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RESUMO

Titulo: FOTOQUIMICA DE DOADORES DE OXIDO NiTRICO (NO): DECOMPOSICAO
DO NITROPRUSSIATO DE SODIO E DA S-NITROSO-L-CISTEINA EM MATRIZES DE
AGUA E DE POLKETILENOQO GLICOL).

Autora: Silvia Mika Shishido.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira.

Departamento de Fisico-Quimica- Instituto de Quimica - UNICAMP.

Palavras chave: oxido nitrico, nitroprussiato de sddio, S-nitroso-L-cisteina, poli(etileno glicol),
fotoquimica.

Verificou-se recentemente que o 6xido nitrico (NO®) € uma espécie endogena responsavel
pela dilatagdio dos vasos sangilineos, sendo também ativo no cérebro e no sistema imune. O
nitroprussiato de sédio (Nay[Fe(CN)s(NO)], NPS) ¢ um complexo doador de NO®, extensamente
utilizado no controle da pressdo sangiiinea durante cirurgias e tratamentos de hipertensdo. Além
da doagiio de NO°, sabe-se que este complexo pode liberar seus ligantes CN fotoquimicamente,
implicando em risco de intoxicagio durante o manuseio de solugdes. A S-nitroso-L-cisteina
(C3H,NO,S, CySNO) é um nitrosotiol endégeno e instavel, ao qual se atribui as fungles de
armazenamento ¢ transporte de NO® in vivo. O fato da CySNO nio poder ser isolada, devido a
sua instabilidade, torna atraente a incorporagio ¢ a estabilizagio deste composto em matrizes de
poli(etileno glicol) (PEG).

Os objetivos deste trabalho foram a caracterizagdo da fotossensibilidade do NPS, a
identificagdo dos seus fotoprodutos e a comparagic dos efeitos das matrizes de PEG 300 ¢ de
agua nos processos fotoquimicos do NPS e da CySNO. Solugbes de NPS e CySNO foram
irradiadas com luz UV/Vis, acompanhando-se as variagdes espectrais nas regides do UV/Vise IV
e as cinéticas de decomposi¢&o.

Os principais fotoprodutos detectados, tanto na fotélise de solugdes aquosas de NPS como em
solucdes de PEG 300 irradiadas com luz policromatica, foram: [Fe™(CN)s.x(solv)]*?,
[Fe'(CN)s(solv)y]*?, NO*, NO™, Fem[FeH(CN)s]' e Fe'4[Fe(CN)¢]3. Nas reagbes térmicas apos
a fotolise de solugdes de NPS em PEG 300, foi observado o retorno de ions CN” & primeira esfera
de coordenagdo do ferro. A analise da fotossensibilidade de solugdes de NPS em agua ¢ em PEG
300 em relagio ao comprimento de onda de irradiagiio em A; maiores que 314 nm, mostrou que a
transi¢do eletrdnica mais fotoativa € a dyzy,—T*NO (394nm). A matriz de PEG 300 leva uma
grande redu¢iio das velocidades inicias de decomposi¢io do NPS em relagdo a matriz de agua.
Esta redugio, também foi observada em solugbes de S-nitroso-L-cisteina em PEG 300 e pode ser
atribuida ao efeito gaiola (cage effect) que causa um aumento na taxa de recombinagio do par de

radicais formados nos processos de fotoejecio dos ligantes. Estes resultados indicam que as

matrizes de PEG apresentam um potencial de uso para a liberagdo controlada de NO".
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ABSTRACT

Title: Photochemistry of nitric oxide (NO) donors: Decomposition of sodium nitroprusside and
S-nitroso-L-cysteine in water and in poly(ethylene glycol) matrices.

Author: Silvia Mika Shishido.

Adpvisor: Prof. Dr. Marcelo Ganzarolli de Oliveira.

Departamento de Fisico-Quimica - Instituto de Quimica - UNICAMP.

Key words: nitric oxide, sodium nitroprusside, S-nitroso-L-cysteine, poly(ethylene glycol),
photochemistry.

Nitric Oxide (NO) has recently been discovered to be an endogenous species that
accounts for the vasodilatation process, being also active in the brain and immune system.
Sodium Nitroprusside (Naz[Fe(CN)s(NO)], SNP) is a NO donor widely used as a potent
vasodilator for the lowering of blood pressure during surgery and in the management of
hypertensive crises. In addition to the refease of NO, it is also known that SNP may release CN
ligands in photochemical processes, leading to the risk of cyanide toxicity. S-nitroso-L-cysteine
{CySNO) is an unstable nitrosothiol and has been considered to be involved in the storage and
transport of NO in vivo. The possibitity of stabilizing CySNO in Poly(ethylene glycol) matrices,
may allow for its storage and for the controlled release of NO in pharmaceutical applications.

The main aims of this work were: a) to characterize the photosensitivity of NPS solutions
in the UV/Vis range, b) to identify the main photoproducts of SNP and CySNO in aqueous
solutions and in polymer matrices, c¢) to evaluate the matrix effects on the kinetics of
decomposition of SNP and CySNO in both matrices. SNP and CySNO solutions were irradiated
with UV/Vis light. Spectral changes and kinetic behavior during photolysis were monitored in
the UV/Vis and IR ranges.

Results obtained showed that the main photoproducts in the irradiation of SNP solutions
with polychromatic light, in both PEG 300 and water are: [Fe™(CN)s.(solv)]*?,
[Fe(CN)s..(s0lv)e]*>, NO, NO*, Fe'[Fe(CN)s] and Fe™4[Fe"(CN)s]s. Thermal dark reactions
lead to return of free CN™ ions to the first coordination sphere of the iron ions. The
photosensitivity of SNP solutions in PEG and water, relative to irradiations with A; above
314 nm, showed that the main photoactive transition is the dy.,,—% (NO) at 394 nm. It was
observed that PEG 300 matrices lead to a significative decrease in the initial rates of
photodecomposition, relative to those observed in aqueous solutions. This apparent stabilization
effect was also obtained in the decomposition of CySNO in PEG 300 matrices and can be
assigned to a cage effect, leading to an increased rate of genﬂnated recombination of the radical
pairs formed in the primary photoprocesses. These results show that PEG matrices have a

potential of use in applications that require a controlled release of NO from NO donors.
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Nota de esclarecimento

Este trabalho estd dividido em quatro tépicos relacionados com a fotoquimica de
dois compostos doadores de NO®: o nitroprussiato de sodio (NPS) e a
S-nitroso-L-cisteina (CySNO). Os trés primeiros topicos estio relacionados com a
fotoquimica do NPS e contém a caracterizagdo dos fotoprodutos do NPS em solugdo
aquosa e em Poli(etileno glicol) (PEG) 300, uma analise da sua fotossensibilidade em
relagdo ao comprimento de onda de irradiagio e os efeitos causados pela matriz no
processo de fotolise. O quarto topico descreve a sintese da CySNO incorporada em
matriz de PEG 300 ¢ o efeito causado por essa matriz nas reagdes de decomposigio

térmica ¢ fotoquimica deste composto.

INFORMACOES INTRODUTORIAS

Importincia bioquimica do éxide nitrico

Nos ultimos vinte anos o interesse no comportamento quimico do éxido nitrico
(NO") e nos efeitos causados por esta molécula no organismo humano cresceu
significantemente (Moncada, 1992, 1994; Lancaster, 1996). Inicialmente o interesse no
NO® esteve associado mais aos seus efeitos nocivos. Esta molécula simples foi
identificada no ar como sendo um dos gases toxicos resultantes da exaustdo dos motores
de combustio interna. Uma anélise répida de sua estrutura eletrdnica revela que o NO” ¢
um radical livre, trazendo de imediato algumas preocupagdes. Ele pode ser também um
forte agente oxidante ou redutor. O seu produto final de oxidagdo (NOs) pode ser
carregado para as aguas potaveis transformando-se num agente de risco a saude. Porém, o
grande aumento recente do interesse cientifico pelo NO® néo foi motivado pela sua agdo
toxica, mas sim pela descoberta de que o NO® é uma espécie endogena que atua como
mensageiro entre as células dos animais superiores, incluindo os humanos
(R.P. L. WilliamS, 1996). Em 1980 Furchgott ¢ Zawadski constataram acidentalmente
que os efeito vasorrelaxadores da acetilcolina (Ach) dependiam da presenga de um

endotélio integro. Vasos dos quais o endotélio havia sido removido respondiam com
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constrigdo a este agente. Propuseram a hipétese de que o relaxamento era causado pela
agdio da Ach sobre receptores de células endoteliais que quando estimulados, induziam a
sintese de uma substincia que atuaria na musculatura vascular, relaxando-a.
Denominaram a substincia de Fator de Relaxagio Derivado do Endotélioc (EDRF).
Em 1986, descobriu-se que o EDRF ¢ um inibidor da agregagio plaquetdria e da adesdo
de trombécitos ao endotélio de vasos (Radomski, 1987 (a) e (b)). Nesta época,
observagdes independentes realizadas por Palmer et al. (1987) e Ignarro et al. (1988)
revelaram que o EDRF poderia ser 0 NO®. Em 1987 Moncada et al. (1989) demonstraram
que culturas de células endoteliais sintetizavam o NO" a partir de dtomos de nitrogénio do
terminal guanidino da L-arginina levando a formagdo de citrulina. Verificou-se também
que a reagfo era mediada por uma enzima soliivel, a NO-sintetase. Estes dados levaram &
indicagio de uma rota enzimética especifica para a sintese de NO*, passivel de
manipulagio farmacologica e bioquimica (Francischetti, 1995).

A natureza difusiva do NO® permite que ele tenha uma capacidade unica de
participagio na comunicagdo transcelular. O NO® liberado localmente no endotélio
vascular pode se comunicar rapidamente com células adjacentes que contenham
guanilato-ciclaée, levando-as a atuar em conjunto em respostas fisiolégicas. O tempo de
meia vida curto do NO®, cria a possibilidade de que ele atue como um neurotransmissor,
difundindo-se para fora dos neurdnios imediatamente ap6s a sua sintese (Snyder, 1992).
O NO"* ¢ também sintetizado e liberado por macrofagos ativados e neutréfilos e parece
ser responsavel pelas agdes citotoxicas destas células. Neste caso, a citotoxidade se deve
a uma concentragio alta, localizada, de NO* (pelo menos 100 vezes mais alta que a
concentragio gerada pelas células endoteliais). Altas concentfac(")es de NO® podem causar
danos a proteinas que contém ferro, levando a ruptura ‘das fun¢des celulares. Em
concentragdes altas o0 NO® também pode reagir com o &nion superoxido levando a
formagéo do anion peroxinitrito (HONOO") e de outras espécies radicalares citotoxicas
(Hensley, 1997).

A gama completa de agdes bioquimicas do NO® néio € conhecida até o momento. A
vasodilatagdo é talvez a sua mais importante agéo bioquimica. Esta descoberta permitin

compreender em parte a a¢do de drogas vasodilatadoras ji utilizadas ha muito tempo,



como os nitratos, a nitroglicerina e o nitroprussiato de sodio (NPS). Estes compostos séo
utilizados em larga escala no tratamento de pacientes que sofrem de angina e hipertenso.
A agdo dos nitratos e nitrocompostos se baseia na sua redugio com produgdo de NO®, que
atua, entfo, diretamente na musculatura dos vasos sangiiineos (R.P.J. Williams, 1996).
Apés todas estas descobertas, um volume cada vez maior de artigos sobre o
comportamento quimico e bioquimico do NO® tem sido publicados (Etcheverry, 1989,
Borges e Gomes, 1997). O NO' foi eleito como ‘a molécula do ano’ em 1992 pela revista
Science (Culotta e Koshland, 1992) e atualmente sdo publicados cerca de 300 artigos por
més sobre aspectos quimicos e bioquimicos do NO® (D.L.H. Williams, 1996). Desta
forma, qualquer composto capaz de gerar NO' segja em processos térmicos ou
fotoquimicos, apresenta em principio, um grande interesse relacionado com a

possibilidade de sua utilizagio na geragéio do NO® in vivo.

Propriedades fisico-quimicas do éxido nitrico

O NO® tem a configuragio eletrnica o’c*?, o’n'n* (Fig. 1), com um elétron
desemparelhado no seu orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) =*. Possui
ordem de ligagio de 2,5 (6 elétrons nos orbitais ligantes - 1 elétron no orbital
anti-ligante), consistente com a distincia interatdmica de 1,15 A, que ¢ intermedidria
entre a distincia de uma ligagdo tripla do NO" de 1,06 A e da distincia representativa de
uma ligagio dupla, que é cerca de 1,20 A (Wilkinson, 1987). Este radical dificilmente
forma o dimero N;O,, pois a maior parte dos radicais dimerizam devido ao aumento na
ordem total de ligages, apos a dimerizagdo (Jolly, 1964). No caso do N>O, a ordem de
ligagdio é igual a S, que é o mesmo que duas moléculas de NO® separadas. Além disso, a
redugdio da energia livre de Gibbs é negligenciavel (a energia liberada ¢ de apenas
-2,6 kcal. mol™) com uma redugdo da entropia. A 300° C e latm, o valor de -TAS € de
+4.3 kcal.mol™. Estes fatores tornam a dimerizagdo desfavoravel, a ndo ser em altas

concentragdes de NO® (Lancaster, 1996).
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Figura 1. Orbitais moleculares do NO* (Wilkinson, 1987).

