfanilamida 35,7 x 10-* mol L-! e NEDD 1,2
x 10 mol L' na presenga de HCl 4 mol L'l. A curva de calibragao foi feita
utilizando-se estas mesmas concentracoes de sulfanilamida, NEDD, HCI e as
concentragoées de NaNO; foram 3, 3, 10, 25, 50, 75 € 100 x 10 © mol L-!. Para a
curva de calibracdo as solucgdes foram incubadas a 25 °C durante 10 min e a

amostra com CiSNO foi deixada no escuro a temperatura ambiente durante 6 h.

3.6. Fotélise dos RSNOs — descri¢do do sistema de irradiacdo

A figura 9 mostra o sistema de irradiagdo utilizado nos
acompanhamentos cinéticos das reagoes de fotolise no UV/Vis. O
espectrofotometro foi colocado sobre uma mesa com rodas possibilitando o
deslocamento de todo o sistema para o acoplamento dos sistemas de nitrosagéo
e irradiacdo. Em todos os acompanhamentos cinéticos, foi utilizado o sistema
de agitagao magneética do préprio suporte de cubetas do espectrofotémetro.
Foram feitas irradiagbdes continuas, incidindo-se o feixe de luz na face superior
da cubeta, através do guia liquido de luz. Essa mesma face foi protegida com
uma placa de quartzo para reduzir o contato entre as solugdoes a serem
irradiadas e o ar. Foi aplicado um filme de graxa de silicone (CVC 97-GBR)
entre a cubeta e a placa para se obter uma melhor vedagdo entre estas duas
superficies. A aquisi¢do de espectros foi controlada pele programa de cinética

Multicell Kinetics Software — HP 89532K (Hewlett Packard).
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Figura 9. Representacao esquematica do sistema de irradiacao. (A) Lampada de vapor
de Hg (Oriel Corp. ou Philips. de 100, 125 ou 200 W), (A) fonte de alimentacdo da
lampada (Oriel Corp.), (B) filtro de agua com camisa de agua termostatizada (Oriel
Corp.), (B) banho termostatizado para a refrigeracdo do filtro de agua (Etica), (C)
obturador eletromecanico (Oriel Corp.), (C’) controlador do obturador eletromecanico
(Oriel Corp.), (D) Filtro otico (Carl Zeiss M4-QIII), (E) guia liquido de luz (Oriel Corp.),
(F) espectrofotometro (HP 8453), (F’) suporte termostatizado para a cubetas (HP), (F”)
controlador de temperatura do suporte (F”) microcomputador interfaceado com o
espectrofotémetro, (G) cubeta de quartzo contendo a solucao.

Para as fotodecomposigdes utilizando-se o filtro 6tico com comprimentos
de onda de irradiacdo no intervalo de 300 a 400 nm, foi possivel calcular o
rendimento quantico (@) de decomposigédo dos RSNOs. Nestes casos foi utilizado
o Aberchrome® 540 como actinémetro quimico. O Aberchrome® 540 € uma
fulgida na forma E (anidrido succinico ((E)-ot~(2,5-dimetil-3-
furiletilideno)(isopropilideno)) e € um corante fotocréomico que sofre uma rotacao
com formagéo de anel quando € irradiado com A > 300 nm (eq. 12). A formacao

deste anel resulta em um corante vermelho na forma C (anidro 7,7a-dihidro-

33



2,4,7,7,7a-pentametilbenzo[b]furano-5,6-dicarboxilico). A reacdo de conversido
da forma E para a forma C pode ser revertida utilizando-se irradia¢ao com luz
na regido do visivel (435 - 545 nm).

A figura 10 mostra uma variagdo espectral representativa obtida durante
a irradiacdo de uma solugdo de Aberchrome ® 540 em tolueno. Através do
aumento na absorbancia em 494 nm € possivel calcular o fluxo de fétons de

acordo com a equagao 13.

0 0
Me \.let (|
_— 0O A>300 nm (17)
M
i /o \Ms e Ny Me
M
b Me
Forma E Forma C

o .
Q l. |
@ % 1o 20 so 40
B Tempo [/ s
0
ol
<
== R e i ST TR
0,0 T T T T T T
450 500 550 600 650

Comprimento de onda / nm

Figura 10. Variagao espectral obtida durante a irradiacdo do Aberchrome com filtro
com 300<A<400 nm e lampada de vapor de Hg de 200W. No detalhe esté apresentada a
curva cinética correspondente a variacao espectral. O solvente utilizado é o tolueno.

[Ab] = 5 x 103 mol L1, T = 25 °C, intervalo entre os espectros =3 s.
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fotons s°! (13}

onde: V= volume da solucao irradiada em dm?3

N = nimero de Avogadro

¢ = rendimento quantico de fotociclizagdo do Aberchrome irradiado na
faixa de 310 a 370 nm (0,20) (Heller e Langar, 1981).

e = 8200 dm? mol! cm'! em 494 nm

t = tempo (s)

Assim, para os experimentos onde foi utilizado o filtro 6tico que permite a
passagem de 300<i<400 nm, foi possivel fazer o calculo do rendimento

quantico, possibilitando comparag¢des quantitativas.
3.7. Descrigdo dos outros equipamentos e aparatos utilizados neste trabalho.
3.7.1. Medidas de fotélise de pulso

Para as medidas de fotdlise de pulso feitas no IQ/USP de Sao Paulo, foi
utilizado um laser Quantel! YG 660 Nd/YAG com Xtir = 355 nm (segundo
harménico do laser) com Aucomp. = 336 nm. Os pulsos tiveram 8 ns de duragao e
foram acumulados 10 pulsos para o aumento da razao sinal ruido. A poténcia
‘do laser foi reduzida para valores < 30 mJ pulsol. As medidas foram feitas em
solucao aquosa e em PEG/H20 na concentragao de 0,03% m/m {~1x10-*moll-
1} utilizando-se cubetas com a 4 faces polidas. A figura 11 mostra uma
representacao esquematica do equipamento utilizado nas medidas de fotolise de
pulso. A fotélise por pulso permite a criagdo de uma situagio fora do equilibrio
quimico em um intervalo de tempo curto. Isso permite que espécies reativas
como os radicais, as moléculas no estado excitado e os ions instaveis possam
ser produzidos em quantidades suficientemente altas permitindo sua
observacio direta. A resolugdo temporal de sisternas convencionais utilizados
para fotélise € da ordem de segundos, enquanto na fotélise por pulsos essa

resolucio é da ordem de nanosegundos (Cox, 1994).
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Figura 11. Representacao esquematica do equipamento de fotolise de pulso.

3.7.2. Medidas de viscosidade

Para as medidas de viscosidade foi montada uma cuba com paredes de
vidro e trés faces desta cuba foram revestidas externamente com isopor (como
isolante térmico). Para a termostatizacdo da cuba foi colocada uma série de
tubos de cobre conectados entre si e acoplados a um banho termostatizado.
Para as medidas de tempo de escoamento foi utilizado um viscosimetro de
Ostwald (viscosimetro capilar) que foi termostatizado dentro da cuba de vidro. A
figura 12 mostra a representagao esquematica da cuba de vidro com o sistema
de termostatizagdo acoplado ao banho termostatico com o viscosimetro de
Ostwald.

Com este viscosimetro foram medidos os tempos de escoamento de uma
solucao de GSNO 0,03% m/m e uma solugdo de NPS 0,4% m/m ambas em
matriz de PEG 600 entre os pontos A e B (Fig. 12) nas temperaturas de 20,0;
25,0; 30,0; 35,0; 40,0 e 45,0 °C para a solugdo de GSNO e de 20,0;
30,0 e 40,0 °C para o NPS.

Estes tempos de escoamento foram convertidos em viscosidades

intrinsecas, multiplicando-se o tempo de escoamento pela constante do
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viscosimetro, determinada pelo fabricante. A viscosidade cinematica (utilizada
neste trabalho) foi calculada através da multiplica¢do da viscosidade intrinseca

pela densidade da solugdo em cada temperatura.

| Banho termostatizado |

¥iscosimetro

|

tubos de
cobre %

[

h isopor

s

cuba de vidro

Figura 12. Repres?entagéo esquematica da cuba termostatizada e do viscosimetro de
Ostwald, utilizados para as medidas de tempo de escoamento de uma solugédo de
GSNO 0,03% m/m e NPS 0,4% m/mm ambos em matriz de PEG 600. T = 20,0; 25,0;
30,0; 35,0; 40,0 e 45,0 °C para a solucao de GSNO e T = 20,0; 30,0 e 40,0 °C para a
solucdao de NPS. (A) indica o ponto no qual o cronémetro & disparado e (B) indica o
ponto no qual o crondémetro € desligado.

3.7.3. Medidas de densidade.

As medidas de densidade das solucées de GSNO 0,03% m/m e NPS 0,4%
m/m ambas em PEG 600, foram feitas utilizando-se o densimetro (Anton Paar,
modelo DMA 58), nas temperaturas de 20,0; 25,0; 30,0; 35,0; 40,0 e 45,0 °C
para a solugdao de GSNO e 20,0; 30,0 e 40,0 °C para o NPS.

Este equipamento consiste em um tubo em forma de U dentro de um

compartimento termostatizado com o sistema Peltier. Este tubo é estimulado
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eletricamente a sofrer oscilagbes. Assim, a densidade da amostra é obtida
através da medida eletrénica do periodo de oscilagédo, que é influenciado pela
massa da amostra. As seg¢des retas do tubo sdo consideradas as molas do
oscilador e a diregéo do estimulo da oscilag&o é perpendicular ao plano formado
pelo tubo em U. O volume que oscila é limitado por pontos protuberantes fixos
dentro do sistema.

Assumindo-se que a temperatura ¢ mantida constante, a densidade pode
ser calculada através da equacgdo 17, considerando-se as equagdes 14 - 16.
Para este cdlculo considera-se o tubo como um corpo oco com massa M,
suspenso por uma mola com constante ¢. O volume do corpo oco (tubo) é entdo
preenchido com uma amostra de densidade p. A freqiiéncia de oscilacdo deste

sistema de massa e mola, é dada pela equacio 14.

1 c

f=_— |~
2r\M + pV

(14)

onde f € a freqiiéncia de oscilagdo, ¢ a constante da mola, M a massa do
tubo vazio, p a densidade da amostra e V o volume contido no tubo.

O periodo T pode ser descrito por

'1‘=211:1fM ' (15)
C

assim,

o
I

r2_¢ M
472V V

Substituindo-se os termos
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Obtém-se
p=AT?-B (17)

As constantes A e B envolvem a constante da mola do oscilador, a massa
do tubo vazio e o volume da amostra envolvido na oscilagdo. A e B sao
constantes e padronizados para cada oscilador. Estas constantes podem ser
obtidas através de medidas de calibragdo, quando o oscilador é preenchido com
substancias de densidade conhecida. Neste caso foi utilizada a agua como
substancia para a calibragéo (manual do densimetroj .

Para o oscilador usado neste equipamento, a exatidao das medidas € de +
5 x 10% g cm3 para um intervalo de densidade < 0,5 g cm3 em torno do ponto

de calibracao.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. - Sintese

Os nitrosotidis utilizados apresentam duas bandas caracteristicas em
336 e em 545 nm (Fig. 13), atribuidas as transigdes 7 — n* e ny - 7
respectivamente. Os valores de € variam de 800-1044 mol! L cm'! e de 14-20
mol! L cm! para as bandas de 336 e 545 nm respectivamente. Foi observado
que o NO' apenas, ndo é capaz de promover a reagao de nitrosagéo,
necessitando-se a presenca de 0i. Como ja sugerido por Stamler e
colaboradores (92) e Wink e colaboradores (94), o principal agente nitrosante
deve ser o N20s, produto da reagao do NO® com o Oz (egs. 18 e 19). Além disso,
Gow e co-autores (97) observaram que em condigdes fisiolégicas o NO reage
diretamente com os tidis na presenga de um receptor de elétrons. Assim, a
reacdo de S-nitrosacdo pode ser explicada considerando-se as reagbes e
equilibrios, abaixo, iniciando-se com a oxidagdo do NO’. O NO2" reage com

outro NO® para a formac¢do do N203. Nas solugbes aquosas a espécie N2O3 sofre
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hidrélise de acordo com o equilibrio 20. Nestes casos a disponibilidade da

espécie N20O3 € altamente dependente do pH.

2NO* +02 — 2NO;°

2NO2" + 2NO" — 2N203

2N203 + 2H20 =— 4HNO2 — 4NQO, + 4H*
2RSH + 2N203 —» 2RSNO + 2NQOz + 4H*
2RSH + 2NOz- + 4H* —» 2RSNO + 4H20
4RSH + 4NO" +02 —» 4RSNO + 2H.O

(18)
(19)
(20)
(21)
(22)
(23)

Como o pKa do HNO; é 3.36, acima deste pH o acido nitroso deve estar

dissociado deslocando o equilibrio na direcio da formacdo de nitrito. As

solugcdes aquosas a serem nitrosadas apresentaram pH entre 2-3 (solugdes de

NAC e CiSH e S-nitrosagdes feitas por via imida), pode-se considerar que o

equilibrio 20 esta deslocado na diregao de formagao de N2Q3, sendo esta espécie

o agente nitrosante. Nas matrizes de PEG o equilibrio 20 néo ocorre devido a

auséncia de H20, sendo também o N20O3 o agente nitrosante.

2,5
Ap,, =336 nm A_.=545 nm
204 T - ng—= n*
g 1,54
§
=
8 1,0+
"21 tempo (s)
0,54

Comprimento de onda / nm

Figura 13. Variagdo espectral representativa obtida durante a sintese dos RSNOs.
Espectros obtidos apos cada pulso de borbulhamento da mistura gasosa NO'/O: de

aproximadamente 2,5 segundos.
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Neste trabalho foi desenvolvido um sistema para a sintese dos RSNOs
através do borbulhamento da mistura gasosa NO'/O3. Este sistema permite o
acompanhamento da formagao dos RSNOs utilizando-se um espectrofotémetro
UV/Vis. A figura 13 mostra a variagdo espectral representativa obtida durante
a sintese dos RSNOs. Pode-se observar a formagdao das duas bandas
caracteristicas dos RSNOs em 336 e 545 nm.

Através do acompanhamento cinético da reagdo de S-nitrosagac
utilizando-se um espectrofotometro UV/Vis, pode-se observar que a sintese
atinge um maximo, que corresponde a condigado estequiométrica da reacéo,
como mostra a figura 14.

Para confirmarmos que o controle da reagao é de fato estequiométrico,
foram feitos experimentos de variacdo dos valores maximos de absorbancia
atingidos durante a sintese em fung¢ao da concentracgao inicial do tiél. A figura
15 mostra que para os trés tidis a variagdo do maximo de absorbancia atingido
em fung¢ao da concentragao do tidl € linear, comprovando que uma vez atingido

o maximo de absorbancia, atinge-se a condigdo estequiomeétrica da reagao.