O elétron desemparelhado no orbital #* pode ser facilmente removido (potencial de
jonizagdo de 9,23 eV) ocorrendo a formagdo do cation nitrosdnio (NO"). O NO® pode ser
reduzido formando NO e também pode sofrer reagdes de desproporcionamento
produzindo N,O e NO,. Em meio aquoso na presenga de oxigénio, ele ¢ rapidamente
destruido formando NO,’ que por hidrélise origina nitratos e nitritos. Contudo, em
concentragdes baixas na auséncia de oxigénio ele pode sobreviver por um tempo
consideravelmente longo (alguns segundos) (Clarke, 1993).

O numero de oxidagiio do nitrogénio se reflete na freqiiéncia de estiramento da
ligagio N-O (Stamler, 1992 (b)) como pode ser visto (Tab. 1).

Tabela 1. Propriedades dos mondxidos de nitrogénio (Stamler, 1992 (a)).

Molécula  Numero de oxidagio do  Comprimento da ligagio  Estiramento

nitrogénio &) N-O (cm™)
mNO* N 3+ 0,95 | 2300 |
NO* 2+ 1,15 1840
NO ' 1+ 1,26 1290




O NO" possui um momento de dipolo elétrico pequeno ¢ ¢ quase igualmente soluvel
em muitos solventes. A pressdo de vapor de 1 atm os coeficientes de partigio entre o
solvente ¢ a fase gasosa seguem a ordem: metanol 0,36; benzeno 0,30; pentano 0,25 e
4gua 0,07 indicando que o NO’ é relativamente lipofilico. Entéio € esperado que (como o
0O;) cle ’po'ssa difundir facilmente da agua para solventes orgémicos, através de
membranas  biolégicas e para interiores  hidrofébicos de  proteinas
(R.J.P. Williams, 1996).

Coordenaciio do NO a metais

O NO" coordena-se rapidamente com metais de transi¢do e pode formar trés tipos

de complexos metal-nitrosila:

- grupos M-N-O, terminal (linear). Esse tipo de coordenagéo € observado quando
o metal apresenta baixo nimero de oxidagio. Nestes casos ocorre a perda do elétron do
orbital n*, formando o cétion nitrosénio (NO'), o nitrogénio fica com mimero de

oxidagdo 3+ e o ligante fica formalmente como NO' (Fricker, 1995 e Wilkinson, 1987).

- grupos M-N-O, terminal (angular). Esse tipo de coordenagdio € observado
quando o metal apresenta alto numero de oxidagdio. Nestes casos o NO® pode ser
representado como NO e o niimero de oxida¢do do nitrogénio é 1+. O angulo da ligagio
pode variar entre 120° e 140° (Fricker, 1995 ¢ Wilkinson, 1987).

- grupos NO formando pontes entre ions metilices. A natureza desta ligagdo nfo
é bem estabelecida e os complexos estudados formam pontes com mais de um grupo NO
(Wilkinson, 1987).

A tabela 2 mostra alguns exemplos de complexos que apresentam estes trés tipos de
coordenagdo do NO.
O NO' gasoso é paramagnético mas em solugio ndio sdo observados picos no

espectro de ressondncia eletronica paramagnética. Os complexos contendo NO podem ou



ndo apresentar paramgnetismo, indicando que a coordenagdo pode envolver tanto 0 NO®

quanto o NO".

Tabela 2. Exemplos de complexos com M-N-O angular, linear ¢ M-NO-M
{(Wilkinson, 1987).

Complexo tipo do complexo
[Fe(CN)sNOJ* M-N-O linear
[RuCls(NO)P* M-N-O linear

[[xCI(CO)(PPh3),(NO)] M-N-O angular

[RuCI(NO),(PPhs),]" M-N-O angular
Pt4(MeCO,)s(NO), formando pontes entre ions metalicos
Ruz(CO)o(NO), formando pontes entre ions metalicos

Doadores e transportaderes de NO*

Os reagentes quimicos mais utilizados como doadores continuos de NO® em
condigdes fisioldgicas sdo a nitroglicerina (NG), o nitroprussiato de sodio (NPS) ¢ a
S-nitroso-N-acetil-penicilamina (SN AP) (Shaffer et al.,1992).

Além destes compostos existem outros doadores de NO® e que podem ser
classificados nas seguintes classes: nitratos orginicos, nitritos organicos, derivados de
floxanos, complexos ferro-nitrosila e nitrosotiois.

Os floxanos, nitratos e nitritos orginicos reagem com os tidis enddégenos para
formar intermediarios RSNO que séo responsaveis pela liberagdo de NO'. A agéio destas
classes de doadores de NO® depende da presenga de RSH. Quando este ¢ consumido em
grandes: quantidades, sua disponibilidade diminui, causando tolerdncia a estes
medicamentos. Os nitratos e nitritos mais comuns s30 o dinitrato de isosorbida,
tetranitrato de pentaeritritol, nitrito de amila e a NG (Abrams, 1986). A NG foi utilizada



durante mais de 100 anos para tratamento de angina e outros problemas de circulagio
(D.L.H.Williams, 1996).

Complexos ferro-nitrosila também podem ser usados como doadores de NO'. O
principal complexo Fe-NO ¢ o nitroprussiato de sodio ([Fe(CN)s(NO)I*, NPS
(Ross et al., 1994) que é amplamente utilizado como vasodilatador em ataques de
hipettensﬁo, devido ao seu efeito ser muito rapido e no tratamento de hipertensdo crénica,
pois ndo causa tolerdncia. Porém, existe a possibilidade da liberagdo dos ligantes CN°
causando intoxicagio por cianetos.

Recentemente, estio sendo desenvolvidos novos doadores de NO°
(Hrabie et al., 1993) como os NOCs. Tais compostos sdo aminas que contem NO® e sua
estrutura genérica esta apresentada no quadro 1.

O quadro 1 mostra a forma genérica que sdo representados os nitratos e nitritos

organicos, os nitrosotiois, os floxanos e 0s NOCs .

Quadro 1. Forma genérica de algumas classes de doadores de NO°. (Feelisch ef al,,
1989 e Drago e Panlik, 1960).

0
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| nitritos organicos + |
- N N \ + N
o AN o y o R— ﬂ/ \0-
2
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orgénico complexos NO-amino

nitrosotiois floxanos

(NOCs)

De todas as classes de doadores de NO® a que tem recebido a maior atengdo € a dos
S-nitrosotiois. Foi constatado que algumas déstas espécies como a S-nitrosoglutationa
(GSNO) e a S-nitrosocisteina (CySNO) estdio presentes no plasma humano. Os RSNO
mais utilizados na pesquisa de doadores de NO® sdo a nitroso albumina bovina,
(Stamler 1992 (b)) 2 GSNO, a CySNO, a S-nitroso-N-acetil-penicilamina (SNAP) e a
S-nitroso-N-acetil-L-cisteina (Singh, 1996).

A vasodilatagio depeiﬁdente do endotélio tem sido atribuida ao NO* derivado da

NO-sintetase. A a¢do do NO® na vasodilatagdo implica no estimulo da guanilato ciclase,




que causa a relaxagdo da musculatura lisa. Isso indica que o NO® deve ser transportado da
NO-sintetase até a guanilato ciclase. Sabe-se que no meio celular e no plasma existem
muitas espécies que podem desativar rapidamente o NO°, como o oxigénio, anion
superdxido e grupoé‘ heme do ferro. Assim, o0 NO°® in vivo apresenta um tempo de meia
vida (t,;) de aproximadamente 0,1 s em contraste com o t;, do EDRF que ¢ da ordem de
segundos. Tal diferenga nos t;, sugere que o NO° ¢ estabilizado por uma molécula
carregadora que prolonga seu t;; mantendo sua atividade biolégica (Stamler, 1992 (b)).

Uma classe de moléculas biologicas importantes que pode exercer esta fungdo sdo
os tiois de baixo peso molecular, que sdo abundantes no plasma humano (Gaston, 1993).
Estes compostos podem ser facilmente nitrosados, gerando os nitrosotiois (RSNO) que
sdo significantemente mais estaveis que o NO’. Os RSNO também apresentam
propriedades vasodilatadoras e sdo capazes de inibir a agregaciio plaquetiria
(Stamler, 1992 (b)). Assim, os RSNO 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).

Poli(etileno glicol

Os poli(etileno glicdis) (PEGs) sdo polimeros sintéticos, soliveis em éagua e
compostos por unidades oxietileno com  grupos terminais  hidroxila
(H(-CH,-CH»-0),0H) (Dévidson, 1980). Estes polimeros apresentam uma combinagio
interessante de propriedades como estabilidade térmica e fotoquimica, lubricidade,
solubilidade em 4gua, baixa toxicidade e volatilidade, disponibilidade em uma ampla
faixa de massas moleculares, desde liquidos viscosos até solidos & temperatura ambiente
(Davidson, 1980; Sanches-Soto, 1990). Devido a essas caracteristicas, os PEGs sdo
utilizados em alimentos, pomadas, cremes cosméticos, loges € como carregadores
inertes em varios medicamentos que necessitam de uma liberagdio lenta do principio
ativo.

Os veiculos que prolongam a liberagdo de drogas sdo de grande interesse pois eles

possibilitam uma maior seletividade da atividade farmacologica (Kim, 1997) e podem



aumentar a absor¢fio da substincia ativa, permitindo a redugdo de sua propor¢do
(Davidson, 1980). A presenga de PEG em solugdes de proteinas, por exemplo, altera
substancialmente suas propriedades como tempo de vida ¢ estabilidade (Brucato, 1990).
Como a maioria dos nitrosotidis é termicamente instivel uma boa alternativa para
possibilitar o trabalho com estes compostos € a sua incorporagéio em matrizes de PEG. A
obten¢do de nitrosotidis termicamente estiveis, 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 irradiagio com luz visivel, exercendo nos mesmos uma agio
citotoxica, tumoricida (Wood, 1996; Sexton, 1994).

Portanto, ¢ de grande importincia observar o efeito destas matrizes no
comportamento da fotolise de compostos doadores de NO® (tanto de nitrosotidis como do
NPS), devido a possibilidade de uma liberagio controlada desta espécie e pelo seu

potencial em aplicagdes na area farmacéutica.



OBJETIVOS DO TRABALHO

- Identificar os fotoprodutos e determinar os mecanismos das reagdes fotoquimicas e

térmicas do NPS e CySNO em matrizes de PEG e agua.

- Determinar o efeito da matriz de PEG no comportamento fotoquimico dos compostos

estudados.
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1. CARACTERIZACAO DOS PRODUTOS FORMADOS NA FOTOLISE DE
SOLUCOES DE NITROPRUSSIATO DE SODIO EM AGUA E EM PEG 300

Introducfo

O pentacianonitrosilferrato de sodio ou nitroprussiato de soédio (NPS,
Na,[Fe(CN)s(NO)]), vem sendo utilizado, ha mais de 40 anos como vasodilatador em
casos de emergéncia em ataques de hipertensdo, no controle da pressdo sangiiinea em
cirurgias e no tratamento da hipertensdio cronica (Gifford, 1959, Bates, 1991 e
Singh, 1995). Este complexo € comercializado em solugio aquosa com os nomes de
Nipride® ou Nitropress® (Clarke e Gaul, 1993). A maior vantagem do uso do NPS como
droga hipotensiva é a obtengfio de uma resposta rapida sem a necessidade de
administri-la em excesso. A agfio hipotensiva do NPS foi inicialmente observada em
1929 no tratamento de pacientes que se apresentavam gravemente hipertensos, nfio tendo
sido observados efeitos colaterais. Desde entdo, tentou-se esclarecer qual ¢ a forma de
agdio do NPS e como ele é metabolisado no organismo. Em particular, tem-se¢ dado muita
atengdo ao que ocorre com os ligantes CN', que podem Ievar a conseqiiéncias desastrosas
se liberados in vivo, como cianetos livres (Butler e Glidewell, 1987).

Atualmente, sabe-se que a agdo do NPS é baseada na produgéio de éxido nitrico
(NO"), de forma semelhante a agdo dos nitratos orgdnicos. O NO* ¢ responsavel por
ativar a enzima guanilato ciclase, que causa um aumento na concentragdo da (guanosina
monofosfato ciclica) GMP-ciclica na musculatura lisa, levando a vasodilatagdo.

O metabolismo do NPS se inicia com a transferéncia de um elétron do ferro da
oxihemoglobina para o NPS, produzindo metahemoglobina e um radical NPS instavel.
Este radical se quebra liberando seus cinco ligantes CN". Um destes CN" reage com a
metahemoglobina para formar cianohemoglobina, os demais sdo convertidos a tiocianato
pela rodanase presente no figado e no rim. Por fim, estes tiocianatos sdo absorvidos pelo
rim, sendo seu t; de 4 a 7 dias. Os tiocianatos podem se acumular, causando fraqueza
muscular, nausea e tontura. Alguns cianetos livies que ndo tenham sido convertidos a

tiocianatos podem se ligar a citocromo oxidase, prejudicando o metabolismo aerobico.
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O acimulo de cianctos pode resultar em arritmia, hipotensdo excessiva €
eventualmente a morte. Ao se observar a intoxicagio por cianetos, a infusdo do NPS deve
passar a ser feita de forma descontinua ¢ deve-se administrar tiossulfato. Este atua, como
um doador de sulfidrilas para converter cianeto a tiocianato (Lorenz, 1993, 1994). Apesar
da existéncia de uma relagdo linear entre a concentragio de cianeto no plasma e a dose
total de NPS administrada, muitos autores restringem seu uso (Vesey, et al, 1974,
Vesey, et al., 1976; Spiegel e Kucera, 1977; Vesey, et al., 1979; Vesey, et al., 1980;
Lawson, et al., 1982). J4 foram constatados casos de intoxicagio por cianetos apds sua
administragio e muitas mortes poOs-cirirgicas foram atribuidas ao seu uso
(Davies, et al., 1975, Merrifield e Blundell, 1974; Jack, 1974).

Spiegel ¢ Kucera (1977) relataram uma liberagdo significativa de CN” do NPS
in vitro, ap6s a adigdio de sangue. Porém Bisset ez al. (1981) mostraram que tal liberagdo
¢ fotoquimica e ndo ocorre devido ao contato com o sangue. Estes autores concluiram
também, que a espécie doadora de CN € o [Fe(CN)s(H;0)]*, fotoproduto primario do
NPS, sugerido por Wolfe e Swinehart (1975).

Estrutura do NPS

A simetria do Nay[Fe(CN)s(NO)] no cristal é aproximadamente C,, (Fig. 2). O
comprimento de ligagio Fe-NO (1.67 + 0.02 A) ¢ uma caracteristica distinta de
complexos de metais de transigdo contendo ligantes NO°®, pois a distdncia M-L ¢ menor
que nos demais complexos, indicando que o grupo NO esta ligado fortemente ao metal.
Tal caracteristica sugere um carater de ligagdo tripla, composta por uma ligagdo o
utilizando um orbital d vazio do metal e o par de elétrons nio compartilhados do
nitrogénio e de duas ligagGes 7 formadas entre o orbital n* do NO® (que possui uma
estabilidade pouco comum) e o orbital d preenchido do Fe (Swinehart, 1967). O 4tomo de
ferro ¢ ligeiramente deslocado em dire¢do ao grupo NO com relagio ao plano
estabelecido pelos quatro atomos de carbono. O comprimento da ligagiio N-O é de 1.13 +
0.02 A. As cinco ligagdes C-N sdo equivalentes e apresentam comprimento de ligagio de
1.16 £ 0.02 A, comum de complexos contendo CN (Swinehart, 1967). Os comprimentos
de ligagio do Fe-C dos cinco cianetos (1.93 £ 0.02 A) sfio equivalenteé, indicando

também que ndo existe uma caracteristica estrutural especial que diferencie o cianeto
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axial do equatorial. O dngulo Fe-N-O ¢ de 178° e o dngulo N-Fe-Ceguarorial € de 96°, um
pouco maior que o esperado (90°) (Manoharam e Gray, 1966; Swinehart, 1967,
Wilkinson, 1987). '

Figura 2. Estrutura do fon [Fe(CN)sNOJ* obtida por difraciio de néutrons com indicagdo
das distdncias Fe-C, Fe-N, N-O e C-N (Clarke e Gaul, 1993).

Ha controvérsias sobre o estado de oxidagiio do Fe no NPS. O diamagnetismo
apresentado por este complexo, indica que 0 NO deve estar na forma de NO" ¢ o ferro no
estado de oxidagio (II) (Manoharam e Gray, 1966; Swinechart, 1967). O NO pode se
coordenar tanto ao Fe (II) quanto ao Fe (III), assim, o NPS pode ser representado como
Fe'“NO' ou Fe"-NO". Lewis (1938) e Griffith (1958) compararam o estiramento N-O de
uma grande variedade de complexos com o estiramento do NO* livre (1878 ¢cm™) ¢ do
NO" (2220 cm™). Foi concluido nestes trabalhos, que se o estiramento do ligante N-O
estiver na faixa de 1650 a 2000 cm™, ele pode ser formalmente considerado como sendo
NO'. Porém, se for comparado o estiramento C-N nos complexos [Fe(CN)s]*,
[Fe(CN)s]* e no NPS, é possivel concluir que o mimero de oxidagio do ferro é 3+ ou até
4+ (Herington ¢ Kynaston, 1955). Apesar da possibilidade do NPS estar na forma de
Fe.NO", o caréter diamagnético apresentado por este composto é uma forte evidéncia a
favor da estrutura [Fe"(CN)sNO'} (Cotton et al., 1959).
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Os dois orbitais de maior energia ocupados (HOMO) do nitroprussiato no estado
fundamental, sdo representados pelos niveis (6e)*(2b2)° € o orbital desocupado de menor
energia € representado por 7e. As principais transi¢des obsérvadas no espectro eletrénico
do NPS sgo: 2b, — 7e (498 nm), 2b, — 3b; (330 nm), 2b, —5a, (265 nm), 2b; — 8e
(198 nm), 6e — 7¢ (394 nm) ¢ 6¢ —> 3b; (238 nm) (Manoharam e Gray 1966) (Fig. 3).

TC*(CN)
se (E*CN) --------_“-“---—}'
apey -
T, )
""" 3by (dyzy2) ,-...
u:::,"‘ 7e (Tt *N 0) ‘,.
N 4 T B 8]
":::"4"" 2b2 (d’KV) ,' " - g
:“" - -...-- 6e (dyzyz) 7
i (M) .—::.‘.‘::: ........
Orbitais atémicos Orbitais atdmicos
do metal dos ligantes

Figura 3: Ordem dos niveis de energia do NPS (Manoharam ¢ Gray, 1966).

-»

Fotolise do NPS

O mecanismo de fotolise tem sido estudado por varios autores, (Mitra et al., 1963;
Buxton et al., 1969; Wolfe ¢ Swinehart, 1975; Symons ¢ Wilkinson, 1982; Stochel et al.,
1986; de Oliveira et al., 1995; Shishido e de Oliveira (a), 1997) porém, ha controvérsias
sobre o processo fotoquimico primario e os fotoprodutos formados.

Considerando o NPS como [Fe'(CN)sNO'%, Mitra et al. (1963) fizeram irradiagdes
com luz policromatica e monitoraram a variagdo do pH durante a fotolise de solugdes

aquosas de NPS. Estes autores constataram uma redugio do pH que foi atribuida a
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liberagio de NO" no processo fotoquimico primario, pois esta espécie sofre hidrélise,

produzindo ions nitrito e H'.

[Fe™(CN)s(NOH" — 2, [Fe'(CN)s]> + NO* (1)
NO" + HHO —» H' + HNO, == 2H" + NO; (2

Estes autores propuseram também as seguintes reagdes, envolvendo a espécie
[Fe(CN)s):

[Fe"(CN)s> + H:0 ———  [Fe"(CN)s(HO0)F 3)
[Fe“(CN)s(HZO)F'- + H ——— {H[F'(CN)(H0)]}* SNC)
ou

[F'(CN)s)* + NO; ———  [Fe'(CN)s(NO,)I* )
[Fe'(CN)s(NOp))* + 2H ———  {H[Fe'(CN)s(NO2)}* (6)

Por outro lado, Buxton et al (1969) fizeram irradiagdes com A > 300 nm e
sugeriram que a fotdlise do NPS ocorre por dois mecanismos, o primeiro dos quais

envolve a fotoejegdo priméria de NO*:
[Fe(CN)(NO"" —™ . [Fe™(CN)sJ* + NO° @

A liberagdo de NO® foi verificada através da detecgio de ions nitrito nas irradiagdes
em solugdes aeradas (Eq. 8 ¢ 9).

2NO* + 0, —— 2NO; ()
2NO, + H,0 — NO, + NOy + 2H' (9)

Na auséncia de O, ndo foi observada a formagéo de NO,". A equagdo 9 justificaria a

redﬁqﬁo do pH observado por Mitra et al. (1963)
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O outro mecanismo levaria 4 formagdo de elétrons hidratados (€',) de acordo com:
[F'(CN)s(NO)Z —— [FE"(CN)(NOM)]" + € | (10)

A presenga de ¢, foi verificada através da formagio de Cl' com adigio de

clorof6rmio & solugdo irradiada.
€ap + CHCl; —— CHCl, + CF (11)

Wolfe e Swinehart (1975) fizeram irradiagdes com A > 300 nm e observaram a
formagdo do complexo de valéncia mista, Azul da Prissia (Fe"[Fe"(CN)], AP),
caracterizado por espectroscopia no IV ¢ a liberagio de NO°, (CN); e HCN por
espectrometria de massas. Estes autores fizeram também, irradiagées com luz
monocromatica em A = 366 e 436 nm, utilizando filtros ¢ observaram a formagéo de
[Fem(CN)s(HQO)]} por espectroscopia no UV/Vis. A fotogje¢io primaria de NO°
(Eq. 12) foi também proposta por Stochel ef al. (1986) com base em evidéncias
espectroscopicas na regido do UV/Vis.

[Fe(CN)sNOJ? —2—» [Fe"™(CN)s(solv)]* + NO° (12)

(onde (solv) representa uma molécula de solvente ocupando o sitio de coordenacéo do NO" ejetado.)

Estes autores concluiram também, que a formagdo de NO" e [Fe”(CN)s(Hzo)]3'
poderia ocorrer mas que essa ndo seria a principal via de fotdlise do NPS em solugdes
aquosas. de Oliveira ef al. (1995) também detectaram a liberagdo de NO°, HCN e (CN);
por espectrometria de massa. A formagdo de espécies contendo Fe(II) foi atribuida a
reagdo de fotorredugdo de espécies contendo Fe(IIl) e ndo 3 liberagiio de NO'. Foi
identificada, também, a formagdo de complexos de valéncia mista, através da reagdo
térmica (reagdes secundarias) entre espécies contendo Fe(IL) e Fe(II).

Devido s controvérsias sobre as reagdes de fotolise e a possibilidade de liberagdo
fotoquimica dos ligantes CN™ do NPS, ¢ importante a elucidagio do mecanismo de

fotolise deste complexo. Além disso, € de grande interesse observar o comportamento da
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fotolise do NPS na presenga de um solvente diferente da agua, para se verificar como
uma matriz com composi¢do, polaridade e viscosidade diferentes influencia a formagdo
dos fotoprodutos e na eje¢do dos ligantes deste complexo. Com base nestes interesses, 0
-objetivo desta parte do trabalho foi a caracterizagio dos fotoprodutos do NPS em
matrizes de H,O e PEG 300 e da influéncia destas matrizes no mecanismo de

fotodecomposigéo.

Parte experimental

Materiais, reagentes e preparacio de solugdes

O NPS, K3[Fe(CN)g] e as matrizes de PEG (massa molecular nominal 300), foram
adquiridos da Aldrich Chem. Co.. O K4fFe(CN)s] foi adquirido da Art Lab. O Azul da
Prassia foi preparado em um trabalho anterior (de Oliveira ez al., 1995). O Verde de
Berlim (Fe'{Fe™(CN)s], VB) foi preparado através da reagdo entre FeCl; e K3[Fe(CN)]
adquiridos da Aldrich Chem. Co..

As solugbes de NPS e dos demais complexos foram preparadas com o auxilio de
um banho ultra-sénico (T-14 Thornton - freqiiéncia = 40000 Hz ¢ poténcia = 100W) ¢ de
uma placa com agitagio magnética (Fisatom). As concentragles das solugdes dos
complexos foram calculadas em % em massa e variaram na faixa de 0,01% a 10%.

A caracteriza¢do espectroscépica do NPS na regido do UV/Vis foi feita
utilizando-se um Espectrofotdmetro cgm Arranjo de Diodos (Hewlett Packard modelo
8452). Foram utilizadas cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6tico e solugdes 0,4% e
0,01% em massa, para a caracterizagdo das bandas de transferéncia de carga e d-d,
respectivamente, As bandas de absorgdo foram observadas no intervalo de 190 a 820 nm.

A caracterizagdo espectroscopica do NPS na regido do IV foi feita utilizando-se um
espectrofotdmetro FTIR (Nicolet - modelo 502) na faixa de 2400 a 1600 cm™. Nesta
regidio foram analisadas as bandas de absorgdo dos estiramentos C-N ¢ N-O do complexo.
Nos acompanhamentos cinéticos das reagdes de fotolise foi utilizado um suporte para IV,
com adaptaglio para janelas de CaF,. As solugBes foram colocadas entre as janelas

formando filmes capilares ¢ suas concentragdes variaram de 1% a 10% em massa. Néo
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foi possivel analisar as bandas de absor¢io dos estiramentos Fe-NO Fe-CN, que
ocorrem na regido de 700 a 400 cm’, pois as freqiéncias abaixo de 850 cm™ sdo

bloqueadas pela absorgéo das janelas de CaF,,

Sistema de irradiacfio e metodologia para o acompanhamento cinético das fotolises.