]_’0-1 = - - - 5
s .
u
w 0,84 -+
3 ]
1}
‘E 0,6 E
v L]
o 0,4
3 .
g 0,2 4
= 0,04 - 3%
o
T T T y T T T T T v T
0 10 20 30 40 50
Tempo / s

Figura 14. Curva cinética representativa obtida durante a sintese dos RSNOs. Os
pontos foram obtidos apds cada pulso de borbulhamento da mistura gasosa NO'/0: de
aproximadamente 3 segundos. As barras de erro correspondem a estimativa do desvio
padrao de duplicatas.
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Figura 15. Variagao dos valores maximos de absorbincia atingidos durante a sintese
por borbulhamento da mistura gasosa NO*/Q2, em fungéo da variacao da concentragao
inicial dos tidis. (A) CiSNO, [B) SNAC e (C) GSNO. O acompanhamento da variacio de
absorbancia foi feito em A = 545 nm em solugdes aquosas com concentragoes variando
de aproximadamente 2 - 4 x 10-2mol L-1. T = 25 °C,

4.1.1 Efeito do excesso de agente nitrosante

As sinteses feitas utilizando-se o sistema de borbulhamento da mistura
gasosa NO'/O2 mostraram que o ponto onde a reagéo de sintese é interrompida
¢ um fator muito importante na decomposi¢cdo dos RSNOs. Um pequeno
excesso do agente nitrosante pode levar a uma aceleragao da decomposicao dos
RSNOs como mostra a figura 16. Isto provavelmente esta relacionado com a N-
nitrosacao dos grupos amino (Nguyen et al.,, 1992; Rojas-Walker et al.,, 1995;
Tamir et al.,, 1996) dos RSNOs, como mostram as reagdes do esquema 2. A
reagao de N-nitrosagao tendo como produto o dimero RSSR e N:O foi sugerida
devido a detecgéo de N2O apds a decomposigio acelerada da CiSNO em matriz
de PEG 300, na presenca de excesso de agente nitrosante. A figura 17 mostra a

comparagdo entre a banda no IV em 2225 cm'! obtida na decomposigéo

42



acelerada de CiSNO e N;O borbulhado em matriz de PEG 300. Assim, esta

banda foi atribuida a formacao de N;O.

1,24 = NAC

. o
1,04 ﬁ
0,8+ J‘ N

. TR

7 F T

0,21 ¢ P |

O:OH‘ @ e © i

0 Iléo : QCTJO : 360 l 460 l 5(')0 | 6(1)0
Tempo / s

Figura 16. Curvas cinéticas obtidas durante a nitrosacdo de solucoes aquosas de
SNAC (®) e CiSNO (M). (a) etapa associada ao crescimento da banda associada com a
reacao de S-nitrosacao, (b) etapa associada com o inicio da reacdo de N-nitrosacao e (c)
etapa associada com a aceleracdo da quebra da ligacdo S-N induzida pela reacdo de
desaminacao.

2F[€SH + 2N;03 —» 2RS—NO + 2 N,04
|
NH2 NHQ l

QIFQS—NO
HN—-NO

7

RSSR + N,0 + 2NO® 4+ 2H* 1|?S——NO
N=N"OH"

;

HO—RSSR—OH + N, + 2NO®

Esquema 2. Reacdo de N-nitrosacdo de tidis em condicio de excesso de agente
nitrosante, levando, como conseqtiiéncia, a uma aceleracdo da decomposicao dos S-
nitrosotidis.
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Figura 17. Deteccdo de N2O feita em uma solugdo de CiSNO apdés sua sintese com
excesso de agente nitrosante. (A) CiSNO em PEG 300 inicial, (B) CiSNO apés

decomposicéo acelerada devido a presenca de excesso de NO*/O2 e (C) N2O borbulhado
em PEG 300.

Através da comparacgio feita na figura 18 entre as curvas cinéticas
obtidas durante a decomposi¢do na presenca e na auséncia de excesso de
agente nitrosante, pode-se notar nitidamente a aceleragdo da decomposicéo

devido ao excesso da mistura gasosa NO*/Oa.
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Figura 18. Comparacéo entre as curvas cinéticas obtidas na decomposicao térmica da
SNAC na presenga e na auséncia de excesso de agente nitrosante. Para esta
comparacéo foram utilizadas solugdes aquosas com [SNAC] = 6,1 x 102 mol L, com
acompanhamento cinético em A = 545 nm. T = 25 oC, intervalo entre os pontos = 3 s.
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4.1.2. Efeito do excesso de tiol

Por outro lado, a presenga de um excesso de tiol pode causar uma grande
reducdo na velocidade de decomposi¢do dos RSNOs como mostra a figura 19
Esta diminuicdo pode estar relacionada a formacao de agente nitrosante,
através da reacdo do NO° liberado na decomposicdo com o O2 presente na
solugdo. A formagao do agente nitrosante pode levar a S-nitrosacao direta dos
tiois em excesso (eq. 24 equivalente as egs. 18 - 23). Por outro lado, esta
diminuicdo pode também estar associada a ocorréncia de transnitrosacao, que
é a reacgao de transferéncia de NO de um nitrosotiol para um tiél, reduzindo a
liberagdo de NO® e a conseqiiente diminuicdo da banda de acompanhamento

(eq. 25) como foi observado para CiSNO e SNAC (Fig. 19).

0, +R’SH

RSNO -» RS" + NO°* —> R’SNO (24)
RSNO + RSH —» RSH + R’SNO (25)
1,0 1,0
[CiSH] mol L™ (A) [NAC] mol L™ (B)
= 0 ) " 0 =
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Figura 19. Curvas cinéticas obtidas na decomposicao térmica dos RSNOs na presenca
de excesso de tiol em solucoes de (A) CiSNO e (B) SNAC. As solucoes dos RSNOs foram
preparadas utilizando-se o sistema de borbulhamento, em condigoes estequiométricas,

isto é, o borbulhamento foi interrompido ao atingir o maximo de absorbancia em A =
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545 nm. Para avaliar o efeito do excesso de tiol, as solugdes de RSH foram adicionadas
as solucoes de RSNO (com |[RSNO] = 6,1 x 102 mol L] de forma a obter uma
concentragiao final de RSH (em excesso) de 4,2 x 103 e 4,2 x 102 mol L. As
decomposi¢oes foram feitas em solugoes aquosas, aT = 25 °C e 0 acompanhamento da

decomposicao foi feito em A = 545 nm.
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Figura 20. Grafico de barras das velocidades iniciais obtidas através das curvas
cinéticas da figura 19. para (A) CiSNO e (B) SNAC.

Estas reacgdes de formagédo de RSNOs podem interferir de forma
significativa nas curvas cinéticas de decomposi¢ac dos RSNOs. Os graficos de
barras apresentados na figura 20 mostram as comparagbes entre as
velocidades iniciais obtidas das curvas cinéticas da figura 19. Pode-se observar
que o aumento no excesso de tiol leva a uma diminui¢io significativa da
velocidade inicial de decomposicdo dos tidis.

A figura 21 mostra uma curva cinética de decomposi¢cdo da SNAC com
um pequeno excesso de NAC resultante da interrup¢ao prematura. Isto &, o
borbulhamento foi cessado um pouco antes do maximo de absorbancia em A =
545 nm, estando portanto fora da condi¢do estequiométrica da reagdo de S-
nitrosacao. Nota-se que este pequeno excesso de NAC pode levar a obtengao de
uma curva cinética onde a SNAC mostra-se praticamente estavel por um
periodo de quase 2 h. Esta observagao € relevante se considerarmos que a

grande parte dos artigos da literatura faz os acompanhamentos cinéticos
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durante este periodo. Assim, independentemente do método de sintese utilizado
(seja por via imida ou borbulhamento), um pequeno excesso de ti6l pode levar
a uma curva cinética que néo reflete apenas a decomposi¢do do RSNO fazendo

com que este parega estavel durante horas.
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Figura 21, Curva cinética da decomposicdo da SNAC onde se observa um patamar
devido a um pequeno excesso de NAC. Neste caso, o excesso de tidol se deve a
interrupg¢do do borbulhamento antes de atingir o valor maximo de absorbancia em A =
545 nm durante a sintese. Isto &, a sintese nao atingiu a condi¢do estequiométrica,
permanecendo NAC néo nitrosada na solugdo, o que permite a ocorréncia de reagoes

paralelas com a formacéo de SNAC.

4.2. Decomposicdo dos RSNOs

4.2.1. Caracterizagdo dos produtos formados.

Os S-nitrosotiéis podem se decompor tanto termicamente (Rheinbolt e
Mott, 1932) como fotoquimicamente (Barret et al.,, 1965; Sexton et al, 1994;
Pou et al.,, 1994; Zhelyaskov et al, 1998; Mutus et al.,, 1999; Hussain et al.,
1999) liberando NO® em ambos os casos, através da clivagem homolitica da
ligacdo S-NO. O outro produto formado na decomposi¢cido dos RSNOs sdo os
dimeros RS-SRs (Butler e Rhodes, 1997). Nesta etapa do trabalho foi verificada
a instabilidade térmica dos S-nitrosotidis, com a liberacdc de NQO® através da

clivagem homolitica da ligacao S-NO e formagao do dimero:
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RS-NO — RS’ + NO' (26)
RS" + R’SNO (ou R’'S) —» RS-SR’ + NO' (27)

A liberagdo de NO' e a formacdo do dimero estavel RS-SR na reagao de
decomposicdo dos RSNOs ja é conhecida (Butler e Rhodes, 1997}, mesmo
assim, nesta etapa do trabalho os produtos formados na decomposigéao térmica
e fotoquimica dos RSNOs foram caracterizados. Pode-se assumir que os
produtos formados na decomposi¢cio térmica sdo os mesmos formados na
fotodecomposigao, uma vez que no sistema nao estd presente nenhuma outra
espécie reativa, que possa causar alguma diferenga entre os produtos formados
na decomposicdo térmica e fotoquimica. Na maior parte dos casos, a
caracterizagdo dos produtos formados foi feita em solugdes irradiadas, com o
intuito de acelerar a decomposigdo, obtendo-se entio uma decomposicéo
completa. O NO’ liberado nas reagdes foi caracterizado através do seu espectro
roto-vibracional {Schor e Teixeira, 1994) (Fig. 22) e pela detec¢ao de nitrito
utilizando-se o método de Griess. A figura 22 mostra o espectro roto-vibracional

do NO°, obtido utilizando-se uma cela de gas com janelas de CaFa2.
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Figura 22. Espectro roto-vibracional do gas liberado na decomposi¢ido dos RSNOs. O
espectro roto-vibracional do NO' foi obtido coletando-se o gas liberado durante a
irradiagéo com luz UV/Vis utilizando-se uma lampada de vapor de Hg de 100W, de

uma solucdo de CiSNO 1% m/m em matriz de PEG 300. O tempo de irradiacéo foi de
aproximadamente 1 h.
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O espectro roto-vibracional do NO* é bem caracteristico desta molécula,
sendo que o NO® é uma das poucas moléculas diatémicas estaveis que
apresenta o ramo (Q, além dos ramos P e R do espectro {Schor e Teixeira, 1994).
Assim, o espectro roto-vibracional do NO' pode ser considerada uma evidéncia
inequivoca da liberagdo de NO® a partir da decomposicao dos RSNOs.

O método de Griess ¢ um método padrio para detecgdo de nitrito. Este
meétodo se baseia na detecgdo espectroscopica da reagédo da sulfanilamida com
o NOz2-, formando um intermediario que reage com o cloridrato de N-{1-naftil)
etilenodiamina (NEDD) em meio acido resultando em azo corante com Amax =
505 nm. A deteccao de NO' pode ser feita através deste método, considerando-
se que o NO' liberado ird reagir com O, formando NQ:, como mostra o
esquema 3.

INCGY + Oy — 2N,0, + 2H,0 === 4HNO, =——=  4NO, + 4+’

——

@

NO, ="
| b NOH,
NH, k ®NH, Y
B -
H* -
. SO,NH, SO,NH,

(Sulfanilamidaj H2O\/{

m@
N
oy
i SO,NH,

Y

N H20;33ﬂ€ >¥—— NI N*-<_>— I\{l/ﬁ\ NH,
Q_/

Azo-corarnte

Esquema 3. Reagbes envolvidas no método de Griess para deteccao de ions nitrito.
(Cook et al., 1996)
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A figura 23 mostra a comparagio entre o espectro inicial de uma solugao
de CiSNO 2 x 10% mol L! na presen¢a de sulfanilamida e NEDD. Pode-se
observar nesta figura, que mesmo com os reagentes para a detecg¢ao de nitrito,
a banda com Amsx = 305 nm esta inicialmente ausente, comprovando que nio
ha nitrito detectavel. Nesta mesma figura esta apresentado o espectro final, que
consiste no espectro da mesma solugédo de CiSNO apés 6 h no escuro. No
detalhe, esta apresentada a curva de calibragao feita com varias concentragoes
de NaNO:z e o reagente de Griess, cuja equagdo da reta é dada por:
Abs=5,6x10-3 +7,75x102% x [NaNOQz2]. Segundo este método, apés 6 h, cerca de
44% da CiSNO foi decomposta. Este calculo foi feito a partir do espectro final
que apresenta absorbancia de 0,69, que pela equagao da reta obtida na curva
de calibragéo, corresponde a uma solugéao de [NaNQOz] = 8,8 x 105 mol L-!. Este
experimento foi feito apenas para uma avaliagdo qualitativa da formacdo de
NOg2- a partir do NO’ liberado em soluc¢des ndo desaeradas. Segundo a literatura
(Cook et al., 1996), esta detecgdo de NO;- pode também ser considerada como

uma confirmagéo da liberagdo de NO° a partir dos RSNOs.
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Figura 23. Caracterizagdo dos produtos formados na decomposicdo dos RSNOs.
Detecgdo de nitrito através da rea¢do com sulfanilamida e cloridrato de NEDD. O
espectro inicial mostra a auséncia do pico em A = 505 nm logo apés a sintese da
CiSNO. O espectro final foi obtido apés 6 h de decomposi¢cao no escuro. Solugio
aquosa de [CiSNO] = 2 x 104 mol L1, T = 25 C,
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Uma vez confirmada a liberag¢do de NO® a partir dos RSNOs, foi feito um
experimento para confirmar a formagao do dimero RS-SR. A figura 24 mostra o
aparecimento de uma banda na regido de 267 nm que foi atribuida a formagao
do dimero (RS-SR) por comparag¢do com o dimero comercial da cisteina, que é a

cistina.
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Figura 24. Caracterizagio dos produtos formados na fotodecomposicao dos RSNOs.
Comparacao entre os espectros UV da CiSNO apés 1 h de irradiagéo no UV, utilizando-
se uma lampada de vapor de Hg de 100W, cisteina e cistina.