A figura 4 mostra o sistema de irradiag8io utilizado nos acompanhamentos cinéticos
das reagdes de fotdlise no UV/Vis. A montagem do banco optico (itens 1, 3 -11 da Fig. 4)
foi feita sobre uma mesa com rodas, possibilitando o deslocamento de todo o sistema,
para acoplamento aos diferentes espectrofotdmetros. Nos experimentos de irradiagio
onde foi utilizado o monocromador prismatico, optou-se por utilizar a fenda de Imm de
entrada do monocromador, para se obter a menor faixa possivel de A. Nas irradiagtes
com luz policromatica, o monocromador (item 8, Fig. 4) foi retirado, acoplando-se o
colimador do feixe de entrada do guia de luz diretamente na iris.

Foram utilizadas cubetas com 0,5 cm de caminho Otico e volume reduzido para
proporcionar uma irradiagio homogénea de todo o volume da solug#o. Nestas condigGes
ndo houve necessidade de uso de agitagio magnética. Foram feitas irradiagSes 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
solugdes a serem irradiadas e o ar. Foi aplicado um filme de graxa de silicone
(CVC 97 -GBR) entre a cubeta ¢ a placa para obter uma melthor vedagdo entre estas duas
superficies. A aquisi¢do de esp'ectros foi coxltrolada pelo programa de cinética Multicell
Kinetics Software - HP 89532K (Hewlett Packard).

Detecgiio do NO® gasoso.

A identificagdio do NO® livre gasoso, gerado nas fotolises das solugdes de NPS foi
feita utilizando-se uma cela desmontivel de IV para gases com 50 mm de caminho optico
e janelas de CaF, (Aldrich Chem. Co.). Para evitar o vazamento dos gases coletados, fo1
aplicado um filme de graxa de silicone entre as janelas e os anéis de vedagdo de silicone
da cela. As solu¢des foram irradiadas em uma cubeta de quartzo acoplada a cela de gas.

Esse sistema foi evacuado previamente para evitar a formagéio de NO;® (Eq. 8).
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Figura 4. Sistema de irradiagfo utilizado nos experimentos de fotdlise, onde:

1- Fonte de alimentagio da lampada (Oriel Corp.)

2- Banho termostatizado (Etica)

3- Léampada a vapor de Merciirio 100W (Oriel Corp.)

4- Colimador do feixe de saida da lampada

5- Filiro de agua com camisa de agua termostatizada (Oriel Corp.)
6- Obturador eletromecanico (Oriel Gorp.)

7- [ris

8- Monocromador prismatico (Carl Zeiss M4-QIII)

9- Controlador do obturador eletromecéanico (Oriel Corp.)
10- Colimador do feixe de entrada do guia de luz

11- Guia liquido de luz (Oriel Corp.)

12- Suporte termostatizado por sistema Peltier (HP)

13- Espectrofotdometro UV/Vis (HP)

14- Controlador de temperatura do suporte

15- Cubeta de quartzo contendo a solugio.
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Resultados e discussio

Variagdes espectrais na regido do I'V.

A figura 5 mostra a variagdo espectral representativa de uma solugdo de NPS em
PEG 300, irradiada com luz UV/Vis. Pode-se observar a redugdo das bandas do rcagente
em 2141cm™ (vC-N) e 1894 cm™ (VN-O) e o surgimento de quatro novas bandas em
1785, 2080-2040, 2110, e 2218 cm™ e 0 aumento de intensidade da banda ja existente em
1720 cm™. A banda em 1720 cm™ ja esta presente no espectro original do PEG 300. Esta
banda est4 na regidio de absorgéo de grupos carbonila (R-COOH) ¢ indica que o polimero
original apresenta algum grau de oxidagdo. Com a irradiagio ha um aumento na
intensidade relativa desta banda, indicando que simultaneamente a fotodecomposigio do
NPS ocorre também uma fotooxidag#o da matriz. As bandas em 1647 e 1955 cm™ sdo
bandas de absor¢gio do PEG 300. O formato largo e assimétrico da banda em
2080-2040 cm™, na regiio do CN coordenado, indica que esta banda deve estar

associada a mais de uma espécie.

Transmitancia / %

2080-2040 .
10 " T

2200 2000 1800 1600
Numero de onda / cm”

Figura 5 : Variagdo espectral representativa no IV, obtida durante a irradiagdo com luz
policromatica de uma solu¢do de NPS em PEG 300 10%. Os intervalos entre os espectros

sd0 vanigveis (5 a 300 s).
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A figura 6 mostra os espectros de uma solugfio aquosa de NPS irradiada com luz
UV/Vis. Neste caso, também ocorre a diminuigio das bandas do NPS em 2142 e
1936 cm! e o surgimento de trés bandas novas em 2190, 2115 e na regido de
2075 a 2040 cm™. A banda na regifio de 1785 cm™ ndo aparece no caso de irradiagdo de
solugdes aquosas. A banda na regido de 2075 a 2040 cm™, também deve estar associada a

mais de uma espécie.

Transmitancia / %

2200 2100 2000 1900 1800
...... Numero.de onda / cmt

Figura 6 : Variagio espectral representativa no IV, de uma solugéo aquosa de NPS 10%,
irradiada em cubeta de 1 cm de caminho ético, com luz policromética. Os intervalos entre

os espectros sdo variaveis (5 min a 2 h).

Identificagdo dos fotoprodutos

As figuras 7 a 10 mostram a comparagio do espectro do NPS irradiado com os
espectros dos complexos K4[Fe(CN)s], Ks[Fe(CN)s], Fe''[Fe'(CN)s] (AP) e
Fe"'[Fe™(CN)s] (VB) niio irradiados. Estas comparagBes foram feitas em solugdes
aquosas e em matriz de PEG 300. ,

As bandas de absorgdo em 2141 e 1894 cm™ sdo atribuidas aos estiramentos C-N e
N-O do NPS nio decomposto. A comparagfio com o espectro do ion [Fe(CN)sP" mostra
que o surgimento do ombro em 2110 cm’! no NPS irradiado, se deve a formagdo de
espécies [Fe™(CN)s(OE),)*? (Eq. 13), uma vez que esta banda se encontra na regido de

estiramento dos ligantes CN” coordenados ao ion Fe™.
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[Fe(CN)s(NO)I2 —=—»  [Fe"(CN)s(OE),** + NO* (13)
(andloga i equagdio 12)

/075

2110 2040
L e \ / e Fe"[F(CN)s]
- %\N\d\/-”\/ Fel'[Fe(CN)s]

W [Fem ( CN)G]S-

[Fe(CN)s]*
NPS .

50 4

30 1

Transmitancia / %
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2400 - 2200 2000 1800 1600
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o

Figura 7. Comparagio do espectro no. IV de uma solugéo de NPS/PEG 300 irradiada

com os espectros de solugdes de Ku[Fe(CN)sl, Ks[Fe(CN)el, Fe"[Fe"(CN)s] ¢
Fe"'{Fe™(CN)s] ndo irradiadas.

Neste caso, a molécula de solvente que substitui o sitio de coordenagéo do ligante
ejetado esta sendo representada por OE, que simboliza um segmento o6xido de etileno
(-CH,-CH,-0O-) da cadeia do PEG 300.

A banda observada em 2110 cm” no espectto do Azul da Prassia ndo ¢
caracteristica deste complexo. A ocorréncia desta banda, indica a presenca de residuos de
[Fe™(CN)sJ* utilizado na sintese deste complexo de valéncia mista.

A banda larga de fotoproduto em 2080 - 2040 cm” ocorre na regido de estiramento
C-N de varios complexos de Fe-CN, incluindo [Fe"(CN)s]* (2040 cm™) podendo,
portanto, estar associada a mais de uma espécie. Pode-se observar na figura 7 que tanto o

complexo Fe[Fe"(CN)s] como o Fe''[Fe'"(CN)s] apresentam absorgio em 2075 cm’ e
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provavelmente, sdo espécies responsaveis pelo surgimento da banda em 2080 - 2040 cm’,
durante a irradiagiio do NPS (Eqgs. 14 e 15).

[Fe™(CN)S(OE)]* + [Fe"(CN)4(OE)> —=— Fe"[Fe'(CN)s] + 3CN (14)
2AF(CN) ] ——  Fe[Fe™(CN)s] + 6CN (15)

A figura 8 mostra os espectros dos possiveis fotoprodutos ap6s irradiagéo com luz
policromatica. Nota-se nesta figura que a banda em 2080 - 2040 cm pode ser composta
pelos produtos de irradiacdo do [Fe™(CN)]*, [Fe™(CN)s]* e Fe'[Fe"(CN)s] que
possuem bandas de fotoprodutos dentro do envelope da banda em 2080 - 2040 cm™.
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Figura 8. Comparagdo do espectro de absor¢do no IV de uma solugdo de NPS/PEG 300
irradiada com os espectros de solugdes de K [Fe(CN)s], Ks[Fe(CN)s] ¢ Fe[Fe"(CN)s]

em PEG 300 apés serem irradiados com luz policromatica.

Pode-se observar nas figuras 7 e 8 que a banda de fotoprodutos mais intensa do
NPS irradiado em PEG 300 ¢ a banda em 2080 - 2040 cm™' ¢ que esta banda se assemelha
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a banda do [Fe™(CN)}* irradiado. Nota-se também que a formagdo de complexos como
o Fe"[Fe"(CN)s]J e Fe[Fe™(CN)s] podem contribuir para o aumento da banda em
2080 - 2040 cm™ uma vez que estes complexos também absorvem nesta regido.

A irradiagio de uma solugdo de [Fe"(CN)s]* leva a fotossubstituigdo dos ligantes
CN’ por sitios de coordenagdo do PEG 300 (Eq. 16). Estas espécies podem sofrer

fotorredugiio, produzindo espécies contendo Fe, que possuem absorgio em 2040cm™

(Eq. 17).

[Fe™(CN) ] —rv, [Fe™(CN)e.L OB + xCN (16)
[Fe"(CN);(OBE)} ™ ,  [Fe'(CN)s.(OE)J** + x CN° (17)

Isso justifica a tendéncia de deslocamento da banda que surge em 2080 cm™ para
2040 cm™, observada na variagdo espectral (Fig. 5). Esta tendéncia mostra que no
decorrer da fotélise a banda atribuida ao [Fe"(CN)s(OE),J*> torna-se mais importante
que a banda atribuida ao [Fe™(CN)s(OE),)*? devido a fotorredugdo desta espécie.
Outra via de formagio de [Fe"(CN)s.(OE)]™? ocorre seguindo a equagdo 18, onde o

ligante é ejetado na forma de cation nitrosénio (Mitra, 1963).

[Fe'(CN)s(NO)' " —=»  [Fe"(CN)s(OE)]" + NO' (18)
(andloga A equagdo 1)

Essa via de formagdo pode ser considerada, uma vez que a banda em 2218 cm™
(observada na matriz de PEG 300) ocorre na regido de absorgio do NO'. Por outro lado,
a banda em 1785 cm™ pode ser atribuida a presenga NO® livre, formado nas irradiag6es
feitas em solugdes em PEG 300 (Eq. 19). O gas liberado na fotdlise de uma solugdo de
NPS em PEG 300 foi coletado e foi detectado NO* gasoso por IV, confirmando entéio que
0 NO ¢ liberado seguindo a equagéo 19.

[Fe(CN)s(NOY' P —2  [Fe™(CN)s(OE)' P + NO° (19)
(aniloga a equacdio 12)

As duas vias de formagdio de complexos contendo Fe" sdio possiveis. Porém, a

liberagdo de NO'(,, (observada neste trabalho) e a detecgio de CN° feita por outros
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autores (Wolfe ¢ Swinehart, 1975; de Oliveira, 1995), indicam que a principal via de
ejecdo de ligantes NO segue a equagdo 19. Assim, a formaglio de espécies contendo Fe"
através da ejegdo de NO' deve ocorrer, porém em menor proporgo.

Estas observag3es indicam que o processo fotoquimico primario na decomposi¢io
do NPS é a ejegio do ligante NO em sua forma radicalar (NO®), formando
[Felll(CN)s_x(solv),Jx'z. Num processo secunddrio, as espécies [Fe"™(CN)s(solv) ™
sofrem fotorredugdo com produgdo de espécies contendo Fe". Uma vez presentes as
fill

espécies contendo Fe' e Fe
formagdo dos complexos AP ¢ VB (Eqs. 14 ¢ 15).

sem ligantes NO na solugfio, hd possibilidade de ocorrer a

Através destas comparagdes, pode-se concluir que na fotélise de solugdes de NPS
em PEG 300, os principais fotoprodutos primarios sdo as espécie [Fe™(CN)s.(OE)J2 e
[Fe™(CN)s.<(OE),J*? associadas 4 ejegdo de NO® e CN”.