Assim, pode-se concluir que a decomposicdo dos RSNOs ocorre atravées
da clivagem homotitica da ligacdo S-NO, com a liberagdo de NO® seguida da
formacéo de dimeros RS-SR (egs. 26 e 27, resumidas na eq. 28).

RSNO ou R'S*
RS-NO — RS" + NO° » RS-SR + NO° (28)

4.2.2. Decomposi¢do térmica dos RSNOs.

O acompanhamento da decomposi¢do dos RSNOs pode ser feito tanto
através da banda em 336 nm como da banda em 545 nm. A escolha do

comprimento de onda de acompanhamento ird depender da concentragdo da
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solugao, uma vez que a absortividade molar dos RSNOs em A = 336 nm é em
torno de 800-1044 mol! L cm! em solugdo aquosa enquanto em A = 545 nm é
em torno de 14-20 mol! Lcm L.

Foram feitos experimentos acompanhando-se ambas as bandas, de
acordo com a concentracao de RSNO de interesse. A figura 25 mostra as curvas
cinéticas de liberacdo de NO® a partir da SNAC em duas concentracces
diferentes ; 6 x 102 mol L-! (acompanhamento em 545 nm) e 2 x 10 mol L-!
(acompanhamento em 336 nm). Observou-se que a velocidade de decomposicao
da solucéo concentrada é muito mais alta que a da solucédo diluida.

Uma vez observada esta grande diferenca nas vis de decomposicao da
SNAC em fungéo da concentracao, foram feitos experimentos com a variacéo da
concentracao inicial dos RSNOs para a confirmacdao deste comportamento. A
figura 26 mostra a decomposicdo da CiSNO, SNAC e GSNO em trés
concentragées diferentes. Pode-se observar que a variacdo da concentracéo
inicial do RSNO causa uma variacdo significativa nas curvas cinéticas de
decomposicédo. A partir destas curvas cinéticas foram calculadas as velocidades

iniciais para cada caso e os valores obtidos estdo apresentados na tabela 2.
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Figura 25. Curvas cinéticas de liberagdo de NO' obtidas durante a decomposicdo
térmica da SNAC com T = 37 °C, [SNAC] = 6 x 102 e 2 x 10 mol L'}, em solucao
tampao (PBS) pH = 7,4. Os acompanhamentos foram feitos em A = 336 nm para a
solucdo de 2 x 10 mol L-! e em A = 545 nm para a solucdo de 6 x 102 mol L-l. As
barras de erro correspondem a estimativa do desvio padrao de duplicatas.
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Figura 26. Curvas cinéticas obtidas na decomposicdo térmica da CiSNO, SNAC e
GSNO com concentracoes 1 x 104, 1 x 103 e 6 x 102 mol.L'! e na presenca de
hexadienol (HD), captador de RS® em solucédo de [RSNO] = 6 x 102 mol L'1.. T = 25°C.

As barras de erro correspondem a estimativa do desvio padrao de duplicatas.

A tabela 2 mostra que os valores de velocidade inicial aumentam com o
aumento da concentracdo. Por exemplo, no caso das concentragées de 1 x 10
e 1 x 10 mol L-!, um aumento de 10 vezes na concentracao leva ao aumento
de 1,6, 3,5 e 1,4 vezes nas vis da CiSNO, SNAC e GSNO respectivamente. Por
outro lado, com o aumento de 60 vezes na concentragao inicial dos RSNOs (de
1 x 103 para 6 x 102 mol L), leva a um aumento nas visde 28, 24 e 13 vezes
para a CiSNO, SNAC e GSNO, respectivamente. A variagcdo das vis com a
variacdo da concentracio inicial dos RSNOs, indica que podem estar ocorrendo
outras reacdes paralelas que afetam muito a reacao global (de Oliveira, 2002).
Este comportamento pode ser explicado se for considerado o mecanismo
apresentado no esquema 4. Neste mecanismo, a velocidade de decomposigao

pode ser reduzida se o radical tiila (RS') colidir com o NO® mais préximo
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(recombinagao geminada) ou com outro (recombinacao aleatoria) recombinando
e formando RSNO ou pode ser aumentada se este radical colidir com um RSNO,
formando o dimero e mais um NO° livre. Em concentracdes da ordem de 1 x 10
-4 mol.L'! tanto a recombinac¢io do par de radicais formados como a aceleracio
da decomposicao através da colisdo com outro RSNO sio desfavorecidas.
Assim, a reacdo predominante é a clivagem homolitica formando os radicais RS’

e NO® onde os RS’ reagem formando o dimero RSSR.

Tabela 2. Valores de velocidade inicial (vi) em [NO] liberado (mol L-! min-!) para a

decomposigéo térmica dos RSNOs em 3 concentracgdes diferentes. Dados obtidos da

figura 25.

mol L-! CiSNO SNAC GSNO
1,0x10-# 1,5+ 0,1x10° 9,8+ 0,3x107 1,0+ 0,1x10°
1,0x10-3 2,5+ 0,2x10%6 3,5+ 0,03x10% 1,4+ 0,2x10°
6,0x10-2 7,1+ 0,3x10-° 8,5 £ 0,8x10- 1,8 £0,2x10°
6,0x102 + HD 3,3 £ 0,6x10° 2,7 £ 0x10- 1,8 £0,1x10°

-k

RSNO —¥L 3 RS + NO°

ks +RSNO ou RS’

¥
RSSR + NO

Esquema 4. Mecanismo sugerido para decomposicio térmica dos RSNOs. Onde k| é a
constante de velocidade de formagéo dos pares de radicais separados, k é a constante
de velocidade de recombinagédo do par de radicais formados e k: é a constante de

velocidade de formacdo dos produtos.
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Com o aumento da concentragdo, a reacdo dos radicais RS’ formados
com outros RSNO através de colisdo é favorecida, resultando na aceleragao da
decomposicdo dos RSNOs. Assim, o radical RS’ pode atuar como uma espécie
catalizadora da liberagéo de NO* a partir dos RSNOs.

A proposta de ocorréncia da reacdo de auto-catalise induzida pelos
radicais tiila {(RS’) no mecanismo do esquema 4, foi reforgada através da
realizacdo da reagédo na presenga do trans,frans-2,4-hexadien-1-ol (HD}, que é
um captador de radicais RS", que apresenta duas liga¢des duplas alternadas
(Wood et al. 1996). Em analogia a uma reagdo muito conhecida na literatura, a
adicdo de tiéis (Kice, 1973; Rubbo et al. 1995; Rubbo et al., 1996; Kukula e
Cervery, 1999), sugerimos as rea¢des apresentadas no esquema 5. Apds a
reacdo inicial do HD com o radical tiila, ocorre a formagao de um intermediario
radicalar que deve ser estabilizado (reagao de terminagéo) através da reacéo

com outro radical tiila, NO® ou Oa.

RS-NO— RS* + *NO

/\/’\(\on on /'\/\(\oﬁ
SR SR

-

R
/\ir/\OH
SR iR SR
" ou N ou o ou
MOH if\(\oﬂ i/\/\OH
SR SR SR
LNO'
ONO NO
i/\/\01:1 ou AK/OH
SR SR

Esquema 5. Reagbes sugeridas para a captura de radicais tiila pelo 2,4-trans,trans-
hexadien-1-ol.
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Na figura 26 esta mostrada a comparacgao entre as curvas cinéticas nas
diferentes concentragées de RSNO (curvas em azul) e as curvas cinéticas
obtidas para [RSNO|] = 6 x 10 2 mol L -! na presenga de HD (curvas em
vermelho). A partir destas curvas foram calculadas as velocidades iniciais que
estdo apresentadas na forma de grafico de barras na figura 27 e na tabela 2.
Comparando-se as velocidades iniciais para as solucgoes de [RSNO] = 6 x 102
mol L1, nas solugbes com e sem HD pode-se notar que a presenca do captador
de RS’ reduziu 2 e 3 vezes as vis para a CiSNO e SNAC respectivamente.

No caso da GSNO nao foi observada reduc¢do na vi devido a presenca do
HD. Este comportamento indica que o processo de auto-catalise é menos
importante no caso deste S-nitrosotiél. Os processos que envolvem difusdo das
espécies GSNO e GS’ devem ser desfavorecidos devido ao grande volume de Van

der Waals desta espécie, que leva a uma reducgao na sua difusao.
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Figura 27. Grafico de barras para os valores de velocidade inicial (vi) em min-! para a
decomposicao térmica dos RSNOs em 3 concentracées diferentes. Dados obtidos da

figura 26 e tabela 2. As barras de erro correspondem a estimativa do desvio padrao de
duplicatas.

Foi observado que na presenga de HD ocorre uma reducdo mais
significativa na decomposiciao dos RSNOs nas solugdées de concentraciao da
ordem de 6 x 102 mol L'!, onde a reagédo de auto-catalise deve ser mais efetiva.

E importante ressaltar que com a adigdo do HD seria esperado que a curva
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cinética na concentragdo de 6 x 102 mol L1 fosse idéntica a curva na
concentragéo de 1 x 10 mol L-!. Porém a diferenca observada entre as curvas
cinéticas pode ser atribuida &4 baixa solubilidade do HD em &gua. Estes
resultados mostram que a reacdo de decomposicdo dos RSNOs envolve um
mecanismo auto-catalitico, tornando o mecanismo mais complexo do que
simplesmente a clivagem homolitica da ligacdo RS-NO descrita na literatura.
Estes resultados mostram que é muito importante se considerar tanto a reacao
de recombinacdo do par de radicais RS’ e NO®, como a reagdo auto-catalitica
dos radicais RS’ com o reagente (RSNO), uma vez que as duas reacoes afetam a
cinética de decomposig¢ido dos RSNOs com liberagao de NO'.

E interessante notar na figura 26 a diferenga entre as curvas cinéticas
para a decomposicdo da CiSNO e SNAC em relagdo 4 GSNO. Pode-se observar
que na concentragao de 6 x 102 mol L! a liberacao de NO* é muito acelerada
para a CiSNO e para SNAC porém, o efeito da concentracdo é menos
pronunciado para a GSNO. Este comportamento pode estar relacionado as
diferencas nos volumes de Van der Waals (vVdW) destas moléculas (Network
Science). A CiSNO e a SNAC sao monopeptideos, moléculas com volumes
pequenos em relagdo a GSNO que é um tripeptideo. Assim, espera-se que os
coeficientes difusdo da GSNO e do GS® sejam menores do que as da CiSNO, da
SNAC e dos respectivos radicais tiila. A reagio de auto-catalise por sua vez,
deve ser dependente da difusdo e da freqiiéncia de encontros das espécies
RSNO e RS'. Portanto, esta rea¢do devera ser menos efetiva para as espécies
que tiverem menor coeficiente de difusao.

Comparando-se os valores das vis obtidas nas solugdes mais diluidas (1 x
10* mol L) pode-se observar que existe uma diferenca na velocidade de
decomposicdo dos RSNOs. Esta diferenga provavelmente esta relacionada a
uma diferenca na estabilidade intrinseca entre os RSNOs. Para analisar esta
diferenca foi realizado um estudo teérico das estabilidades intrinsecas destes
trés RSNOs primarios. Considerando-se o mecanismo proposto no esquema 4,

pode-se concluir que para uma avaliagio da estabilidade intrinseca dos trés
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RSNOs devemos utilizar a concentragao de 1 x 104 mol L-! onde os efeitos de
recombinacdo radicalar e auto-catalise podem ser desprezados. Assim,
comparando-se as velocidades iniciais concluimos que a estabilidade intrinseca
dos RSNOs segue a ordem SNAC = GSNO > CiSNO.

Roy e colaboradores (1994} estudaram a estabilidade de 12 RSNOs e
concluiram que a liberacdo de NO destes compostos ¢é sensivel aos
substituintes nos carbonos « e B (Fig. 28), sendo dependente do equilibrio

estabelecido na equagao 29.

RSN=0 forma1 == RS*=NO- forma I (29]

O deslocamento deste equilibrio favorecendo a produgao de espécies na
forma Il ird estabilizar o RSNO, devido a um fortalecimento da ligagao S-N.
Estes autores sugerem também, que a presen¢a do grupo acetamido pode
causar uma estabilizacdo da forma II devido a formacéo de um anel de seis
membros. Este anel seria formado pelo oxigénio do grupo cabonilico com o
enxofre que & deficiente em elétrons (na forma II), porém no foi feito nenhum

calculo tedrico para a confirmacéo desta suposicao.

« N=O R—C|3 N=
C—S N y
B _— —
R—C~ ¢S
anti syn

Figura 28. Isbmeros anti e syn dos RSNOs.

Durante o desenvolvimento deste projeto foi feito um trabalho de
colaboracgdo com o Prof. Dr. Nelson H. Morgon da area de Calculos Teéricos do
Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de Quimica da UNICAMP. Neste
trabalho o Prof. Morgon calculou as energias de dissociagdo da ligagao S-N a

partir de geometrias otimizadas da CiSNO e SNAC. Nos dois casos, o isémero
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syn das moléculas foi a forma mais estavel (Fig. 29), concordandc com dados
obtidos da literatura para o CH3SNO (Arulsamy et al., 1999 e Bartberger et al.,
2000). Como se pode observar na figura 29, as duas moléculas podem formar

pontes de hidrogénio intramoleculares na conformagao syn.

—
L
<
HB3

CiSNO (syn) SNAC (syn)

Figura 29. Geometrias otimizadas para a CiSNO e para a SNAC, na fase gasosa. HB
sao as pontes de hidrogénio intramoleculares formadas (de Oliveira, 2002).

A figura 29 mostra as seguintes pontes de hidrogénio:

HB1 entre o O do NO e o H do grupo amino com distancia de 2,905 A
para CiSNO e 2,316 A para a SNAC. HB2 entre o H do grupo amino e o O da
carbonila do grupo carboxilico com distancia de 2,333 A. HB3 entre o H do
grupo carboxilico € o O da carbonila do grupo acetato com distancia de 1,826 A.

O anel mais planar de cinco membros formado pela interacdo HB2 é
importante por direcionar o H do grupo amino para formacao de HB1. Pode-se
esperar que com a formagdo de HB1 ocorra um aumento na densidade
eletronica da ligagdo S-N devido ao favorecimento da forma II do equilibrio 29.
Como conseqliéncia, deve ocorrer um aumento no carater de ligacdo dupla da
ligacdo S-N. A estrutura da SNAC é muito semelhante a da CiSNO, porém no

caso da SNAC o H do grupo amino € substituido por um grupo acetato
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(COCHas). Na estrutura da SNAC também pode ocorrer a formagao de HB1 e
alem desta interagdo pode ocorrer a formagdo um anel de sete membros. Este
anel é formado pela interagéo entre o H do grupo carboxilico ligado ao carbono
f com o oxigénio carbonilico do grupo acetato. A formagao de HB3 causa um
direcionamento do H do grupo amino aproximando-o do oxigénio do NO e
fortalecendo a interacdo HB1l. O fortalecimento desta interacédo se reflete na
reducédo da distancia de HB1 que passa de 2,905 A da CiSNO para 2,316 A da
SNAC. O calculo das energias de dissociagdo da ligagdo S-NO {129,91 kJ mol'!
para a CiSNO e 152,88 kJ mol! para a SNAC) mostraram uma diferenca
significativa entre estas duas moléculas. Esta diferenca foi atribuida a formacéo
de duas pontes (HB1 e HB3) que séo fortes e cooperativas para o caso da SNAC.
A partir destes calculos foi possivel concluir que o grupo acetato presente na
SNAC causa um aumento em sua estabilidade instrinseca. Os resultados
obtidos dos calculos teéricos concordam com os dados experimentais onde foi
constatado que a SNAC ¢ mais estavel que a CiSNO. Os calculos para a GSNO
nao foram feitos, mas espera-se que devido & presenga do grupo acetato, esta
molécula apresente interagdes semelhantes as da SNAC. Isto justificaria a
semelhanga entre os valores de velocidade inicial obtidos para a SNAC (9,8 x
107 mol L'! min'') ¢ para a GSNO (1,0 x 106 mol L-! min).

Assim, a partir dos calculos tedricos pode-se concluir que a estabilidade
intrinseca dos RSNOs segue a ordem SNAC = GSNO > CiSNQ, concordando com
os dados experimentais. Estes dados de comparagdo entre as estabilidades
intrinsecas de RSNOs primérios sdo muito importantes, uma vez que na
literatura s6 € possivel encontrar a comparacdo entre as estabilidades
intrinsecas de RSNOs primarios e tercidrios. Nas comparacdes feitas na
literatura, € considerado que a diferenga de estabilidade entre os RSNOs
primarios e terciarios se deve ao impedimento estérico exercido pelos grupos
substituintes, dificultando a formagdo do dimero RS-SR (Bainbrigger et al.,
1997; Bartberger et al., 2000; Lu et al., 2001).
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4.2.3. Fotodecomposigtio dos RSNOs

No item 4.2.1 foi observado que os RSNOs sofrem fotodecomposicdo e
este comportamento também ja foi descrito na literatura (Barret, 19635; Hussain
et al., 1999; Mutus et al., 1999; Zhelyaskov et al.,, 1998; Sexton ef al., 1994,
Pou et al.,, 1994). A irradiagdo dos RSNOs é uma das formas de acelerar a
liberagdo de NO® a partir destes compostos. Dando continuidade aos estudos
anteriores sobre a liberagéo fotoquimica de NO® a partir da SNAC (Shishido e de
Oliveira, 2000} foram feitos experimentos utilizando-se filtros 6ticos para
verificarmos se as duas transicoes relacionadas com as bandas em 336 e 545
nm, caracteristicas dos RSNOs, levam a fotoejegao de NO'. A figura 30 mostra a

liberagao de NO® durante a fotdlise da SNAC utilizando-se filtros 6ticos com

300<A<400 nm e A<480 nm.
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Figura 30. Fotossensibilidade da SNAC em solugoes aquosas 3x10+ mol L-! (A) e 6x10-2
mol L! (B). [NO'] iberado em funcéo do tempo no escuro e em irradiagées utilizando-se
filtros oticos com 300<A<400 nm (A} e A<480 nm (B). Para a irradiacao com A<480 nm
foi utilizado filtro 6tico e uma lampada de vapor de Hg de 125W e para 300<A<400 nm
foi utilizado filtro ético e uma lampada de vapor de Hg de 200W. O intervalo espectral
para a decomposi¢ao no escuro e para a fotodecomposi¢éo com A<480 nm foi de 600 s
e para 300<A<400 nm o intervalo foi de 30 s. As barras de erro correspondem a

estimativa do desvio padrao de duplicatas.
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As curvas cinéticas mostram que sob irradiacdo ocorre uma aceleragao
da liberacao de NO°, quando comparada a decomposigao térmica.
Qualitativamente pode-se observar que as duas bandas caracteristicas da
SNAC (336 e 545 nm) séo fotoativas, levando a aceleragéo da liberagao de NO',
tanto com irradiagdes na regido de 336 nm quanto na regiao de 545 nm. Este
resultado mostra a possibilidade do uso da SNAC em fototerapia onde €

necessaria uma aceleracdo da liberacido de NO'.

4.3. Efeito da matriz de PEG

4.3.1. Decomposigao térmica dos RSNOs.

A figura 31 mostra as curvas cinéticas de liberagdo de NO® obtidas
durante a decomposi¢do térmica da CiSNO, SNAC e GSNO em solugdes
aquosas e em matrizes de PEG. As velocidades iniciais calculadas a partir das
curvas cinéticas estdo apresentadas na figura 32.

A partir da figura 32 foi calculado que a matriz de PEG reduzem 11; 29 e
2 vezes a velocidade inicial de liberacdo térmica de NO® a partir da CiSNO,
SNAC e GSNO respectivamente. Esta redugao na liberagdo de NO® foi atribuida
a um aumento na taxa de recombinac¢do induzida pela matriz de PEG e pela
reducdo da reacdo de auto-catalise envolvendo os radicais RS’. O afastamento
do par de radicais (RS" "NO) formados e a reagdo de auto-catélise, dependem da
difusdo das espécies RS’ e NO® na solugdo, assim, € esperado que em uma
matriz mais viscosa, como o PEG, a difusdo seja reduzida. Além disso, a
reducao da difusdo deve causar um aumento no tempo de residéncia do NO',
favorecendo a reacédo de recombinacéo. O efeito também se estende as reagoes
entre dois radicais tiila (RS") ou entre os radicais RS’ e as moléculas de RSNO,
levando a um aumento na meia vida dos radicais RS’, aumentando assim, a

probalidade de recombinac¢édo destes com um NO°.
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Comparando-se as diminuig¢ées nos valores de vis em solugdes aquosas e
em matriz de PEG (Fig. 32), pode-se notar que a matriz de PEG causa uma
maior diminuicdo da liberacdo de NO® a partir da SNAC e da CiSNO do que a
partir da GSNO. Isto provavelmente se deve ao fato da GSNO ser um
tripeptideo, apresentando um volume de van der Waals (VDWV)(Network

Science), bem maior que o da CiSNO ou o da SNAC (Fig. 4, pg. 9).
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Figura 31. Curvas cinéticas obtidas durante a decomposicao térmica da CiSNO, SNAC
e GSNO em solucao aquosa e em matriz de PEG 400. Foram utilizadas solugées 0,3%
m/m (da ordem de 102 mol Lt), a T = 25 oC. As barras de erro correspondem a

estimativa do desvio padrao de duplicatas.

Assim, a mobilidade do radical tiila da GSNO (GS’) deve ser menor que as
dos radicais tiila formados pela SNAC ou CiSNO. Isto pode ser observado nas
velocidades iniciais (vi) onde, a vi de decomposi¢do da GSNO em solugéo aquosa
é cerca de 30 vezes menor que a da CiSNO e 37 vezes menor que a da SNAC.
Entdo, pode-se esperar que a matriz de PEG reduza apenas um pouco a
mobilidade dos radicais GS® uma vez que esta mobilidade ja é reduzida devido

ao volume do radical formado. A partir destes resultados, pode-se concluir que
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de fato a matriz de PEG (mais viscosa) causa uma reducéo na liberacao de NO*
a partir dos RSNOs e isto pode ser utilizado como uma forma de modular a

estabilidade destes compostos.
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Figura 32. Velocidades iniciais obtidas a partir das curvas cinéticas de decomposicio
térmica dos RSNOs da figura 31. As barras de erro correspondem a estimativa do
desvio padrao de duplicatas.

4.3.2. Fotodecomposigdo dos RSNOs e do NPS.

A figura 33 mostra uma comparagio entre as curvas cinéticas obtidas no
acompanhamento da fotodecomposigdo da CiSNO, SNAC e GSNO em solucaes
aquosas e¢ em matriz de PEG 600. Neste caso, as irradiacbes foram feitas
utilizando-se um filtro ético, que permite a passagem de luz apenas em uma
faixa de comprimento de onda entre 300 - 400 nm. Este filtro ético foi utilizado
com o intuito de possibilitar o célculo do rendimento quantico da
fotodecomposicdo dos RSNOs. O calculo de rendimento quantico foi restrito
apenas as irradiagées com este filtro, uma vez que as irradiacées devem ser
feitas em comprimentos de onda onde o actinémetro quimico utilizado € os
RSNOs sejam fotoativos,

O rendimento quantico (@) foi obtido através da razao entre o numero de

moléculas que reagiram e o nimero de fétons absorvidos. Para o calculo do
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numero de fotons que incidem na solugéo foi utilizado o actinémetro quimico
Aberchrome 540. Nesses casos, considerou-se que todos os fotons que atingem

a solugaoc estido sendo absorvidos pelo reagente.
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Figura 33. Curvas cinéticas de liberacao de NO® obtidas durante a fotodecomposi¢ao da
CiSNO, SNAC e GSNO em solugao aquosa e em matriz de PEG 600. Foram utilizadas
solucédes 0,03% m/m {(da ordem de 103 mol L-}}, a T = 25 oC e 300<Aix<400, irradiadas
com lampada de vapor de Hg de 200 W. As barras de erro correspondem a estimativa
do desvio padrao de duplicatas.

O rendimento quantico para a fotoliberégéo de NO® a partir dos RSNOs foi
calculado através da razdo entre o numero de moléculas de RSNO fotolisadas
por segundo e o nimero de fétons incididos na solugao por segundo (eq. 30). O
numero de moléculas de RSNO fotolisadas foi calculado a partir das curvas
cinéticas obtidas durante a fotodecomposi¢do. Como ja foi observado
anteriormente, os RSNOs sao termicamente instaveis assim, para se obter
apenas o efeito da irradiacao, foram feitos acompanhamentos cinéticos das
reagoes de decomposi¢do térmica que foram subtraidos das curvas cinéticas

relativas a fotodecomposigéo.
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ARSNO
Drsno = i (30)

onde:
ARSNO = numero de moléculas de RSNO fotolisadas por segundo

[ = nimero de fétons incidentes por segundo, calculado a partir da eq. 13.

A figura 34 mostra os rendimentos quanticos (®) calculados para a
fotodecomposicao da CiSNO, SNAC e GSNO, obtidos a partir das curvas

cinéticas mostradas na figura 33.
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Figura 34. Rendimentos quéanticos na fotodecomposi¢ao dos RSNOs em solucao
aquosa e em matriz de PEG 600, calculados a partir das curvas cinéticas apresentadas
na figura 33. Irradiagdo com 300<A<400 nm. As barras de erro correspondem a
estimativa do desvio padrao de duplicatas.

A partir das comparacoes feitas na figura 34, foi calculado que a matriz
de PEG 600 reduz em 2,6; 3,7 e 3 vezes liberagdo fotoquimica de NO® a partir
da CiSNO, SNAC e GSNO respectivamente, quando estas solucdes sdo
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irradiadas com 300<1<400 nm com a lampada de vapor de Hg de 200 W. Esta

reducéo confirma a interpretacéo baseada na redugado das vis descrita na figura
32.

Baseando-se nestes resultados e no modelo proposto por Noyes {1955},

foi possivel propor um mecanismo para a fotodecomposicdo dos RSNOs
(esquema 6).

RS-NO—BY , {RS-NO}*

4 ? ki lkz

recombinacéao
geminada

[RS*--"NOJ*gaiola

. . ks v [
._.....’ - -
RS + NO TRS" + NG RS'-NO + RS-NO

recombinacio aleatéria

Esquema 6. Mecanismo de recombinacao dos RSNOs baseado no modelo de Noyes
(1955), onde k; e k,' sdo as constantes de velocidade de desativagio nio radiativa; k; e
k2 as de formagido do par radicalar no estado excitado e no fundamental,
respectivamente; ks a de recombinagéo do par de radicais no estado fundamental; k4 e

k4 as de escape dos radicais da gaiola e ks a de recombinacao aleatéria de radicais
livres que escaparam da gaiola.

Segundo o esquema 6 a decomposigdo dos RSNOs ird depender das
constantes Ka e k4’ que estéo relacionadas com a difusao dos pares de radicais
que escapam da gaiola € de ks que estd relacionada com a recombinacao
aleatoria de radicais que escaparam da gaiola. Nos acompanhamentos cinéticos

(lentos) feitos neste trabalho néo é possivel diferenciar os RSNOs formados na
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recombinacéo geminada (independente de difusao) e na aleatéria (dependente
da difusao).

Uma forma conveniente de definir a eficiéncia da recombinac¢do geminada
(F) € defini-la como o inverso da eficiéncia da gaiola menos 1:

F = (1/eficiéncia da gaiola) - 1 (31)

Segundo o© modelo de Noyes (1955), F pode ser expressa

quantitativamente como:

(052 ) (2]

onde;

b = raio do radical

1/m = fluidez do solvente

Ro = separacéo inicial dos fragmentos

Ag = energia translacional dos fragmentos que se separam
Ar = massa ¢ raio dos fragmentos respectivamente.

o = probabilidade, por colisdo, de que os pares irdo reagir.

A equacdo 32 implica na existéncia de uma relagéo linear de F com a
fluidez (1/7), considerando-se que para solventes de viscosidade alta o termo
quadratico ((1/71)?) pode ser desprezado. Para solventes muito fluidos, onde o
termo quadratico se torna importante, nao é possivel fazer esta consideracio e
nestes casos, nao hd uma relagao linear de F com a fluidez. N o caso da matriz
de PEG que apresenta viscosidade alta, os valores de fluidez (1/n) variam de 3,8
a 1,1 x 102 cP-! e o os valores do termo quadratico {1/n)? variam de 1,4 x 102
a 1,2 x 10 cPl. Assim, pode-se observar que o termo quadratico é de 1 a 2

ordens de magnitude menor que o valor de fluidez, podendo-se entdo, ser
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desprezado. Apesar do modelo proposto no esquema 6 estar baseado no modelo
de Noyes, ndo podemos ajustar a equacéo 32 aos dados experimentais, pois nao
possuimos os valores dos parametros de separacéo inicial dos fragmentos, da
energia translacional, da probabilidade de reacdo dos fragmentos e raio do
radical.