As figuras 9 ¢ 10 mostram comparag3es equivalentes as das figuras 7 ¢ 8 em

solugdo aquosa.

2095 080
~ /2 040 i
70 { T ~ i+ = Fe[Re(CN)]

_\\\\/\h\// T [F(CN)el

ey

601 " [Fe"(CN)]
] F e“] [F e]] (CN)ﬁ] 1-
50 A
™ NPS iy

40 1

30 1

Transmitancia / %
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10 1
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N 4 1 M L | : : e 1 T M T
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Figura 9. Comparagio do espectro de absorgiio no IV de uma solugéo aquosa de NPS
irradiada com os espectros de solugdes aquosas de Ku[Fe(CN)], Ks[Fe(CN)s],
Fe"[Fe"(CN)s] e F e[Fe™(CN)g] ndo irradiados.
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Nas comparagdes das figuras 9 e 10 observa-se que a banda em 2075 - 2040 cm’
estd associada a espécies Fe"[Fe"(CN)s] e aos fotoprodutos do complexo
Fe"[Fe"(CN)s].

A formagéo de Fe™[Fe'™(CN)s] (Eq. 21) depende da formagio de espécies contendo
Fe™ (Eq. 20).

[Fe(CN)sNOP” &, [Fe"(CN)s(H0) + NO* (20)
(analoga 3 equaciio 12)
2[Fe™(CN)s(H;0)F > Fe'[Fe(CN)s] + 4CN° (11)
(andloga a equagfio 15)

A formagdo do complexo Fe'[Fe"(CN)s] (Eq. 22) depende da formago de
complexos contendo Fe'. Estes gomplexos contendo Fe" podem ser formados por duas
vias. Uma das vias segue a equagdo 23, onde ocorre a fotorredugdo de complexos

contendo Fe™.

[Fe(CN)s(OE)* + [Fe"(CN)(OE),F — Fe"[Fe'(CN)s] + 3CN (22)
(aniloga i equaciio 14)
[Fe™(CN)s(H )" s [Fe'(CN)(HO)]" + CN° (23)
(andloga & equagfio 17)

A outra via de formagio segue a equagiio 24 onde ocorre a fotoejegdo de NO
(Mitra, 1963).

[FICNINOYT  —5>  [FUCNWHO + NO© (24)

(analoga a equacdo 1)
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Figura 10. Comparacfio entre os espectros de absor¢dio no IV de solugdes aquosas de

NPS, K4[Fe(CN)g], Ka[Fe(CN)s] e Fe"'[Fe"(CN)e] irradiados.

A formagsio de espécies contendo Fe' através da equagdo 24 pode ser possivel , uma

vez que a banda em 2190 cm’

ocorre na regiio de absorgio do NO". A fotoejegdo
completa dos ligantes CN™ do [Fe"™(CN)s«(H,0)]*? em solugBes aquosas deve levar a

formagéo de Fe(OH); (Eq. 25).

[Fe"(CN)s(HO)F* w_,  Fe(OH) + 5CN + 3H' (25)

A banda em 1785 cm™ atribuida a0 NO® também ndo foi observada em solugdo
aquosa. Apesar desta espécie ser relativamente estavel, na presenga de O, ela reage
rapidamente para formar NO," (Eq. 8). Esta reagfio associada ao baixo coeficiente de
absorgdo molar ¢ 3 baixa solubilidade do NO livre em agua devem ser as causas da ndo

observagio da banda do NO livre em solugbes aquosas.

2NO* + 0, — 2NO; (8)
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A tabela 3 apresenta um resumo das atribui¢des dos fotoprodutos do NPS feitas com
base nas figuras 7 - 10.

Tabela 3. Atribui¢do das bandas dos fotoprodutos do NPS com base nas figuras 7 - 10.

Posigéio das bandas dos Atribui¢des com base nos espectros
fotoprodutos do NPS (cm™) das figuras 7 - 10 na literatura
HO PEG 300

- 1785 NO* livre (Stamler, 1992 (a))
2040 2060 V(CN) - [Fe"(CN)s.«(solv),]** (de Oliveira, 1995)

2095 2082  v(CN) - [Fe™(Fe"(CN)s] ou Fe"'[Fe™(CN)s] (Gosh,

1974) ou CN' livre (Naiman, 1963)
4
2115 2110 V(CN){Fe™(CN)s.{(s01v)J*? (de Oliveira, 1995)

2190 2218 NO (Stamler, 1992 (a))

Variagéio espectral na regidio do UV/Vis.

As figuras 11A ¢ 11B mostram as variagdes espectrais representativas da fotolise de
solugdes de NPS em H,O e em PEG 300 acompanhadas no UV/Vis. Observa-se o
crescimento de bandas novas em 338 nm (ombro), em 394 nm e no caso de solugdes
aquosas, ocorre o surgimento de uma banda em 720 nm. Nota-se também que estas
bandas novas ocorrem na mesma regido das bandas originais do NPS que ocorrem em
338 nm (ombro) e 394 nm, correspondentes as transi¢des dg, y, = 7*(NO) e dyy — dl. yz.

Comparando-se as figuras 11A e 11B, nota-se algumas diferengas entre as variagdes
espectrais em solugdes em PEG 300 e em solugles aquosas. No caso da solugdo em
PEG 300 ndo ocorre o crescimento do ombro em 338 nm como em solugbes aquosas.

Nota-se, também, que em matrizes de PEG 300 nfo ocorre o surgimento da banda em
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720 nm. Isso indica que o solvente influencia a formagdo do fotoproduto associado a esta
banda.
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Figura 11. Varia¢Ses espectrais representativas no UV/Vis, imradiagio com luz em
A = 365 nm no UV/Vis de uma solugdo (A) aquosa ¢ (B) em PEG 300, 0,4% em massa.
Intervalo entre espectros igual a 60 s.

A figura 12 mostra a comparagdo dos espectros no UV/Vis do NPS , com os
espectros dos possiveis fotoprodutos em solugdes aquosas. A comparagdo foi feita entre o
espectro do NPS irradiado e ndo irradiado e os espectros de [Fe™(CN)s]”, irradiado e ndio
irradiado, [Fe™(CN)g]*, Fe™[Fe"(CN)s] e Fe"[Fe™(CN)s] ndo irradiados.
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Figura 12: Comparagiio entre os espectros de absorgdo no UV/Vis de solugdes aquosas de
(A) NPS antes e apés irradiago, (B) [Fe"™(CN)¢]* antes e ap6s imradiagdo, (C)
[Fe'(CN)s]* ndo irradiado, (D) Fe''[Fe'(CN)s] niio irradiado e (E) Fe"'[Fe™(CN)q]. As

irradiagdo foram feitas com A=365 nm.
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Observa-se que a irradiagio da solugio aquosa de NPS com A = 365 nm leva ao
aparecimento de bandas de fotoprodutos em 338, 394 ¢ 720 nm. A irradiacio do
[Fe"(CN)s]” também mostra um crescimento das bandas na regido de 200 - 450 nm.
Nesta regido observa-se um maior aumento de intensidade da banda em 394 nm,

atribuida 2 transigéio d-d do [Fe'(CN)s(H,O)J* formado na reagdo (Epenson, 1972).

[Fe™(CN)I” b5 [Fe'(CN)(H0)T + CN' (26)

(aniloga a equacdo 16)

Desta forma, o fotoproduto da irradiagio do NPS com méaximo em 394 nm, pode ser
atribuido & espécie [Fe" (CN)s(H,0),J*? formada na reagio 26,
A presenga do ombro em 338 nm, na figura 11A indica a formagdo de espécies

contendo Fe" através da fotorredugdo do fon Fe'

(Eq. 23). Essas espécies contendo Fe'
podem reagir com espécies contendo Fe' formando complexos AP e VB (Eq. 21 e 22)
responsaveis pelo aparecimento das bandas com méximos entre 650-750 nm. E provével
que a banda do NPS irradiado em 720 nm, seja resultante da sobreposigdo das bandas
destas duas espécies. Deve-se observar aqui que, em &gua, a presenga da banda em
720 nm esta associada & presenga do ombro em 338 nm, reforgando a conclusio de que a
absor¢o em 720 nm resulta da formagdo de espécies contendo Fe'' ¢ Fe'™.

Nas irradiagées de solugdes em PEG 300 com A = 365 nm notou-se a auséncia da
banda em 720 nm, atribuida aos complexos de valéncia mista, mostrando que estas
especies ndo se formam em quantidades detectaveis por espectroscopia no UV/Vis,
nestas condi¢des.

O surgimento do ombro em 338 nm atribuido a espécies contendo Fe”, também nio
ocorre com a irradiagdo em PEG 300, indicando que houve uma redugfio na formagéo
desta espécie. Este resultado indica que a formagdo de espécies contendo Fe" & reduzida
na matriz de PEG 300, implicando em uma menor formagdo de CN". E importante
observar que esta diferenca no resultado da fotélise nestas duas matrizes foi obtida com

irradiagéio em A = 365 nm. Nas irradiagdes sem o uso do monocromador (onde existem

31



emissbes com A < 314 nm) a presenca de complexos de valéncia mista € observada nos

espectros no IV, tanto em agua como em PEG 300.

Reacdes térmicas

Para verificar a ocorréncia de reagdes térmicas envolvendo os fotoprodutos da
irradiagio do NPS em matriz de PEG 300, foi feito um monitoramento das alteragGes
espectrais no IV e UV/Vis ocorridas no escuro apos a irradiagio.

A figura 13 mostra o acompanhamento das bandas no IV. Apés o término da
irradiagfio foi observado o aumento da banda em 2141 em” atribuida ao estiramento do
CN coordenado ao Fe do NPS (detalhe na Fig. 13), indicando a reversibilidade parcial da
ejecdio dos fons CN™. A variagéio da intensidade da banda em 1894 cm”, associada ao
estiramento N-O do NPS (detalhe na Fig. 13) ndo permite conclusbes sobre a
reversibilidade térmica deste.‘ligantc. A maior parte do NO® ¢ liberado na forma de bolhas
de gas (Eq. 12, principal via de eje¢do do ligante NO) devido a sua baixa solubilidade em
PEG 300, concordando com a redugfio da intensidade da banda em 1785 em’’, atribuida a
esta espécie. Por outro lado, pode-se observar que a banda em 2218 cm’ atribuida ao fon
NO" diminui, indicando o retorno parcial deste ligante a primeira esfera de coordenagdo
do Fe". O acompanhamento da variagio das intensidades das bandas em 1720 ¢
1955 cm’, atribuidas ao PEG 300, foi feito para controle e para verificar a oxidagfo
fotoquimica e térmica do polimero.

O crescimento da banda em 2080 cm™ indica a ocorréncia de reagdo térmica entre
espécies Fe' e Fe'! formando o AP ou VB. O aumento na intensidade da banda em
2110 cm™ sugere que ocorre um retorno de fons CN livres & primeira esfera de
coordenagio de espécies [Fe™(CN)s(OE)J*>.
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Figura 13. Reag¢des térmicas ocorridas apds o término da irradiagio em solugfo de NPS
em PEG 300. Variaglio das intensidades das bandas de absor¢do no IV antes e apos
1 minuto de irradiagdo de uma solugdo 10% em massa, com luz policromatica. Em
detalhe, a variagio das intensidades das bandas em 2141 e 1894 cm”. As intensidades
foram multiplicadas por diferentes fatores para melhor visualizagdo.
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Figura 14. Curvas cinéticas das reagdes fotoquimica e térmica do NPS irradiado com luz
UV/Vis em matriz de PEG 300 por um periodo de 180 min. Acompanhamento em

394 nm. Concentragiio 0,4% em massa.

A figura 14 mostra 0 acompanhamento da banda do NPS em 394 nm durante e apos
a irradiagdio. Nota-se que apds o término da irradiagdo (180 min) ocorre uma redugio da
intensidade desta banda, indicando também uma reversibilidade parcial na formagéo dos
fotoprodutos.

Devido ao tempo de irradiagdo ter sido longo, pode-se assumir que todos os ligantes
NO" e parte dos CN” tenham sido ejetados, da primeira esfera de coordenagdo doNPS e
que a maior parte do NO® se desprendeu da solugéo na forma gasosa. Portanto, a redugéo
da intensidade da banda em 394 nm apés a irradiagdo, pode ser associada a
reversibilidade térmica da fotoejegdio dos ligantes CN' que retornam aos sitios de
coordenagdo que haviam sido ocupados pelo solvente (OE). Este resultado esta de acordo
com a variagdo de intensidade observada na banda em 2110 em”, mencionada

anteriormente.
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Conclusies

Nas irradiagées sem o uso do monocromador os fotoprodutos primarios do NPS
tanto em solugdes aquosas como em matrizes de PEG 300 sdio os complexos
[Fe™(CN)s(solv)* com a ejegdio de NO® e [Fe"(CN)s(solv)]” com a ejegiio de NO™. Os
fotoprodutos secundarios sio os complexos AP e VB, formados tanto em reages
térmicas como fotoquimicas.