Kodama (1962) estudou o efeito da viscosidade no rendimento quantico
da decomposi¢do do azometano. Este autor encontrou uma regidao onde F era
linear com 1/n mas em valores altos de fluidez foi observada uma curvatura. O
mesmo comportamento foi observado em estudos feitos por Szwarc e Asami
(1962), Barlett e co-autores (1966). Pryor e Smith (1970) utilizaram a variacao
da viscosidade como um teste para determinacdo quantitativa e qualitativa da
recombinacdo dos pares radicalares na gaiola. Foram utilizados alguns
iniciadores (iniciadores azo, peresteres e peroxidos) em varios solventes (uma
série de alcanos) que apresentam viscosidades diferentes. Estes autores fizeram
uma andlise qualitativa, onde foi observado que a constante de velocidade de
decomposicdo de iniciadores que se decompdem através da quebra de apenas
uma liga¢do, € dependente da viscosidade do solvente. Por outro lado, a
constante de velocidade de iniciadores que se decompéem através da quebra
simultanea de varias ligagdes é independente da viscosidade do solvente. Estes
dados foram concordantes com outros dados da literatura. Além disso, estes
autores também propuseram uma equagio que permite uma analise semi-
quantitativa, relacionando a constante de velocidade de decomposicao dos
iniciadores observada (kobs) € a viscosidade do solvente, baseada na equacao de
Arrhenius.

1/kobs = 1/k1 + (k-1/k1Ap)m/Av)° (33)
onde:

kobs = constante de velocidade observada

ki = constante de velocidade de formacéo do par radicalar na gaiola
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k1 = constante de velocidade de recombinagio geminada dos pares de
radicais

Ap e Av = fatores pré-exponenciais relacionados com a energia necessaria
para ocorrer a difusao

a=0.5

Construindo-se o grafico de 1/kous vs /Ay estes autores obtiveram o valor

de ki e utilizaram a equacéo 34 para determinar a fracéo da recombinacéo.
Jr = 1-Kobs/ k1 (34)

Os valores de fr obtidos pelo método de viscosidade apresentaram valores
apenas razoavelmente proximos dos descritos por outros métodos.

Traylor e co-autores (1993) estudaram o efeito da viscosidade, polaridade
e impedimento estérico na fotoejecio de NO de complexos imidazol-ferro(ll}
porfirina-NO em solugdes aquosas contendo 1-metilimidazol, em tolueno, em
nujol e glicerina. As porfirinas utilizadas foram mesoheme, antraceno-7,7-
ciclofano heme, adamantano-6,6-ciclofano heme e piridina-5,5-ciclofano heme.
Neste trabalho foi utilizada a fotolise de pulso para o acompanhamento da

recombinagao geminada do NO (eq. 35).
BHmNO == [BHm NO] == [BHm/||NO] == BHm + NO (35)

onde B é a porfirina utilizada: mesoheme, antraceno-7,7-ciclofano heme,
adamantano-6,6-ciclophano heme ou piridina-5,5-ciclofano heme. Estes
autores observaram que solventes polares reduzem o rendimento quantico da
reagao de liberagcdo de NO (®noj, que o efeito estérico tem pouca influéncia no
®no € que o aumento na viscosidade causa uma reducgio no ®no. Na literatura é
possivel encontrar muitas reagées onde a fragdo de pares de radicais que

escapam da gaiola é uma funcéo linear de (1/n)", com valores de n variando
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entre 0,5 (Koening, 1968} e 1,0 (Nikki, 1974). A teoria baseada no movimento
Browniano prevé o valor de 0,5 (Leffer, 1993} enquanto o modelo de Noyes prevé
n = 1. Os valores de n calculados pela literatura sfo muito escassos se
comparados a ampla faixa de viscosidade que se pode obter experimentalmente.
Assim, o methor valor de n deve ser calculado em cada caso, ndo se podendo
simplesmente utilizar dados da literatura. Além disso, aparentemente os efeitos
especificos de solvatacao devem ser levados em consideracéo (Leffer, 1993).
Neste trabalho, foram feitos acompanhamentos cinéticos da
fotodecomposigac da GSNO em matriz de PEG 200, 300 e 400. Estas matrizes
apresentam viscosidades nominais de 4,9; 6,5 e 8,2 cP-! respectivamente, a
aproximadamente 100 °C. Assim, através da utilizacdo de PEGs de massas
molares nominais diferentes é possivel se ter matrizes com viscosidades
nominais diferentes, mantendo-se o mesmo efeito de solvatacdo. A figura 35
mostra a fotodecomposigao da GSNO em matrizes de PEG 200, 300 e 400, sob
irradia¢do com luz UV/Vis. A partir das curvas cinéticas foi possivel calcular as
velocidades iniciais relacionadas com a fotoejecio do NO® a partir da GSNO.
Nota-se nesta figura que a diferenga entre as velocidades iniciais das curvas
obtidas em PEG 200 (vi = (1,00 * 0,03) x 105 mol L-! min-!), PEG 300 (vi = (1,00
+ 0,02) x 10° mol L-! mint) e 400 (vi = (1,0 £ 0,2) x 10-° mol L-! min'!) ndo é
significativa. O aumento da massa molar leva a um aumento da viscosidade
macroscopica, porém o efeito gaiola € influenciado pela viscosidade
microscopica, assim, € possivel que o aumento da massa molar possa nao
causar urn aumento significativo na viscosidade microscopica. Além disso, é
necessario se considerar que a GSNO é a molécula menos afetada pelas
variac¢odes de viscosidade em funcdo de seu grande volume de Van der Waals,
como mostra a figura 31. Neste caso, a GSNO pode néo ter sido a melhor sonda
para a verificacdo do efeito da viscosidade nestas matrizes de PEG na

fotodecomposicao dos RSNOs.
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Figura 35. Curvas cinéticas de liberacao de NO° durante a fotodecomposicao da
GSNO, irradiada com luz UV/Vis em matrizes de PEG com massas molares nominais
diferentes (200, 300 e 400 g/mol). As absorbancias foram normalizadas e as
irradiacoes feitas, com uma lampada de vapor de Hg de 125 W. Concentracao de
GSNO = 0,03% m/m em todos os casos. Os experimentos foram feitos a 25 C. As
barras de erro correspondem a estimativa do desvio padrao de duplicatas.

Uma outra forma de alterar a viscosidade mantendo o mesmo efeito de
solvatacgdo é utilizar uma mesma matriz alterando-se a temperatura, assim, foi
realizado um experimento onde a viscosidade macroscépica foi variada a partir
da variagéo da temperatura da matriz. Para muitos liquidos a dependéncia de n

com a temperatura pode ser descrita pela equacdo 36.

n = A.eB/T (36)

onde A e B sdo constantes positivas caracteristicas do liquido, ou na

forma da equacéo de Arrhenius

N =mno . e(Ea/RD)

(37)

onde no = viscosidade inicial, E. € a energia necessdria para que a

molécula do reagente escape das moléculas vizinhas (do solvente), ou seja, a
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energia que deve ser superada para ocorrer a difusdo, R é a constante dos

gases € T é a temperatura (Levine, 1983).

Para se avaliar a variacdo do rendimento quantico de fotodecomposicéo
da GSNO com a variagédo da viscosidade, através da variagao da temperatura,
foi escolhide o PEG 600. Esta escolha se deveu & observagio de que esta matriz
apresenta uma variacdo mais significativa na viscosidade em uma faixa estreita
de temperatura.

A viscosidade da matriz de PEG 600 variou de acordo com a equagéo 38,

obtida experimentalmente a partir do ajuste da curva de n x T da figura 36.

n = 10,7 + 80,0 ef- (1-20)/15,53) (38)
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Figura 36. Variacéo da viscosidade cinematica (n) com a temperatura da matriz de PEG
600 com 0,04% m/m de GSNO. As barras de erro correspondem a estimativa do desvio
padrao de duplicatas.

Para se descontar o efeito da decomposicao térmica nas varias
temperaturas utilizadas, os valores de [NO®] liberado obtidos durante a
decomposigédo térmica na mesma escala de tempo foram subtraidos dos valores

de [NO] liberado obtidos durante a decomposigao sob irradiacdoc. Nestes
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experimentos foi utilizada a irradiagdo no UV/Vis para se obter uma maior
intensidade de irradiagdo. Os acompanhamentos foram feitos a 20, 30 e 40° C
(Fig 37a). A partir das velocidades iniciais (vij de fotélise, obtidas a partir das
curvas cinéticas da figura 37a, foi feito um grafico de vi vs fluidez (1/n) da

matriz, que esta apresentado na figura 37b.

4,0 .
@ 1l & o .
| I E oo i
_ 3,0 Ii’l‘ = 1
= I* . 3§ -
[<] n b
g I= « o 6,0-
T 2,0 x = -~
i ’ E' = O ’..
5 % 3 ;
Z I":’t Q 5,01 /
— 1,0 =1 *J¥ xg “’,"
* o o
f v T=20°C 5 /
4 o TE d
K [ ] E —
0.0- ’}/ T=30°C  40- ;gf r = 0,995
4 T=40°C - /
T T T T T T T T T T T T r
0 20 40 60 1,0 2,0 3,0 4,0
Tempo / min 1/n/ 10%cP?

Figura 37. {a} Curvas cinéticas de variagdo de [NO°] liberado em fun¢ido do tempo
durante a fotodecomposi¢ciao da GSNO em matriz de PEG 600 com temperaturas de 20,
30 e 40 oC e (b) Variagdo da velocidade inicial de liberacdo de NO® durante a
fotodecomposicao da GSNO em funcao da fluidez. As concentragdes iniciais de GSNO
foram de 0,03 % m/m (1,1x10-2 mol L-1}). Os valores de [NO'] liberado durante a
decomposigio térmica no escuro, nas mesmas temperaturas e nos mesmeos periodos de
tempo foram subtraidos dos valores de [NO°] liberado durante a irradiagdo. A
irradiacéo foi feita utilizando-se uma lampada de vapor de Hg de 125 W, em toda a
faixa espectral A = 300-600 nm. As barras de erro correspondem a estimativa do desvio

padriao de duplicatas.

A figura 37b mostra uma boa correlagéo linear entre as vis ¢ a fluidez,
mostrando que para o sistema em questio n = 1, concordando com o modelo de

Noyes. A reducgéao da viscosidade com o aumento da temperatura leva a um
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aumento na velocidade inicial de fotélise. Este comportamento esta de acordo
com o modelo de recombinagao geminada proposto no esquema 6, uma vez que
podemos assumir que a vi na quebra homolitica da ligagdo S-NO é diretamente

proporcional a F:

vi a F ou vi=cgF (39}

onde cg € uma constante de proporcionalidade associada a gaiola do
solvente.

Foram feitos também acompanhamentos da fotodecomposi¢cao do
nitroprussitato de sédio (NPS) que € termicamente estavel na matriz de PEG
600. As irradiagdes do NPS foram feitas com A > 480 nm para que ocorresse

apenas a liberacéo seletiva de NO* (Shishido e de Oliveira, 2001).
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Figura 38. (a) Curvas cinéticas da fotodecomposicdo do NPS em matriz de PEG 600
com variaciio da temperatura e (b) Variagao da velocidade inicial de fotogeracio de NO*
em funcdo da fluidez. As variagdes de absorbancia foram monitoradas em 394 nm, que
corresponde a absorc¢ao do produto [Fe(CN)sH,O[2-.
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A figura 38a mostra as curvas cinéticas de fotodecomposigao do NPS a
20, 30 e 40° C, incluindo uma curva controle, obtida no escuro a 40° C. Estas
curvas se baseiam na formacdo do produto primario da fotodecomposigdo, ¢
anion [Fe(CN)sH20]?, que apresenta uma banda de absor¢do em 394 nm. As vis
foram calculadas e o grafico de vi versus 1/n mostra que neste caso também
existe uma correlacdo linear entre a decomposi¢do do NPS e a fluidez do
solvente (Fig. 38b). Neste caso também se obteve o valor de n = 1, concordando
com o modelo de Noyes de recombina¢céo geminada.

Para se verificar a dependéncia do rendimento quantico () de
fotodecomposicido da GSNO com a fluidez {1/n) do PEG 600, foram feitas
irradiacgées utilizando-se um filtro de luz que restringe o A de irradiag¢ao para a

faixa de 300-400 nm.
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Figura 39. Varia¢do do rendimento quantico () da fotodecomposicao da GSNO em
funcio da fluidez. A variacdo da fluidez foi obtida utilizando-se temperaturas de 20,
25, 30, 35, 40 e 45° C. Foram utilizadas solu¢des de GSNO de 0,03% m/m (7x10-* mol
L-1) em PEG 600 e irradiagao em 300 < Air < 400 nm, com um lampada de vapor de Hg
de 200 W. As barras de erro correspondem a estimativa do desvio padrdo de
duplicatas.

Neste caso, foi utilizado o actinémetro quimico Aberchrome 540 para o

calculo da intensidade de luz (Heller e Langar, 1981). A fotodecomposicio da
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GSNO foi monitorada a 20,0; 25,0; 30,0; 35,0; 40,0 e 45,00 C. A figura 39
mostra que a variagdo de ® com 1/n para a fotodecomposicdo da GSNO
apresentou boa linearidade, para n = 1, concordando também corn o modelo de
Noyes. Assim, de forma anéloga a equagio 36 podemos assumir que @ é
tamnbém diretamente proporcional a F,

Com base no meétodo de calculo de eficiéncia da gaiola proposto por
Covert e co-autores (1992}, para compostos organometalicos pode-se
representar o mecanismo de decomposi¢io dos RSNOs, de acordo com o

esquema 7 abaixo, que é analogo ao esquema 6.

par de radicais formados
fotoquimicamente

RSNO* —=L— [RS® *NOJ

e m N

RS-NO < RS' + 'NO — " produtos
radicais livres

Iy kg k/

[RS" °NOJ

par de radicais
formados

termicamente
(colisional)

Esquema 7. Mecanismo simplificado para a decomposicio dos RSNOs. Onde os
produtos sdo RSSR e 2NO. k; e ki sio as constantes de velocidade de formacio dos
pares de radicais presos na gaiola através de reacdo fotoquimica e térmica,
respectivamente. kg € kg s@o as constantes de velocidade para a recombinaciao do par
de radicais presos na gaiola formados fotoquimicamente e termicamente,
respectivamente. ks € kp sao as constantes de velocidade para reacoes de afastamento
dos pares e de recombinacao aleatdria, respectivamente. Estas ultimas constantes
dependem da difusdo dos pares de radicais na solucéo.
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Os fatores de eficiéncia das gaiolas no processo térmico (Fg) e fotoquimico

(Fi) podem ser calculados através das equacodes:
Fe=ke/(kg+ ka) e Fr=ky/ (kg + Kaj (40)

Considerando-se apenas a porcéao fotoquimica do esquema pode-se obter
a seguinte relacao:

-—-—Jﬂbpar[l—rrf] (41)

Rearranjando-se a equacio 41, temos

k
LR PR (42)
Cbobs CI)par kdf

Assumindo-se que o processo de difusio (afastamento do par de radicais

formados) segue a relagdo de Stokes-Einstein-Smoluchowski, tem-se que kgr o

D« 1/n. Ou seja
Ky =c.t (43)
n

onde c € a constante de proporcionalidade.