O mecanismo geral das reagdes envolvidas na fotolise do NPS em matrizes de agua

e PEG 300 pode ser resumido no esquema 1.
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[Fe(CN){(NO)]”

[Fe'(CN)s(solv)]> + NO [Fe™(CN)s(sotV)I> + NOq)
(2080-2040 cm’') (2110-2115 cm™)
(33 8 Il]ll) H20 (394 IllIl) 02

H + NO; NO',  NO;

[Fe™(CN)s.{(solv), "> + CN°

- f (2080-2040 cm™) l
\ [Fe™(CN)s.(s0lv), > + CN (338 nm) (CN),

(2080 cm™)

kT| hv HgO hv

v

Fe"[Fe"(CN)s} Fe(OH)y + H'
(2080-2040 cm™)

(720 nm)

Esquema 1 : Reagdes propostas para o mecanismo de fotodecomposigdo do NPS em

solugdes aquosas e em PEG 300 irradiadas com luz policromatica. Os comprimentos de

onda e

nimeros de onda correspondem as bandas identificadas no IV e UV/Vis,

atribuidas as espécies acima. As setas azuis representam processos fotoquimicos, as setas

vermelhas representam processos térmicos € as setas pretas representam processos que

podem ser térmicos ou fotoquimicos. (solv) pode representar uma molécula de agua ou

uma unidade 6xido de etileno.
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OLUCOES DE NITROPRUSSIATO DE SODIO
EM AGUA E EM PEG 300 EM RELACAO AO COMPRIMENTO DE ONDA
DE IRRADIACAO

2. FOTOSSENSIBILIDADE D 8

Introducio

Existem poucos trabalhos relacionados com a fotossensibilidade do NPS em relagiio ao
comprimento de onda de irradiagio. Jezowska-Trezebiatowska ef al. (1967) fizeram
irradiagdes utilizando uma fonte de luz monocromatica e suas observagSes em

A =329 nm indicaram a produgio de Fe™"

como produto da decomposi¢do do NPS. Estes
autores citaram, também, que a banda em 329 nm atribuida a transi¢iio dy,,, > day é
fotoativa. )

Wolfe e Swinehart (1975) observaram que em irradiagdes com A > 300 nm ocorre
produgio do complexo de valéncia mista Azul da Prissia (Fe" [Fe"(CN)s], AP), HCN e
NO®. Notaram, também, que em irradiagdes prolongadas a temperatura ambiente, com
A > 300 nm ocorre formagio de AP, NO®, (CN), e HCN. As irradiagdes com A = 366 ¢
436 nm, levaram a formagdo de [Fe™(CN)s(H,0))*.

de Oliveira ef al. (1995) fizeram irradiagdes com A > 230 nm, utilizando filtros de
vidro e detectaram a liberagio de NO® ¢ HCN através de espectrometria de massa.
Observaram também, que a formagdo de (CN), ocorre apés 150 s indicando que esta
reacdo € secundaria. Nas mradiagdes com A > 415 nm detectaram NO® ¢ HCN. A
formagdo de (CN), s6 foi observada ap6s 1400 s. Em irradiagdes com A > 430 foi
detectada apenas a liberagdio de NO°. Estes autores fizeram também o acompanhamento
de irradiagdes com A > 430 nm através de espectroscopia no UV/Vis e observaram a
formagdo de espécies contendo Fe™ e Fe''. A formacdo de AP foi observada apos longos
periodos de irradiagéo.

Através destes trabalhos pode-se observar que solugdes aquosas de NPS sdo
fotossensiveis podendo mudar seu comportamento de acordo com A de irradiagdo. As
irradiagdes com luz monocromatica criam entdo, a possibilidade de favorecer a saida

apenas do ligante NO, reduzindo-se a liberagio de ligantes CN'. Além disso, o manuseio
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de solugBes de NPS, em condicdes ambientes, implica o risco de intoxicagdo pelos
ligantes CN liberados, surgindo entdio, a necessidade de uma avaliagio da

fotossensibilidade deste composto ao A de irradiagéo.

Parte experimental

A metodologia de preparo das solugdes e o sistema de irradiagio utilizados ja foram
descritos anteriormente.

Os acompanhamentos cinéticos foram feitos coletando-se espectros em intervalos de
20 s, na regido de 190 a 820 nm. A aquisig#o de espectros foi controlada pelo programa
de cinética Multicell Kinetics Software - HP 89532K (Hewlett Packard).

X

Caracterizagdo do espectro de emissdio da limpada a vapor de Hg.

A velocidade de fotdlise depende do A e da intensidade de irradiagéio, por isso foi
necessario caracterizar a laimpada através de seu espectro de emissdo (Fig. 15). Tal
espectro foi obtido através do espectrofluorimetro Spex 500 M, no intervalo de 250 a
650 nm. Foi utilizado o guia liquido de luz e o filtro de 4gua para reproduzir as condigdes
de irradiagiio com luz policromatica.

0,030 -
435
0,025

403
4,020 4

4 545
¢.015 -
0.010 -

1 333
0.005 314 480

0,000 -1

Intensidade /u.2

300 400 500 600

Comprimento de onda / nm

Figura 15. Espectro e emissio da lampada a vapor de Hg de 100 W utilizada nas

irradiagdes.
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A figura 15 mostra que os picos mais intensos ocorrem em 365, 403, 435 e 545 nm e
que na regido abaixo de 250 nm aintensidade de emissdo € muito baixa. Isto & justificado
pelo uso do guia de luz que absorve em A < 250 nm e do filtro de 4gua que absorve em
A <200 nm. Apesar destas absorgdes, foi possivel constatar que a ldmpada a vapor de Hg
utilizada nas irradiagSes apresenta emissio em A=254 nm (Fig. 16B). A intensidade
detectada neste comprimento de onda mostrou-se baixa; porém, ha possibilidade desta
intensidade ser suficiente para promover transigdes eletronicas associadas com as bandas
de transferéncia de carga Fe—>CN do NPS nesta regido, levando a ejegdo de ligantes CN".

Para quantificar e observar a variagio das intensidades de emissdo, foram feitas
medidas de radidncia, dur;nte alguns minutos, utilizando-se um radidmetro (Cole-Parmer
mod. VLX-3W) com sensores para A =254, 312 e 365 nm (Figs. 16A e 16B).
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\.—-/'\.u._._k,\ __a—(b)
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0,86 . m /\/ 1,0 4 ‘/\
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B “ -‘\..4_“." ’ -
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160:

Intensidade
(mW/czx)l
Intensidade
(mW/c’)n

0 2 4 6 s 10

Figura 16. Variag#o da intensidade de radiagdo da lampada a vapor de merctrio utilizada
nas fotélises (A) luz monocromatica, com a utilizagdo de (a) sensor de A=312 nm e
(b) sensor de A=365 nm, (B) iz policromatica utilizando os sensores (a) 365 nm,
(b) 312 nm e (c) 254 nm.

Através da comparagdo entre as intensidades de luz policromatica ¢ monocromatica
em A=312 e 365 nm, verificou-se que o uso do monocromador causa grande redugio nas

intensidades.
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Resultados e discussiio

Caracterizagdo de solucdes de NPS em H,0O e em PEG 300 por espectroscopia na regido
do UV/Vis.

Os trabalhos relacionados com a interpretagio do espectro eletronico do NPS,
mostram que ha discordincia sobre a atribuigdo das bandas e a ordem dos niveis de
energia de seus orbitais moleculares. Tais atribui¢des diferem devido ao método de
calculo utilizado por cada autor. Neste trabalho, foram adotadas as atribuigdes feitas por
Manoharan ¢ Gray (1966 ¢ 1967). O método de calculo utilizado por estes autores é
denominado "self-consistent charge and configuration-molecular orbital" (SCCC-MO).

3,0 1.0
0,8
0.6
0.4
0,2
0,0

200 300 400 500

Comptimente de onda/nm

Absorbéncia/u.a.

Absorbéncia

- Soiuwgio de NPS em H,O
-Solugdio de NPS em PEG 3090

300 400 500 500 700
Comprimento de onda /nm

Figura 17. Espectros de absorgdo de solugdes de NPS (0,4 % em massa) em H,O € em
PEG 300 nas regiio do UV/Vis. Detalhe: espectro de solugdes diluidas (0,001% em

massa)

A figura 17 mostra as bandas de transferéncia de carga Fe—NO na regido de 300 a

700 nm. As absorgdes abaixo de 350 nm, atribuidas a transi¢des internas e de

transferéncia de carga Fe—>CN (detalhe na Fig. 17), aparecem apenas em solugdes muito
diluidas devido ao elevado coeficiente de absorgiio molar dessas bandas.

O espectro no UV/Vis do NPS possui uma banda fraca em 394 nm, e uma muito

intensa em 198 nm. Possui também quatro ombros, um em 498 nm e trés na regido de

comprimentos de onda menores em 330, 265 ¢ 238 nm.
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As transi¢fes observadas na regidio do visivel sdo de energia relativamente baixa ¢
ocorrem dos orbitais moleculares ocupados de maior energia (HOMO) 6¢ e 2b,, para o
orbital molecular desocupado de menor energia (LUMO) 7e(rn*NQO) e para os trés
- proximos LUMOs 3b,, 5a, e 8e. As atribuigSes destas bandas e ombros estdo na tabela 4.

A comparagiio entre as duas matrizes (Fig. 17) mostra que ndo ha deslocamento
significativo da banda dy, - 7*(NO). Apesar da incerteza na posi¢do dos méaximos ¢é
possivel que a banda d,;, & n*(NO) apresente um efeito batocrémico na matriz de
PEG 300 (Tab. 4).

Tabela 4. PosigBes e atribuigdes das bandas do espectro de absorgdo do NPS, em
solugdes de PEG 300 e de H,O, na regido do UV/Vis.

A max/nm

Solugdo 5;01“950 Solugdo em Atribuiggo **

aquosa * (Expg_‘i‘]‘;s:m a1y PEG300

498 ca. 510 ca. 520 dy—> T*(NO)  (2b;>7e)
394 ca. 396 ca. 394 dgy, = T*(INO)  (6e—>7e)
330 338 338 dey = 4,2 (2by-»3by)
265 - - d,~>d;” (2by—>5a;)
238 - - dgydl .2 (6e—3by)
200 202 - dy,—>7*(CN) (2b;—>8e)

* de Oliveira , 1995
** Manoharam e Gray 1966

O ombro que aparece em 498 nm ¢ atribuido a transigdo 2b,—>7e (d,—n*NO), de
transferéncia de carga. A banda em 394 nm também € uma banda de transferéncia de
carga dos orbitais moleculares 6 — 7e (dyy,—>7*NQO); porém, ¢ mais intensa que o
ombro em 498 nm, devido as caracteristicas de simetria destes orbitais. O orbital 2b,
possui 84,5% de carater dy,, 13,9% de aCN e 1,6% de n*CN, o orbital 6e possui 24,8%‘
de carater *¥NO e pequenas porcentagens de 7CN, 1*CN e oCN e o orbital 7e possui

pM o oaw
_i SERIOTE - & TSR
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72.5% de cardter n*NO (Manoharam ¢ Gray, 1966). Portanto, a probabilidade da
* transigiio 2b, — 7e ocorrer é menor do que a probabilidade da transi¢do 6e — 7e ocorrer,
uma vez que a integral de sobreposigio entre os orbitais 2b; e 7¢ ¢ menor que entre 6e €
7e. Os trés ombros na regido de menor comprimento de onda se devem ds transigdes
internas d-d, que sdo proibidas devido & pequena sobreposigio destes orbitais ¢ portanto,
aparecem como ombros. A banda intensa em 198 nm é uma banda de transferéncia de

carga do orbital molecular 2by(dy) — 8e (n*CN).

Analise das velocidades igiciais de fotdlise

A fotossensibilidade do NPS, em solugdio aquosa com 0,4% em massa, foi
verificada através da comparagdo entre as velocidades iniciais (v;) de decomposigio,
calculadas a partir das curvas cinéticas de fotdlise em diferentes As de irradiagdo. Para o
célculo das v;, considerou-se como aproximag#o, a linearizagdo dos trechos iniciais das
curvas exponenciais de A x t, isto é, v; = AA/At. Estes trechos correspondem a uma
extensdo de reagdo de aproximadamente 10%. Os valores de v; nestes trechos foram
obtidos por regressdo linear dos pontos da curva. Para permitir comparagdes entre escalas
de absorbincia diferentes, estas escalas foram normalizadas. Os valores de absorbincia

normalizada (Ay) foram obtidos através da equagdo:

An - A=A @7)
Ac- A

onde A,, A; e Arsdo as absorbincias nos tempos t, inicial e final respectivamente.

As v; de fotdlise foram obtidas em onze As de irradiagio diferentes, a saber: 314,
333, 365, 403, 435, 545, 576 nm, que correspondem aos picos do espectro de emissio da
lampada e 420, 456, 466 ¢ 480 nm que correspondem a vales de intensidade baixa entre
os picos de 403, 435 ¢ 545 nm (Fig. 18B).