Substituindo-se a equacéo 43 na equacao 42, tem-se:

1 _ 1 [1+[k_anJ (44)
(Dobs (Dpar C
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A partir da relagéo obtida na equacéo 44, nota-se que em um grafico de
1/®obs em fungédo de n o intercepto sera igual a 1/®p € a inclinacdo sera
(1/ Dpar)(ker/ ). |

A figura 40a mostra que o grafico de 1/® versus 1. Fazendo-se uma
regressao linear dos pontos obtidos, pode-se notar que esta variagio
apresentou boa linearidade, possibilitando o célculo do valor de ®p., = 0,08
através do intercepto da reta e de (1/®par)(kgr/C) = 1,4.n, através da inclinagéo
da reta. Uma vez obtido o valor de ®p.: foi possivel calcular a eficiéncia da

gaiola no processo fotoquimico.
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Figura 40. (a) Inverso do rendimento quéntico de fotodecomposicio da GSNO em
funcdo da viscosidade do solvente e (b) Variagéo da eficiéncia da gaiola em funcéo da
fluidez do solvente.

A partir da equacédo 40, onde ®obs = par (1-Fy, pode-se obter os valores de
Fr. Os valores de Frem fungéo da fluidez do solvente estéio mostrados no grafico
40b. Observa-se que a Fr é reduzida linearmente com o aumento da fluidez, este

comportamento concorda com o mecanismo de decomposi¢cio proposto no
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esquema 7 e com a equacgao 32. Esta equacéo foi proposta por Noyes e prevé
que a eficiéncia da gaiola (Fj varia linearmente com a fluidez, sendo que para o
nosso caso, o termo quadratico da equagido 32 ndo é significativo, como ja
haviamos demonstrado.

A eficiéncia da gaiola Fr é uma medida quantitativa de como o solvente
afeta o mecanismo de recombinacdo em reagbes radicalares. Junto com a
viscosidade existem outros fatores que afetam Fy corno o tamanho dos pares de
radicais formados, bem como a sua geometria e massa. Noyes j& havia previsto
que o efeito gaiola deve aumentar com o aumento do tamanho do radical e com
a reducdo da massa do radical. Com um tamanho maior, a difusdo do radical
deve ser reduzida, dificultando o afastamento do par de radicais formados,
aumentando sua taxa de recombinacio. A razdo do aumento do efeito gaiola
com a redugao da massa deve-se ao fato de que um radical mais “leve” deve ter
um momento menor e assim uma menor capacidade de “quebrar” a gaiola
exercida pelo solvente.

Para a reagéo radicalar ocorrer é necessaria uma certa orientagido mutua
para que um radical reaja com outro. Assim, qualquer processo que mude a
orientacdo mutua dos radicais ou que evite o realinhamento deles ira reduzir Ff.
As colisGes dos radicais com as moléculas do solvente sio muito freqientes e
tendem a mudar a orientacéo dos radicais. Assim, a recombinagdo geminada sé
ocorre apgs varias colisdes entre os radicais. Apos estas colisdes, se os radicais
néo estiverem alinhados de forma apropriada, os mesmos irdo se difundir antes
que ocorra algum realinhamento acidental (Braden et al., 2001).

Branden e colaboradores (2001) fizeram uma investigacdo do efeito da
polaridade do solvente para compostos organometalicos (Cp’Mo(CO}s, onde Cp’
= n°-CsH4CHs). Estes autores observaram que mesmo com a formacao de pares
de radicais polares, a polaridade do solvente nao afeta ou afeta muito pouco o
processo de recombinac¢do geminada. Os autores concluiram que a orientacgéo
devido a uma interagio eletrostatica entre o radical formado e 0 solvente nao é
significantemente mais rapida do que a orientagao devido as colisées com as

moléculas do solvente.
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E importante ressaltar que no nosso caso, os acompanhamentos cinéticos
mostram o resultado das recombinagdes geminadas e ndo-geminadas sem
distincdo, devido ao monitoramento ter sido feito em intervalos de tempo
longos, isto é com resolucédo temporal baixa.

Para verificar a cinética de recombinacdo na escala de tempo de us foram
feitos acompanhamentos cinéticos da reacgao de liberacao de NO® utilizando-se a
técnica de fotolise de pulso. As medidas de fotdlise de pulso foram feitas em
colaboracdo com o Prof. Dr. Frank H. Quina e o doutorando Paulo F. Moreira do
Instituto de Quimica da USP de Sdo Paulo. Nesses experimentos, foi utilizado
um detetor com constante de tempo baixa para que os resultados obtidos
pudessem ser comparados com os de Wood e colaboradores (1996).

A figura 41 mostra as curvas cinéticas das medidas de fotolise de pulso

da GSNO em solucdo aquosa e em matriz de PEG 600.
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Figura 41. Medidas de fotélise de pulso da GSNO em solucédo aquosa e em matriz de
PEG 600. Concentracdes de 0,03% m/m (~1 x 10- mol L-!), a temperatura ambiente,
com Air = 355 nm, utilizando um laser Quantel YG 660 Nd/YAG. Duragéo do pulso = 8
ns, intervalo entre as medidas = 0,4 ps e tempo total da medida = 168 us.
Comprimento de onda de acompanhamento = 336 nm

A queda inicial da densidade éptica em 336 nm deveria corresponder a

diminuicdo da populagio de GSNO no estado fundamental. Porém, o fato de
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existirem varios pontos entre o estado inicial e o minimo de absorbancia, indica
a ocorréncia de algum outro processo. Este comportamento também se repetiu
em um outro experimento, onde foi feito um acompanhamento dos primeiros 20

us (Fig. 42).
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Figura 42. Medidas de fotolise de pulso da GSNO em solucao aquosa e em matriz de
PEG 600. Concentracgoes de 0,03% m/m (~1 x 102 mol L-1), a temperatura ambiente,
com Air = 355 nm, utilizando um laser Quantel YG 660 Nd/YAG. Intervalo entre

medidas = 0,4 pus e tempo total da medida = 20 ps. Comprimento de onda de
acompanhamento = 336 nm

Estes resultados permitem apenas uma analise qualitativa. Pode-se
observar na figura 41 que a queda na absorbancia apés o pulso de laser é
maior em H20 do que em PEG. A partir de aproximadamente 13 us a
absorbancia comec¢a aumentar, indicando a recombina¢do nao geminada dos
pares de radicais formados. Este retorno ocorre de forma mais brusca na
solucgdo aquosa, atingindo-se um patamar apés 50 us. Na matriz de PEG o valor
de absobancia aumenta continuamente e o patamar néo foi observado apés 200
us.

Pode-se também, fazer uma comparagdao da extensdo da reacgao de
recombinacao. Para este calculo o valor minimo de absorbancia observado em
cada caso, foi considerado 100% da reac¢do de formacao de pares de radicais

que escaparam da gaiola. Assim, o valor de absorbancia “recuperado” durante a
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recombinacao (apoés atingido o valor minimo), corresponde a porcentagem de
formacéo de GSNO através da recombinacdo. No tempo de aproximadamente
75 us pode-se calcular com base na figura 41 que 22% dos pares de radicais se
recombinaram apés o pulso de laser em solugéo aquosa, enquanto em matriz
de PEG este valor foi de 44%. E importante ressaltar que nestes experimentos
foi utilizado um detetor de constante de tempo baixa, assim, tanto a reducao
como o aumento da densidade ética devem estar relacionados com processos
relativamente lentos (da ordem de varios us), dependentes da difusao dos pares
de radicais formados.

Estes resultados podem ser interpretados como uma sequéncia de
reagoes. No tempo zero (t = O us) o pulso de laser é disparado, excitando as
moléculas de GSNO, resultando em uma reducao da populagdo de GSNO no
estado fundamental. Esta populagdo sofrera quebra homolitica da ligacao S-N
formando os pares de radicais GS' ¢ NO'. Uma vez formados estes pares,
dependendo da eficiéncia da gaiola, uma parte deles ira se recombinar e a outra
escapara da gaiola. A quebra homolitica da liga¢io S-N ira causar uma reducgao
no valor de absorbédncia, enquanto a recombinacdo geminada ira causar a
recuperacao do valor de absorbancia. Porém, nao foi possivel observar esta
sequéncia de fotélise e recombinagio geminada (que deve ocorrer na escala de
tempo de 10-° s) neste experimento, uma vez que utilizamos um detetor com a
constante de tempo baixa. A redugdo progressiva (e nao imediata) de
absorbancia até cerca de 10 ps pode ser atribuida a reacio dos radicais tiila
(GS") formados fotoquimicamente, que escaparam da gaiola do solvente, com
GSNOs intactos, formando o dimero GS-SG e NOQ®, causando uma reducao
“lenta” dos valores de absorbancia. Apés alguns ps, a concentracao de GS' é
reduzida devido & sua reagéo com os GSNOs intactos enquanto a concentracéo
de NO® se torna mais alta devido a liberacdo deste radical através desta mesma
reacéo. Assim, em um determinado instante (ponto de minimo de absorbancia)
ocorre um aumento na probabilidade de encontro entre GS® e NO® tornando

esta reacdo mais importante, causando entdo um aumento nos valores de
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absorbancia. Portanto, o aumento dos valores de absorbancia subsequente a
sua redugao pode ser atribuido a reagdo de recombinacio ndo geminada. Esta
interpretagéo € reforgada pelos valores de minimo de absorbancia atingidos na
matriz de PEG e em solugdo aguosa. A reacédo dos radicais GS" com moléculas
de GSNO intactas ¢ dependente da difusdo. Sendo assim, a difusdo destes
radicais € reduzida com o aumento da viscosidade, fazendo com que esta
reacao apresente menor extensdo na matriz de PEG do que em solugio aquosa.
Com o aumento da probabilidade de encontro de GS* com NO® a reacdo de
recombinacio torna-se mais importante, ocorrendo um aumento nos valores de
absorbancia apds cerca de 13 us em solugédo aquosa e em matriz de PEG. Como
a difusao dos radicais em solugéo aquosa é maior do que em matriz de PEG, a
reagao de recombinacéo em solugéo aquosa € mais rapida (2 vezes mais do que
em PEG) e cessa rapidamente apoés ~60 us. A extensido da reagdo de
recombinacdo na solugéo aquosa ¢ baixa (~22%) e isto pode ser atribuido a
uma menor quantidade de radicais GS' presentes na solucdo. Estes radicais
tem a sua quantidade reduzida, devido & sua reagdo com os GSNOs intactos
nos primeiros 13 pus apés o pulso. Além disso, ocorre uma reducio dos radicais
NO’ com o tempo, devido a sua difusdo para fora da solucéo na forma gasosa.
Na matriz de PEG todas estas rea¢des dependentes de difusdo, sio mais
lentas, devido a sua viscosidade ser mais alta. Assim, espera-se que uma maior
porcentagem de radicais GS’ formados permanec¢am ativos na solugio, uma vez
que a reacao com os GSNOs intactos ou com outro GS® é reduzida nesta matriz.
A reacéo de recombinacdo em PEG é 2 vezes mais lenta do que em solucio
aquosa, refletindo a redugéo da difusdo das espécies nesta matriz. Uma maior
extenséo da reagao de recombinacdo também é um reflexo da viscosidade
aumentada, principalmente em relagao ao radical GS’, pois ocorre uma reducéo
da probabilidade de encontro desta espécie com outre GS* ou com GSNO. Além
disso, o tempo de residéncia do NO' nesta matriz deve ser mais alto pois sua

difusdo para fora da solugao também é reduzida.
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Estes resultados concordam com o mecanismo de decomposi¢do dos
RSNOs proposto nesta etapa do trabalho, podendo-se entao, atribuir o aumento
de estabilidade dos RSNOs causado pela matriz de PEG, a um aumento na taxa

de recombina¢édo dos pares de radicais formados.

4.4. Efeito da matriz de copolimero em bloco PEO-PPO-PEQ.

4.4.1. Interpretagdo do mecanismo de micelizagdo e gelifica¢do de copolimeros em
bloco PEO-PPO-PEO

As liberagdes térmica e fotoquimica de NO' a partir dos RSNOs foram
também estudadas em matrizes de hidrogel do copolimero em bloco poli(etileno
glicol)-poli(propileno glicol}-poli(etileno glicol} (Pluronic F-127 (BASF} ou
Poloxamer P 407 (ICI)), designade abreviadamente como F-127. O hidrogel
aquoso formado apresenta gelificagao reversa, isto &, a formagdo do hidrogel
ocorre com o aumento da temperatura. Esta caracteristica permite que
solugoes aquosas deste copolimero na faixa de concentragéo de 20-30 % m/m
sejam liquidas a temperaturas baixas, sendo que a temperaturas mais altas,
como a do corpo humano (~36 °C), ocorra a formagédo de um hidrogel. Devido a
diferencga de polaridade dos blocos de déxido de etileno (OE) e 6xido de propileno
(OP) pode-se dissolver tanto compostos polares como apolares nestas matrizes.
A liberacao controlada de medicamentos utilizando-se géis de F-127 ja vem
sendo estudada por varios pesquisadores, devido a combinacgao das vantagens
do hidrogel com a facil administra¢do de um liquido (Juhasz et al., 1989).

A figura 43 mostra uma representacéo esquematica da formagao de
micelas e do hidrogel com o aumento de concentragao e/ou temperatura. Em
concentragdes muito baixas ou temperaturas baixas as macromoléculas estao
dissolvidas na solugdo. Com o aumento da temperatura e/ou concentracéo,
inicia-se o processo de miceliza¢do com a segregacéo dos seguimentos polares
(OE) que se voltam para o liquido e dos apolares (OP), que se voltam para o

interior das micelas. Em concentracgées suficientemente altas (acima de 20%
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m/m para o F-127), com o aumento da temperatura, as micelas passam a

assumir um arranjo de empacotamento ctubico formando o hidrogel semi-soélido.
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Figura 43. Representacdo esquematica da micelizacdo e gelificacdo causada pelo
aumento da temperatura e/ou concentragao. Os segmentos vermelhos representam as
unidades de repeticao OE e os azuis representam as unidades OP.

Como mostra a figura 43, o processo de gelificacdo é precedido pela
formacao de micelas, que é dependente da temperatura e da concentragao do
copolimero em solugdo. Assim, surge a necessidade de um entendimento do
processo de micelizagdo deste copolimero. A temperaturas e/ou concentragoes
baixas as macromoléculas de F-127 dissolvidas na agua se encontram na forma
de novelos individuais (unimeros). Com o aumento da temperatura e/ou da
concentragao sdo formadas micelas termodinamicamente estaveis (Alexandridis
e Haton, 1995). Esta transi¢do (unimeros — micelas) (Fig. 44) € acompanhada
por um consumo de energia, que pode ser facilmente observado como um pico
endotérmico intenso em medidas de calorimetria diferencial de varredura (DSC)
(Wanka et al., 1994).