A figura 18A mostra uma comparagdo entre o perfil de variagio das v; e o espectro
de absor¢éio do NPS em Agua. Em toda a faixa de As de irradiagdo, as transi¢des dy—>d,»

(265 nm), dyy—>ds2.y2 (338 nm), dy, ;,—>7*(NO) (394 nm) e dy—>n*(NO) (498 nm) estdo
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sendo promovidas. Destas, as transi¢des Fe—NO, tem probabilidade de levar a uma
maior taxa de fotoejegio de NO®. Como o aumento da v; monitorada em 394 nm, esta
associada com a fotoejegdo de NO® com formagdo de espécies [Fem(CN)s_K(HZO)x]"'z, 0s
valores mais altos de v; no intervalo de 365 - 456 nm podem ser associados a esta reagdo.
Os valores mais baixos de vi em 314 ¢ 333 nm podem ser atribuidos 4 menor mtensidade
de emisso da 1dmpada nestes As (Fig. 18B) e & menor excitagéio das transi¢des Fe—-NO.
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Figura 18. (A) Comparagio das velocidades miciais de fotolise em solugdes aquosas de
NPS 0,4% em fungéio do A de irradiagdo ( -m- ) com espectro de absorgio de uma solugiio
aquosa de NPS 0,4% em massa (—) e (B) Espectro de emissio da lampada a vapor de
Hg com indicagdo dos ) de irradiag#o utilizados.

Pode-se observar na figura 18A que a irradiagdo da banda do NPS em 498 nm,
atribuida a transigfio 2b, — 7e (dy—>n*NO), induz uma menor fotoeje¢do de NO".

365, 403 e 435 sdo os picos de emissdo mais intensos da limpada. A irradiagio
nestes As leva também valores de v; altos (Fig. 18A). Porém, a magnitude dos valores de
vi nesta faixa néo é proporcional apenas a intensidade dos picos de emissdo. Verifica-se
que a irradiagiio em A = 420 nm, que € um vale entre 403 e 435 nm, leva a uma v; maior

- do que a obtida em 435 nm que ¢ o pico mais intenso. A irradiagio em 456 nm, onde a

43



sendo promovidas. Destas, as transigbes Fe—»NO, tem probabilidade de levar a uma
maior taxa de fotoejegdo de NO°. Como o aumento da v; monitorada em 394 nm, estd
associada com Y fotoeje¢do de NO® com formagio de espécies [Fe™(CN)s(H0)I*?, os
valores mais altos de v; no intervalo de 365 - 456 nm podem ser associados a esta reagio.
Os valores mais baixos de v; em 314 e 333 nm podem ser atribuidos 4 menor intensidade

de emissdo da Idmpada nestes As (Fig. 18B) e 4 menor excitago das transigdes Fe—>NO.
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Figura 18. (A) Comparagdo das velocidades iniciais de fotolise em solugbes aquosas de
NPS 0,4% em fungdio do A de irradiagiio ( -m- ) com espectro de absorgéio de uma solugéo
aquosa de NPS 0,4% em massa (—) e (B) Espectro de emissdo da ldmpada a vapor de

Hg com indicagdo dos A de irradiagdo utilizados.

Pode-se observar na figura 18A que a irradiagdo da banda do NPS em 498 nm,
atribuida a transigéo 2b, — 7e (d,—>n*NO), induz uma menor fotoejegdo de NO”.

365, 403 e 435 sdo os picos de emissdo mais intensos da ldmpada. A irradiagdo
nestes As leva também valores de v; altos (Fig. 18A). Porém, a magnitude dos valores de
v; nesta faixa ndo ¢ proporcional apenas a intensidade dos picos de emisséo. Verifica-se
que a irradiagdo em A = 420 nm, que ¢ um vale entre 403 e 435 nm, leva a uma v; maior

do que a obtida em 435 nm que é o pico mais intenso. A irradiacdo em 456 nm, onde a
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emissdo ¢ também baixa, leva a uma v; também relativamente alta. Por fim, a irradiagdo
em 480 nm, de intensidade baixa, leva também a uma v; mais alta do que as obtidas nas
irradiagOes em 545 e 576 nm, de intensidade mais alta.

De forma geral, na regido de 365 a 576 nm pode-se observar que o perfil da curva
de v; se assemelha ao espectro de absorgdo do NPS. Estes resultados mostram que os
valores de v; com absorbéncias normalizadas conseguem refletir a fotossensibilidade das
solugdes aquosas de NPS.

A constatagdo de que a excitagio da banda em 498 nm, atribuida 4 transigio
2by->7e (dy—>n*NO) leva a uma menor fotoejegio de NO do que a excitagdo da banda
em 394 nm, pode ser compreendida considerando-se que: (a) o orbital 2b, possut cerca de
84,5% de carater d,y, 13,9% de nCN e 1,6% de n*CN e (b) o grupo nitrosila esta
orientado em torno do eixo z. Assim, o orbital molecular 2b, nfo interage com o grupo
nitrosila no estado fundamental, causando uma redug@o na probabilidade desta transigéo,
néo afetando de forma efetiva a forga da ligagdo Fe-NO.

A banda em 394 nm é atribuida 2 transi¢éio d.,,—>n*NO. Nesta transi¢do ocorre a
transferéncia do elétron de um orbital predominantemente localizado no metal 6e
(61% dy,y, ; 25% n*NO) para um orbital 7e que esta centralizado principalmente no
ligante nitrosila (23% d,z; ;73% =*NO). E esperado que o orbital 6e apresente grande
interagdo com o grupo nitrosila no estado fundamental e que a probabilidade da transi¢do
de 6e para 7e seja grande, devido simetria destes dois orbitais. Dessa forma, a transi¢do
responsavel pela banda em 394 nm deve induzir uma maior ejegdo de NO'. Estes
resultados permitem confirmar experimentalmente que a transigfio eletrénica mais

fotoativa do NPS (em relagfio a liberagio de NO*) ¢ a dy, ,,—>7*NO em 394 nm.

Andlise das variacdes espectrais

As irradiagdes feitas em todos os picos de emissdo da ldmpada e em alguns As com
menor intensidade mostram que as alteragGes espectrais durante a fotolise do NPS em

solugdes aquosas, dependem do comprimento de onda de irradiagéo (Fig. 19).
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Figura 19. Variagdes espectrais obtidas durante a fotdlise do NPS em solugdes aquosas
irradiadas com luz monocromatica em 314, 333, 365, 403, 435, 456, 480, 545 e 576 nm.
Intervalo entre espectros: 60 s.

Observou-se que apesar do uso do monocromador, ndo € possivel induzir transigdes

eletronicas especificas isoladamente, devido a forte sobreposigéo das bandas do espectro
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no UV/Vis. Porém, a diferenga no comportamento das variagdes espectrais indica que ha
possibilidade de favorecer a formagdo de determinadas espécies controlando-se o A de
irradiagéo.

Em todas as irradiagdes de solugdes aquosas de NPS foi observado o crescimento
das bandas em 338 e 394 nm. Em irradiagdes com A abaixo de 480 nm foi observado
também o aparecimento de uma nova banda em 720 nm, indicando que nestes casos ha
formagdio de complexos como o Azul da Prissia ou Verde de Berlim através de reagdes
secundarias. Com a comparagdo destas variagdes espectrais, pode-se concluir que o Azul
da Prussia e o Verde de Berlim nfo sdo produzidos apenas termicamente. Provavelmente
a formagdo destes complexos envolve processos fotoquimicos, ja que apenas a presenga
de grandes quantidades de espécies contendo ions Fe™ e Fe', ndo leva a formagdo das
maiores quantidades destes complexos, como mostra as irradiagdes feitas em A = 314 ¢
456 nm. Nas variagOes espectrais em que se observa o surgimento da banda intensa em
720 nm, nota-se também uma redugfio no crescimento das bandas em 338 ¢ 394 nm,
devido ao consumo das duas espécies responsaveis por estas bandas. Estes resultados
mostram que apenas nas irradiagdes com A = 480 nm, nfo ocorre formagio (detectavel)
de complexos AP e VB resultantes da formagfio de [Fe"(CN)s(H,O%*> e
[Fe™(CN)s(H;0),]*%, confirmando que a formagdo destes complexos ocorre

fotoquimicamente.
1,00 1,00 1,00
A =4
0,75 0,751 0,754 w480 am
4 @ g
£ 3 5
3 0504 | 3 r
4 2 o504 § 2 0,50
g : ;- &
B 2
8 ]
2 2 2
< = =
0,254 0,25 0,25
0.00 T P r : 00 . . , r , 0,00 . .
300 400 300 600 00 b 300 400 SO0 600 700 800 300 100 500 600 700 800
Comprimento de onda / nm Comprimento de onda / nm Comprimento de onda / nm

Figura 20. Variagdes espectrais obtidas durante a fotdlise do NPS em solugdes de PEG
300 irradiadas com o uso do monocromador posicionado em A = 365, 403 e 480 nm.

Intervalo entre espectros: 60 s.
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A figura 20 mostra as alteragdes espectrais de solugdes de NPS 0,4% em PEG 300
obtidas nas irradiagGes com o uso do monocromador.

Nota-se diferengas entre o comportamento das variagdes espectrais em H,0O e em
PEG 300 (Fig. 20). Em todos os A, de irradiaglio ocorre o crescimento da banda em
394 nm, mostrando que em matrizes de PEG 300 também ocorre a formagdo de espécies
[Fe™(CN)s(solv)]*. Porém em nenhum 2 de irradiagdo foi observado o surgimento da
banda em 720 nm, o que mostra que néo ocorre a formagiio de Azul da Prissia ou Verde
de Berlim. A auséncia do ombro .em 338 nm, reforga esta evidéncia. Essa diferenca de
comportamento na matriz de PEG 300 em relagdo a solugdes aquosas, mostra um efeito
importante da matriz no mecanismo de fotolise de NPS. Como observado no item

anterior, este efeito esta associado com a redugdo da formagio de espécies Fe" na matriz
de PEG 300.

Conclusies

A andlise das v; de fotdlise com o uso do monocromador, em solugdes aquosas de
NPS permitiu confirmar experimentalmente que a transigdo eletrénica mais fotoativa do
NPS (em relagdo a liberagdo de NO®) € a d, ,,—>7*NO em 394 nm. A comparagio das
variagOes espectrais obtidas nas fotélises de soluges aquosas de NPS, permite concluir
que o AP ¢ 0 VB séo produzidos tanto térmica como fotoquimicamente. As irradiagdes
de solugdes de NPS em PEG 300 levam a formagio de [Fe™(CN)s(OE),J* ¢ a uma
redugdio na formagdo de [Fe"(CN)s..(OE),J*> e CN". Esta diferenga de comportamento
das variagdes espectrais observada na matriz de PEG 300 em relagdo a solugdes aquosas,

mostra um efeito importante da matriz no mecanismo de fotolise do NPS.
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3. VERIFICACAO DO EFEITO DA MATRIZ NAS CINETICAS DE
FOTODECOMPOSICAQ DO NITROPRUSSIATO DE SODIO EM H;0 E EM
PEG 300

Introducio

Em processos fotoquimicos a presenga do solvente pode reduzir a energia da
molécula por solvatagio e também afetar a intensidade da energia absorvida nas
transiges, especialmente as consideradas proibidas. Isso se deve a perturbagoes
produzidas pela proximidade das moléculas do solvente. Em relaglio as espécies
eletronicamente (ou vibracionalmente) excitadas, a presenga do solvente pode causar um
grande aumento na probalidade de supressfio fisica, devido ao anmento do nimero de
colisdes moleculares. Além disso, pode tornar o processo de supressdo quimica (remogéo
da espécie excitada por reagdo quimica com o solvente), competitivo com o processo de
fotodissociagdo, principalmente em processos que envolvam formagéo de radicais
(Wayne, 1988).

Além do efeito de solvatagdio, a presenga do solvente pode impor restrigdes
difusionais ¢ de mobilidade ao soluto, durante o curso da reagéio fotoquimica. A
influéncia destas restrigdes na reatividade do soluto pode ser dificil de se detectar.
Qualquer solvente terd um efeito sobre a reatividade do soluto, porém a magnitude das
interagBes e as suas conseqiiéncias podem ser imperceptiveis. Um efeito restritivo muito
comum nas reagdes de decomposigio em solugiio é o chamado "efeito gaiola”.