A formacao de micelas ocorre devido a diferengca de solubilidade das
unidades OE (hidrofilicas) e unidades OP (hidrofébicas), o que confere a este
copolimero caracteristicas de surfatantes nao iénicos, como a propriedade de
auto-associacdo. A grande solubilidade das unidades OE em agua é atribuida a
um “encaixe perfeito” da estrutura -(CH2-CH2-O)n- na agua. Kjellander e Florin

(1981) sugeriram que a conformacao do polimero pode ser ajustada de forma
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que os segmentos OE preencham os vazios da rede estruturada da agua
causando uma perturbagdo minima nesta rede, em contraste com outros
poliéteres. No caso dos segmentos OP, sua estrutura nao permite este encaixe
perfeito, devido a um impedimento estérico causado pelo grupo metila adicionla
(Alexandridis et al., 1994). Assim, enquanto o poli(6xido de etileno) apresenta
alta solubilidade em agua, o poli(6xido de propileno) é praticamente insoluvel

em agua a temperatura ambiente (Kjelander e Florin, 1981).
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Figura 44. Representag¢ado esquematica da transicdo unimero — micelas (micelizacao)
acompanhada pelo pico endotérmico observado no DSC de alta sensibilidade (HSDSC).
Velocidade de varredura de 15 °C por h para uma solugao com concentracao de 20,5 %
m/m de F-127.

As micelas destes copolimeros (PEO-PPO-PEO) sdo formadas por um
interior hidrofébico, composto de unidades OP e uma coroa hidrofilica,
composta por unidades OE. A formagdo de micelas com o aumento de
temperatura ocorre devido a uma reducéao da solubilidade das unidades OP € o
continuo aumento da temperatura leva a uma reducdo da solubilidade das
unidades OE, levando a formagdo de mesofases e no caso de alguns

copolimeros (PEO-PPO-PEO), a separacao de fases (Pandit et al., 2000).

87



O pico endotérmico observado por DSC é atribuido a energia necessaria
para a desidratagdo das unidades OP, que se tornariam cada vez menos
soliveis em agua, sendo segregadas e por fim formando as micelas (Wanka et
al., 1994). O aumento na temperatura também leva a uma reducdo da
solubilidade das unidades OE, do copolimero. Neste caso, a hipdtese mais
aceita foi desenvolvida por Karlstrom (19835) e reforgada por medidas de
RMNC!3 e calculos de mecanica quantica (Malmsten e Lindman, 1992).
Segundo estes autores, os segmentos OE (-{CH;-CH:0j}-} podem assumir a
conformagao gauche que é mais polar ou trans que é mais apolar. Em
temperaturas mais baixas os segmentos OE estao na forma gauche (mais polar)
que apresenta menor energia e um momento de dipolo relativamente grande, o
que resultaria em uma interagao soluto-solvente maior, tornando o copolimero
mais soliivel (Bailey e Koleske, 1976; Kjellander e Florin, 1981). Com o aumento
da temperatura a conformacao trans (mais apolar) que apresenta maior energia,
é favorecida, reduzindo a interagdo soluto-solvente, colaborando para a
segregacdo do copolimero em solugdo aquosa. Assim, as solugdes destes
copolimeros apresentam um comportamento termotrépice, isto €, sofrem
transicoes de fases com a variagdo de temperatura, mantendo-se a

concentragao constante (Wanka, et al. 1994).

4.4.2. Caracterizag¢dao do processo de gelificagao.

Neste trabalho foram utilizadas solucgées de F127 de concentragoes 10 e
20,5% m/m, que estdo portanto acima da concentragdo micelar critica (cmc)
que se encontra na faixa de 0,7-0,03% m/m {Alexandridis et al.,, 1994} nas
temperaturas de 25 - 35 °C, utilizadas neste trabalho. Foi constatado pela
primeira vez que o processo de gelificacdo pode ser acompanhado utilizando-se
um espectrofotometro UV/Vis {Fig. 45). Nestes experimentos foi observado um
aumento brusco da linha base durante o aquecimento das solug¢des, que foi
atribuido a formag&o do hidrogel. A figura 45 mostra o acompanhamento do

processo de gelificacdo de solugdes de F-127 20,5% m/m puro (circulos
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vermelhos) em comparacgéao com solugées de F-127 20,5% m/m, contendo 15,1
mmol g'! de hidrogel de GSH, 28,4 mmol g! de hidrogel de NAC, 13,8 mmol de
hidrogel de GSNO e 28,4 mmol g-! de hidrogel de SNAC.

GSH NAC

0,091

0,06+

0,03

SNAC

"'......

Absorbancia em 4 = 700 nm

T T | S T T T T T

20 25 30 35 40 45 20 25 30 35 40 45
Temperatura / °C

Figura 45. Variacdes transientes de absorbancia em 700 nm, durante o processo de
gelificacao de solugées de F-127. As curvas com circulos vermelhos sédo da solucéo de
F-127 20,5% m/m pura, mostradas como referéncia; as demais correspondem a
solugdes contendo contendo 15,1 mmol g! de hidrogel de GSH, 28,4 mmol g! de
hidrogel de NAC, 13,8 mmol de hidrogel de GSNO e 28,4 mmol g! de hidrogel de
SNAC, com F-127 20,5% m/m.

A figura 45 mostra que o hidrogel de F-127 puro sofre uma variacdo
transiente da absorcéo da linha base em 700 nm entre 25 e 30 °C enquanto
que nas solugoes contendo GSH, GSNO, NAC e SNAC esta variacao ocorre entre
27-34 °C, 28-38 °C, 30-40 °C e 31-40 °C respectivamente. Estas variacoes
transientes de absorc¢édo foram atribuidas ao processo de gelificacdo. A formacao
do hidrogel em todos os casos foi confirmada invertendo-se a cubeta e
observando-se a temperatura onde nao ocorre mais o escoamento da solucéo.

Em um outro experimento, pequenas esferas de aco (de 1,0 g em média e

0,6 cm de diametro) foram colocadas na superficie das solucdes gelificadas de
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F-127, nas cubetas, ficando sustentadas pelo hidrogel. Com o resfriamento das
solugbes para temperaturas abaixo dos valores onde se iniciam as variagoes

transientes de absorbancia da figura 46, as esferas foram ao fundo das

gel

N, -
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Figura 46. Representacao do experimento com esferas de ago para a confirmacdo da
gelificacao acompanhada pelo espectrofotémetro.

Para a interpretacao desta variacao transiente da linha base é necessario
observar o diagrama de fases do copolimero F-127.

Seguindo-se a seta de aumento de temperatura no diagrama de fases da
figura 47, observa-se que em concentragido proxima a 20% m/m, a solugéo é
isotréopica e homogénea em temperaturas baixas. Com o aumento da
temperatura, a solucao micelar cruza a linha de equilibrio solugao-gel, a partir
da qual ha uma organizagdo das micelas numa estrutura cibica. A solugéo
torna-se bifasica com a transicao de fase micelar — fase ciibica. Embora estas
duas fases sejam isotropicas, a sua coexisténcia (micelas e estruturas ctubicas)
causa a formacdo de micro-ambientes heterogéneos causando um
espalhamento de luz, que pode ser observado como um aumento brusco da
linha base. Apés o processo de formacédo de duas fases, a solugédo torna-se
homogénea novamente, formada inteiramente por micelas em uma estrutura

cubica e observa-se o retorno da linha base para valores préximos aos valores
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de absorbancia originais. E importante ressaltar que este processo s6 é

detectado pois a transigao de fase é conduzida em um estado fora do equilibrio
(Shishido et al., 2003).
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Figura 47. Representacdo do diagrama de fases do F-127 com base no trabalho de
Wanka e colaboradores (1994).

A transicido de fase de uma solugac micelar para uma fase ciubica deve
ser acompanhada também por um pequeno pico endotérmico, logo apos ao pico
endotérmico de micelizagdo, devido ac processo de desidratagdo. Porém, esta
transicdo é considerada quase atérmica, uma vez que a energia envolvida neste
tipo transigdo (transicio de mesofases) é em geral duas ordens de magnitude
menor que a energia envolvida na micelizagao. Além disso, a formagéo da
estrutura cubica envolve uma energia menor do que as outras transi¢des de
mesofases, como da fase ciubica para hexagonal ou da hexagonal para lamelar
observada em outros copolimeros. Isso se deve ao fato de que com a formacéo
da estrutura cubica né&o ocorre alteragdo na densidade das micelas e nem
mudang¢as na sua geometria, sendo que estas alteragbes necessitam de um
maior consumo de energia do que a formagado da estrutura ciubica (Wanka et
al., 1994). Considerando-se a baixa energia envolvida no processo de gelificagio

tentamos utilizar o calorimetro diferencial de varredura de alta sensibilidade
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(HSDSC) para a caracterizagdo do processo de gelificagdo. O HSDSC é capaz de
detectar processos da ordem de pW enquanto o DSC convencional detecta
processos da ordem de mW. Através desta técnica observamos picos intensos e
0s comparamos com as medidas obtidas pelo espectrofotémetro (Fig. 48).

A figura 48 mostra a comparacdo entre as medidas obtidas por HSDSC e
por espectrofotometria. Pode-se observar nesta figura que nas medidas de
HSDSC o pico endotérmico ocorre no intervalo de temperatura de 10 - 25 °C,
enquanto o processo de gelificacio observado pelo espectrofotéometro ocorre no
intervalo de temperatura de 25 - 40 °C. Esta diferenca no intervalo de
temperatura indica que as duas técnicas estdo acompanhando processos
diferentes.

Este comportamento foi esclarecido através da comparagao entre o
acompanhamento das transi¢cdes observadas espectrofotometricamente e
calorimetricamente em uma solugéo aquosa de F-127 na concentracao de 10%
m/m. O grafico (F) da figura 48 mostra que através da técnica calorimétrica
(HSDSC) foi possivel detectar um pico semelhante ao observado nas solugdes
concentradas. Porém, foi observado visualmente (através da inversdo da cubeta)
gue em solugdes com esta concentragdo nédo ocorre o processo de gelificagéo
com o aumento da temperatura. Este comportamento foi confirmado pela
auséncia pico transiente de absor¢ao (curva (F) da Fig. 48). Isso indica que o
pico observado por HSDSC deve ser atribuido a outro processo que ndo o de
gelificacdo. Além disso, foram feitos os calculos das variag¢des de entalpia (AH),
a partir da area dos picos obtidos por HSDSC. Os valores obtidos estao
apresentados na tabela 3. Os valores de AH obtidos mostraram que os
processos acompanhados através de HSDSC apresentaram valores muito altos,
compativeis com os valores de AH de micelizacdo da literatura, que estao no
intervalo de 160 - 444 kJ mol-!, dependendo da concentragio e da origem do
copolimero utilizado. Assim, foi concluido que os picos endotérmicos
observados por HSDSC correspondem ao processo de micelizagdo e nao de

gelificacgéo.
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Figura 48. Comparacéo entre as variacées transientes de absorbancia em A = 700 nm,
obtidas espectrofotometricamente e termogramas obtidos por HSDSC, durante o
processo de gelificagio de soluges de F-127. Foram utilizadas solucées aquosas de F-
127 em concentracéo de 20,5% m/m, sem co-solutos (A) e contendo 15,1 mmol gl de
hidrogel de GSH (B), 13,8 mmol de hidrogel de GSNO (C), 28,4 mmol g! de hidrogel de
NAC (D), 28,4 mmol g! de hidrogel de SNAC (E) e 10,0 % m/m sem co-solutos (F). No
detalhe a transicao da regifo de duas fases para a fase cabica.

Observando-se mais atentamente o pico endotérmico intenso, obtido por
HSDSC da solugédo de F-127 20,5% m/m puro, nota-se um pequeno pico

endotérmico, mostrado em ampliacéo no detalhe da figura 48 (A). Este pequeno
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pico foi atribuido ao processo de gelificacdo. Devido a dificuldade em se definir
a linha base, necesséria para o calculo da area do pico, a variagao de entalpia
foi apenas estimada em AH ~ 0,5 kJ mol-!. Embora este valor esteja abaixo do
valor encontrado na literatura de 1,2 - 1,3 kJ mol! (Wanka et al. 1990; Wanka
et al., 1994) (provavelmente devido ao erro na determinacéo da linha base) sua
magnitude € compativel com a variagdo molar de entalpia esperada para o

processo de gelificacdo em questao.

Tabela 3. Valores de temperatura critica de micelizacao (cmt), variacdo de entalpia de
micelizacdo (AmicH)® e valores de temperatura de gelificacio (Tyq)® para solucbes de F-
127 10 e 20,5 % m/m, sem co-solutos e contendo 15,1 mmol de GSH; 13,8 mmol de
GSNO; 28,4 mmol de NAC e 28,4 mmol de SNAC, por grama de hidrogel.

Composigéao da solugdo (m/m) cmt®/°C  ApicH (kJ mol-1)@) Tgeilb) /oC
 F-12710,0% 13 208 o
F-127 20,5 % 10 262 26
F-127 20,5% / GSH 10 225 27
F-127 20,5% / GSNO 10 180 29
F-127 20,5% / NAC 10 194 30
F-127 20,5% / SNAC 9 182 32

¢ Valores obtidos a partir de medidas de HSDSC.

! Valores calculados a partir da variacdo de absorgéio transiente associado como o processo de
gelificacao.

© cmt € Tyl obtidos no inicio do processo (“onset”) das curvas da figura 48.

@ O erro estimado para as medidas de entalpia foi < 1%,

[ AH estimado para o pico de gelificaciio em detalhe na figura 48 (A) = 0,5 kJ/mol.

A partir da figura 48 foram calculados os valores de Tgq para a gelificacio
das solugdes de F-127 puro e contendo RSH e RSNO. Os valores obtidos
mostraram que a presenga de “co-solutos” (RSNO e RSH) causa um aumento na
Tea. O efeito de co-solutos no processo de micelizagdo e gelificacio de
copolimeros j& foi descrito na literatura e sabe-se que a presenca de sais e

outros co-solutos como glicerina, etanol, drogas hidrofébicas, surfatantes
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aniénicos e ndo idnicos, afeta o comportamento do diagrama de fases dos
copolimeros.

Ions que aumentam a “estruturagio da agua” e induzem a auto-
assoclagao (ou a segregacao) do copolimero, sdo considerados sais “salting out”,
como por exemplo o NaCl. Por outro lado, ions que reduzem a “estruturagdo da
agua”, reduzem a auto-associag¢do do copolimero sdo considerados sais “salting
in”, como por exemplo o NaSCN (Mansur et al.,, 1997). Esta denominagao de
“salting in” para fons chamados também de “quebradores de estrutura”’ e
“salting out” para ions chamados também de “formadores de estrutura”, foi
baseada na teoria que considera que a presenga de ions pode afetar a estrutura
da agua tornando-a mais ou menos polar, alterando sua capacidade de
solubilizagao. Esta teoria nao foi comprovada, porém as denominag¢des “salting
in ou out” sao muito utilizadas, referindo-se ao efeito que estes sais causam no
processo de micelizagdo, gelificagdo e separagio de fases dos copolimeros em
bloco em agua.

Outros pesquisadores consideram que o efeito de co-solutos no
comportamento dos copolimeros em bloco, se deve 4 sua localizacdo na solugao
(Malmsten e Lindman, 1992; Ivanova et al, 2001). Por exemplo, anions
polarizaveis como o SCN- ou co-solutos polares tem uma leve tendéncia a se
acumular na interface da micela, aumentando a solubilidade do copolimero,
causando um aumento na temperatura de gelificacdo. Por outro lado, ions
como Na*® e SOs ficam afastados da interface da micela, uma vez que esta
interface apresenta constante dielétrica baixa e n&o é capaz de neutralizar as
cargas destes ions a ponto de evitar a repulsao entre eles. Este afastamento
pode ser traduzido como um aumento na tenséo interfacial entre o copolimero e
a agua, reduzindo sua solubilidade, ¢ induzindo uma redugéo da temperatura
de gelificacdo (Malmsten e Lindman, 1992). Entdo, como os RSHs e RSNOs sio
moléculas grandes, polares e soliveis em agua, em analogia ao anion SCN-,
pode-se esperar que estes compostos tenham também uma tendéncia a se
acumular na regido da interface da micela, que € mais polar, rica em unidades

OE {coroa), aumentando sua solubilidade e causando um aumento na Tye..
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4.4.3. Efeito da matriz de copolimero em bloco (F-127) na decomposigdo térmica e
fotoquimica dos RSNOs.

Uma vez caracterizado o hidrogel de F-127 e tendo-se uma visao
microscopica de sua estrutura, foram feitos acompanhamentos cinéticos para
se observar como esta matriz afeta a liberacdo de NO a partir da SNAC e da
GSNO. A figura 49 mostra as curvas cinéticas obtidas na decomposi¢ao térmica
e fotoquimica e as velocidades iniciais obtidas a partir destas curvas, para a

SNAC e a GSNO em soluc¢ao aquosa e em hidrogel de F-127.
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Figura 49. Curvas cinéticas obtidas na decomposicao térmica e fotoquimica de GSNO e
SNAC. (a) hidrogéis de F-127 no escuro, (b) em solugées aquosas no escuro, (c)
hidrogéis de F-127 sob irradiacao com A>480 nm e (d) solucdes aquosas sob irradiacao
com A>480 nm. As velocidades iniciais correspondentes foram calculadas a partir das
curvas cinéticas obtidas para SNAC e GSNO. As concentracées de GSNO e de SNAC

sdao de 13,8 e 28,4 mmol g! de hidrogel, respectivamente. A concentracéao de F-127 &
de 20,5% m/m e a temperatura € de 37 °C.
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O calculo das velocidades iniciais mostrou que para a GSNO em hidrogel
de F-127 houve uma redugio de 2 vezes na decomposigao térmica e 1,5 vezes
na decomposicéao fotoquimica, em relagdo a solugédo aquosa. No caso da SNAC,
o hidrogel de F-127 levou a uma redugao de 5 vezes na decomposigéo térmica e
na fotodecomposi¢do ndo houve reducio na liberagdo de NO, em relagdo &
solucdo aquosa. Esta redugdo na velocidade de liberagdo de NO a partir dos
RSNOs foi atribuida novamente ao efeito gaiola imposto pelo solvente, neste
caso, causado pelo microambiente das micelas. A decomposicdo dos RSNOs
deve ser reduzida por qualquer processo que leve a um aumento da
recombinac¢do geminada do par de radicais formados, antes que os radicais
escapem da gaiola do solvente.

Considerando-se que o hidrogel é composto de micelas ordenadas na
estrutura ciibica, é esperado que na regido préxima as micelas o micro
ambiente e a microviscosidade sejam mais parecidos com os da matriz de PEG,
uma vez que a coroa da micela é basicamente formada por unidades OE.
Espera-se também, que na regiao mais afastada das micelas, o micro ambiente
e a microviscosidade sejamn mais parecidos com os da solugédo aquosa. Este
micro-ambiente na regido externa das micelas se caracteriza pelo que pode ser
representado como canais de agua (Fig. 50) (Gilbert et al., 1986). No caso da
SNAC sob irradiagdo, ndo foi observada a redugao da liberagdo de NO' no
hidrogel. Talvez neste caso em particular, o par de radicais formados podem
estar se formando com umn excesso de energia, que é transformada em energia
cinética e assim, pode escapar da gaiola do solvente sem que ocorra uma taxa
de recombinacgdo grande. Durante a fotélise a energia necessaria para que
ocorra a clivagem homolitica é absorvida e o excesso de energia € transformado
em energia cinética. Este excesso de energia cinética seria responsavel por um
maior afastamento do par de radicais formados dificultando assim, sua
recombinagio. Esta hipotese é reforgada pelo fato de que na decomposicédo
térmica da SNAC no hidrogel foi observada uma redugéo na liberagao de NO'.

No caso da liberagéo térmica néo ha esse excesso de energia.
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Assumindo-se que os RSNOs possuem tendéncia em se acumular na
coroa das micelas, que sdo ricas em unidades OE, pode-se considerar em
analogia ao item 4.3, que este microambiente deve favorecer a recombinacao
geminada devido a reducgéao da difusdo do par de radicais formados na coroa da
micela para os canais de agua. Esta representagao em regides distintas, com
microambientes semelhantes aos da agua e aos da matriz de PEG foi
confirmada através de um experimento onde foi comparada a decomposigao
térmica da GSNO, em uma solugao contendo 20,5% m/m de F-127 nao

gelificada e na forma de hidrogel, na mesma temperatura.

“canais de agua”

“canais de dgua”

“canais de dgua”

Figura 50. Representagao esquematica da estrutura cubica de micelas, mostrando
regides mais ricas em unidades OE (coroa da micela, segmentos vermelhos e as
unidades OP representadas em azul) e regides mais distantes da micela, onde a
microviscosidade deve ser semelhante ao da agua (“canais de agua”). Os pontos em
rosa representam as moléculas de RSNOs.

Utilizando-se o efeito de deslocamento da temperatura de gelificagao
devido a presenca de sais, foi feito um experimento a T = 20 °C, onde a solugéao
de F-127 em concentragao de 20,5% m/m é liquida. A decomposigao térmica da
GSNO nesta solugdo foi comparada com uma solugdo de F-127 na mesma
concentracdo, contendo além da GSNO, 0,6 mol L+ de NaCl (co-soluto
tipicamente “salting out”). A presenca deste sal induz a gelificacéo, a T = 20 °C.

Assim, foi possivel observar o efeito do processo de gelificagao na decomposigao

98



da GSNO. A figura 51 mostra a comparacao entre as curvas cinéticas e as
correspondentes velocidade iniciais de decomposi¢do da GSNO em uma solucgéo
liquida (nao gelificada) de F-127, uma solucéo gelificada de F-127 uma solucao
aquosa. As concentracoes de GSNO e de F-127 e a temperatura sdo as mesmas
nos trés casos, sendo que a unica diferenca entre as solugdes de F-127 é a

presenca ou nao de NaCl.

8,0
(A) 1B
1,0+ F-127/GSNO/NaCl
(hidrogel) L
\ gt
0,8 Et-
s it B
3 Ik z
=] DJ-J_ [
! 0,6 IhJ o e
5 Tl g E
5 I GSNO/H,0 -
- g
E‘ 0,4—1 | \ 2 ..0..
! V5 i
P ol L
0,2 = - 5"
3 Wiy
. Sl T
C Ssul
Rl
\ F-127[/GSNO (liquido)
T .7 | T T ¥ T d T b T ¥
0 20 40 60 80 100 120 140 F-127/GSNO GSNO/H_0 F-127/GSNO

Tempo / min (liguido) NaCl
(hidrogel)

Figura 51. (A) Curvas cinéticas de liberacao de NO’ obtidas durante a decomposicao
térmica da GSNO em uma solucao liquida (nao gelificada) de F-127, uma solucgao
gelificada de F-127 e uma solugao aquosa. (B) Velocidades iniciais calculadas a partir
das curvas cinéticas. A concentracio de GSNO inicial € de 13,8 mmol g! de hidrogel e
ade F-127 é de 20,5% m/m. T = 20 C.

A comparagado das velocidades iniciais mostra que a matriz de F-127
liquida reduz a liberacdo térmica de NO® em cerca de 10 vezes em relacdo ao
hidrogel. Este comportamento indica que com a estruturacéo das micelas esta
ocorrendo a formacéao dos canais de agua. Com isso, as moléculas de RSNO que
estdo no microambiente mais semelhante as solugées aquosas estdo sujeitas a
um menor efeito gaiola do que as moléculas proximas as micelas, que
apresentam microambientes mais parecidos com a matriz de PEG. Assim,

espera-se que no hidrogel ocorra a soma da liberagao de NO® mais lenta para as
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moléculas de GSNO localizadas na coroa da micela e uma liberagdo mais rapida
nos “canais de agua’. Este comportamento resulta em uma reducdo na
liberacdo de NO" na fase de hidrogel, se comparado com a dgua, como mostrado
na figura 50, onde foi observado que o hidrogel reduz a liberagdo térmica de
NO® da GSNO 2 vezes em comparag¢io com a solugéo aquosa.

Um outro aspecto que pode ser observado nestas medidas, é a diferenga
entre a liberacdo de NO® a partir do hidrogel sem NaCl a 37 °C (vi = 2,3 + 0,1
pmol L1 min!) e do hidrogel com NaCl a 20 °C (v; = 7,2 + 0,2 umol L-! min-1).
Nota-se que a presenca de NaCl causa uma aceleragao na liberagéo de NO® de
aproximadamente 3 vezes. Este comportamento é o inverso do esperado, uma
vez que com a redugéo da temperatura deveria ocorrer a reducgéo da liberagdo
de NO'. No caso da solugdo aquosa foi observado que a T=20 °C avi= 2,4 + 0,2
umol L'l minteaT=37°Cavi=4,7+0,5 umol L'! min'!. Qu seja, ocorre uma
reducgéo de aproximadamente 2 vezes na libera¢do de NO* devido & reducio da
temperatura. No caso do hidrogel, além da aceleracdo da liberagdo de NO' o
valor de v; no hidrogel na presenca de NaCl é de cerca de 3 vezes maior que em
solucdo aquosa. Este comportamento pode estar relacionado com a rigidez da
matriz. Quanto mais rigido o hidrogel, menos solvatadas estardo as unidades
OE na coroa da micela, resultando em uma maior interacédo entre as unidades
OE de diferentes micelas. O aumento na rigidez do gel pode levar a uma maior
segregacao, causando um aumento dos microambientes semelhantes a agua,
isto é, um aumento no volume dos “canais de agua”. Se este aumento da
segregagdo ocorre, a solugdo contida nos canais de agua torna-se mais
concentrada em GSNO do que as solugdes aquosas ou de hidrogel sem NaCl. O
aumento na concentragao de GSNO pode levar a um aumento na sua
decomposigédo devido a um favorecimento da reagao de auto-catalise que ocorre
em sclugdes concentradas (como ja visto no item.4.2.2.).

Além do aumento do produto da recombinagdo geminada, em matrizes
com muaior viscosidade, ocorre um aumento do produto da recombina¢éo néo

geminada, ambos produzindo RSNQO. Esta recombinagdo nao geminada
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depende do encontro dos pares de radicais apés escaparem da gaiola inicial do
solvente. Assim, a recombinac¢do ndo geminada ird depender da difusdo das
espécies na solugao.

As reagdes de desativagao do radical tiila (RS’) dependem do seu encontro

ou com outro radical tiila, ou com um RSNO intacto ou com NO® (egs. 45-46),

RS' +RS' — RS-SR (45)
RS’ + RSNO — RS-SR + NO' (46)
RS" + NO" — RSNO (47)

No encontro do RS’ com outro RS" ou RSNO (egs. 45 e 47), ocorre a
formacao do dimero estavel RS-SR, com a liberacao de um NQO® adicional no
caso da reacdo com o RSNO (eq. 46). No terceiro caso, (0 encontro com o NO°)
ocorrera a formagao de um RSNO, produto da recombinagio ndo geminada.
Devido & diferenga de tamanho dos radicais, pode-se esperar que o RS’ se
difunda mais lentamente que o NO°. Assim, em matrizes mais viscosas o
encontro de um RS’ com outro RS® ou com RSNO sera menos provavel, o que
causa um aumento da meia vida deste radical na solu¢ido, aumentando-se
entdo, a probabilidade de recombinac¢io ndo geminada através do encontro do
RS’ com o NO'. O NO® por outro lado, pode ser desativado através da reacgao
com O3z, produzindo NO" ou pode escapar da solucéo na forma de gas. Porém,
devido a sua caracteristica relativamente lipofilica (Clarke e Gaul, 1993) o NO*
tera uma pequena tendéncia a se acumular no interior hidrofébico da micela.
Este efeito pode levar a um aumento no tempo de residéncia do NO* na solugao,
aumentando sua probabilidade de recombinac¢iao n&o geminada com RS'. Este
aumento na meia vida e/ou tempo de residéncia do NO' e do radical tiila

também podem ser um dos fatores que causam a redugao da decomposicao de

RSNOs em matrizes de F-127 liquidas.
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5- Conclusodes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

» E possivel S-nitrosar tiéis através do borbulhamento direto de uma mistura
gasosa de NO'/O:2 em solugbes contendo os tidis, de forma controlada e
estequiométrica. Esta reacéo de S-nitrosacao pode ser feita diretamente nas
matrizes como o PEG, permitindo que RSNOs instaves como a SNAC e a
CiSNO sejam incorporadas nestas matrizes. Além disso, concluiu-se que
tanto o excesso do agente nitrosante, como o excesso de tidis afetam de
forma significativa a liberagso de NO" dos RSNOs.

» A liberagéo de NO® a partir dos RSNOs depende de sua concentracéo inicial,
devido 4 ocorréncia de uma reacdo autocatalitica envolvendo os radicais
tiila (RS").

»> Os RSNOs podem ser incorporados em hidrogéis de copolimero em bloco (F-
127), sendo que o processo de gelificacdo dos hidrogéis pode ser
acompanhado espectrofotometricamente.

> As matrizes de PEG e hidrogéis causam uma estabilizagio dos RSNOs,
indicando um potencial de uso destes sistemas na area farmacéutica.

» A analise da dependéncia do rendimento quantico {®} e das velocidades
iniciais (vis) com a fluidez (1/n) do solvente indica que a liberacao
fotoquimica do NO® dos doadores pode ser explicada pelo modelo de

recombinagéo radicalar proposta por Noyes.
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