A primeira constatagio do "efeito gaiola” foi descrita ha mais de 60 anos por Franck
¢ Rabinowitch (1936). Foi observado que o processo de fotodissociagdo é reduzido em
solugdes se comparado com o estado gasoso. Essa reducdo foi atribuida ao aumento no
namero de colisdes entre o par de radicais formados. O aumento na quantidade de
colisdes se deve & reducéio da probabilidade das particulas encontrarem um espagamento
suficientemente grande, entre as moléculas do solvente para poderem escapar da "gaiola”
imposta pelo solvente, evitando a coliséio entre o par de radicais formados inicialmente. O
termo "efeito gaiola” é freqiientemente mencionado quando referido aoc modelo sugerido

por Noyes (1955). Este modelo prevé trés processos para a formagdo do dimero (R-R’)
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em solugdo (Esquema 3). Estes processos sdo: (1) a partir de pares primarios (R" “R') que
nio conseguiram se afastar; (2) a partir de pares secundéarios que se afastaram até certo
ponto e retornaram; (3) a partir de pares formados de radicais livres que consegniram se

separar na solug#o.

iniciador
l ‘ produtos aleatorios
produtos geminados
R-R ¥ (R* ‘R") : ? :
par primério R-R + R-R' + R'-K
o
RS + R-§ «+— (R* R) R") + (R)
outros produtos par secundario radicais livres separados

Esquema 3. Modelo do "efeito gaiola" proposto por Noyes (1955).

Os dois primeiros processos levam exclusivamente ao produto de combinagéo
formado de fragmentos da molécula original, enquanto o terceiro resulta na mistura
aleatoria de dimeros simétricos e assimétricos. Noyes, designou a soma dos dois
primeiros processos como "combinagdo geminada" para distingui-los dos eventos
aleatérios que podem levar a formagio do mesmo produto. Existem muitos resultados
que certamente refletem a existéncia do fendmeno amplamente designado como "efeito
gaiola", mas a definigdo precisa das caracteristicas do solvente que determinam esta
propriedade nem sempre € possivel.

O modelo elaborado por Noyes d4 grande énfase a disténcia inicial (o) que separa o
par de radicais, logo ap6s a sua formagio. Este modelo prevé que em sistemas com
viscosidade constante, 1, deve aumentar conforme a redugdo do comprimento de onda da
luz absorvida, ou seja, ry deve depender do excesso de energia dos fragmentos. Nos

processos fotoquimicos esse excesso de energia deve ser maior que nos Processos
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térmicos. Assim, o "efeito gaiola” deve ser mais pronunciado em reagSes fotoquimicas do
que em reagles térmicas.

E esperada uma diferenga dos efeitos de solvatagiio e de restrigdes difusionais em
matrizes de dgua e de PEG 300, pois estes dois solventes apresentam polaridade e
viscosidade diferentes. Estas caracteristicas podem afetar a estabilidade fotoquimica do
NPS em relagdo a ejeg@o do ligante NO, refletindo-se nas cinéticas de fotodecomposigiio.
Com o objetivo de verificar a diferenga do efeito de solvatagdo do NPS em algumas
matrizes, foi feita a caracterizagdio deste complexo em aguna, em glicerina, em etileno
ghicol e em PEG 300, 600 e 900, através de espectroscopia no IV. Visando observar o
efeito da restrigio difusional na fotélise do NPS, foram feitos acompanhamentos
cinéticos por espectroscopia no UV/Vis ¢ o calculo das constantes de velocidade de

fotélise de solugbes de NPS em agua e em PEG 300.

Parte experimental

A metodologia de preparo das solugdes e o sistema de irradiagdo utilizados ja foram
descritos anteriormente.

Os acompanhamentos cinéticos também foram feitos coletando-se espectros em
intervalos de 20 s, na regifio de 190 a 820 nm. A aquisi¢io de espectros foi controlada
pelo programa de cinética Multicell Kinetics Software - HP 89532K (Hewlett Packard).
As constantes de velocidade de primeira ordem foram obtidas através do ajuste de curvas
cinéticas aos dados experimentais de decaimento de absorbincia, utilizando-se os
- meétodos Levenberg - Marquart e Simplex do programa gréfico Microcal Origin - verséo
4.1 (Microcal Software Inc.).
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Resultados e Discussiio

A figura 21 mostra os espectros no IV do NPS em matrizes de H,O ¢ PEG 300.

- Solugdo de NPS em H,O

80 - - Soluglio de NPS em PEG 300

- =

40

Transm itdncia / %

!

0 T v T T 1
2400 2200 2000 1800 1600

Néamero de onda / cm '

Figura 21. Espectros de absorgdo de solugdes de NPS em H,0 e em PEG 300 nas regifio
doIV.

Enquanto a posicdo da banda de estiramento C-N permanece praticamente
inalterada nos dois solventes (ca. 2141 cm™), observa-se que a banda de estiramento N-O
sofre um grande deslocamento (42 c¢m™) ao se passar de H,O para PEG 300. A
observagdo da posigio destas bandas em outros solventes, mostra que ha uma tendéncia
geral de deslocamento da banda de estiramento N-O para freqiiéncias menores com a
diminuigio da polaridade do solvente (Tab. 5). Este efeito pode ser atribuido ao alto grau
de retro-doagdo apresentado pelo ligante NO. O ferro se coordena aos ligantes CN” e NO*
através de ligagdes o, onde ele atua como receptor de elétrons. A baixa
eletronegatividade do ferro e o caréter de receptor © dos ligantes induzem o metal a doar
elétrons d, para o orbital n* do CN e do NO® (Manoharam e Gray 1966,
Swinehart, 1967).

E esperado que o NO® possua maior carater de receptor m do que o CN’, devido ao

orbital T*NO ser consideravelmente mais estivel do que o n*CN. Esta estabilidade
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facilita a acomodacgio de elétrons, tornando maior a retro-doag@io ao NO do que ao CN.
O efeito de retro-doagdo aumenta a densidade eletrénica no NO, fazendo com que este
ligante seja afetado de uma forma intensa pelas interagdes intermoleculares com o

solvente.

Tabela 5. Posi¢tes e atribuigdes das bandas do espectro de absorgio do NPS, em

solugdes de PEG 300 e de H,O, na regido do IV,

matriz estiramento C-N (v cm™) estiramento N-O (v cm™)

H,0 (literatura)* 2142 1937
H,O (experimental) 2142 1936
Glicerina 2143 . 1919
PVA (literatura)* 2142 1915
PEG 300 2141 1894
PEG 600 2139 1890
PEG 900 2139 1890

* (de Oliveira, 1995)

O efeito causado pelo solvente pode assim estar associado a diferengas na densidade
- de carga elétrica no NO, induzidas pela interagdio dipolar entre 0 NO e os elétrons livres
dos oxigénios dos diferentes solventes.

Para verificar o efeito da matriz na velocidade de fotdlise do NPS, foram

comparadas as v; (as velocidades iniciais foram normalizadas seguindo a equagédo 27),
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obtidas nas irradiagdes do NPS em matrizes de H,O e de PEG 300. Para eliminar o efeito

causado pela diferenca de escalas, os valores de v; foram normalizados.

1,0 - 10+
= H,O
1'nu:m'rq:u. 338 nm H20 ] Kammp_= 394 nm 2
0,8 0,8
= § PEG 300
Z o6 PEG 300 5 .
- &
g ‘G
g g
0,41 L 0,44
Q =]
2 3
«
0,2- 0,24
0,0 0,0!
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Tempo /s Tempo / s
(A) (B)

Figura 22. Curvas cinéticas de fotélise de solugdo de NPS em H,O e em PEG 300
irradiada com luz policromatica com (A) acompanhamento em 338 nm e (B)
acompanhamento em 394 nm. Ageomp. TEpresenta o comprimento de onda em que foram

obtidas as curvas cinéticas.

As irradiagbes realizadas com o uso do monocromador mostraram que o A de
irradiagio causa diferencas nas variagdes espectrais, porém as v; ndo apresentaram
diferengas significativas. Essa situagdo se altera nas irradiagdes feitas sem o uso do
monocromador onde se pode observar diferengas significativas tanto nas v; (Tab. 6) como
no comportamento das curvas cinéticas (Fig. 22). Os acompanhamentos do crescimento
das bandas em 338 e 394 nm, atribuidas a formagdo de espécies  [Fe"(CN)s(solv),]*
e [Fe™(CN)s<(solv), "2 respectivamente, mostram que a matriz de PEG 300 causa uma
reduciio na formagdio destas duas espécies, isto €, nesta matriz a ejegdo dos ligantes
ocorre em menor extensdo. O NO® e CN” sdo ignalmente ejetados nas duas matrizes,
porém devido a restrigdes difusionais impostas pela matriz de PEG 300 ("efeito gaiola"),

ocorre um aumento na freqiiéncia de recombinagio dos ligantes radicalares ejetados,

53



impedindo que estes sejam substituidos por sitios de coordenagio do solvente (Esquemas
4 ¢ 5 baseados em Stochel, 1992). As irradiagdes foram realizadas em duplicata e foi

observado que este comportamento se repete. Este efeito corresponde a uma estabilizagdo
aparente do NPS causada pela matriz de PEG 300.

Tabela 6. Velocidades iniciais (v;) de fotélise do NPS 0,01% em H,0 e em PEG 300.

v; normalizada / 10 (s)

A de acompanhamento (nm) em H,O em PEG 300
338 90 9,1
394 156 7,0

Este efeito pode ser analisado de acordo com o modelo de efeito gaiola (baseado em
Stochel, 1992) (Esquema 4 ¢ 5).

hv

A 4

[Fe(gN)sNO]Q’ [Fe(CN)sNOJ**
ka

k;

ks

[Fe(CN)s -+ NOJ e

ks PEG 300

[Fe(CN)s(OE)]* + NO°

Esquema 4. Efeito gaiola para ejegdo de NO°.
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[Fe'(CN)s.( Ot [Fe™(CN)s .(OE),]***

F 3

v

ko'

v

[Fe(CN)sox (OE)-+++-CNT* % ggiotar

ks'

ks | PEG 300

v
[Fe™ (CN)s(OE)L]*> + CN°

Esquema 5. Efeito gaiola para ejeciio de CN”.

Nos Esquemas 4 ¢ 5 0 NPS e o [Fe™(CN)s.{(OE),J*? sdo excitados e as espécies
formadas [Fe(CN)sNOJ** e [Fe"(CN);..(OE),J*** podem ser desativadas por meios ndo
radiativos com constante de velocidade k; e k;', respectivamente. O k; ¢ o k;' representam
as constantes de velocidade das etapas de formagfo do pares de radicais que ficam presos
na "gaiola" do solvente.

A maior rigidez da cavidade proporcionada pela matriz de PEG 300 em relacdio a
agua deve favorecer a recombinagdo do par radicalar de forma mais eficiente. Isto é, na
matriz de PEG 300 as disténcias iniciais (ro) atingidas pelos radicais formados nos pares
primérios ou secundarios devem ser menores do que as atingidas em agua. Desta forma a
fragdio dos radicais que consegue escapar da gaiola antes de se recombinar é menor em
PEG 300 do que na agua. Estes processos de recombinagiio sdo representados pelas
constantes k; ¢ k;' nos esquemas 4 e 5,

As reagbes de substituigdo do NO* e do CN® por sitios de coordenagio do solvente
ocorrem seguindo as constantes de velocidade k4 e ki, que devem ser dependentes da
viscosidade do solvente, ji que estes processos envolvem a difusfio dos ligantes para fora

da primeira esfera de coordenagéio do ferro. Assim, é esperado que k4 € k;' em solugdes
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~ aquosas sejam maiores do que em solugdes de PEG 300. Portanto, a matriz de PEG 300
induz uma estabilizagio do NPS e do [Fe™(CN)s.{OE)J*? devido ao aumento da
freqiiéncia de recombinagdo dos ligantes.

Além da rigidez da cavidade outras propriedades como a eficiéncia de desativagéo
dos fragmentos formados, a orientagdo do par de radicais imposta pela matriz e as
dimensdes da cavidade podem afetar significantemente a taxa de recombinagéo.

Foi observado, também, que ha diferengas no comportamento das curvas cinéticas.
Apbs o trecho inicial da fotélise (34 s) (Fig. 23), ocorre a redugdio da velocidade de
formagio de espécies contendo Fe'' (A=338 nm) e Fe'" (A=394 nm). Essa redugdo
coincide com o surgimento da banda em 720 nm, indicando que ocorre o consumo destas
duas espécies para formago dos complexos AP (Apg= 676 nm) € VB (Angy= 800 nm)
seguindo as equagdes 13 e 14, respectivamente. Na irradiagdo em matriz de PEG 300 ndo
foi observado este comportamento.

074 @

0,6 1

0.5

0,4+

0,34

Absorbiéncia / u.a.

0,24

0,1 -

0,0 1

o s 100 150 200
Tempo (s)

Figura 23. Curvas cinéticas de fotdlise de solugdo de NPS 0.01% em H,O irradiada com

Tuz policromatica.
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Uma analise mais detalhada dos trechos iniciais das curvas cinéticas obtidas em
solugdio aquosa permite identificar trés etapas. Na etapa (a) ocorre tanto a liberagdo de
ligantes CN como de NO°, porém devido 4 maior labilidade da ligagdo Fe-NO, sua ejegio
ocorre preferencialmente, causando um rapido crescimento nas bandas de absor¢do da
espécie [Fe" (CN)s(H,0)]* (responsavel pelo aumento na intensidade da banda em 338 e
394 nm). Uma vez liberada grande parte do NO°, na etapa (b) predomina a
fotossubstituigdo do CN” por H,0, resultando em um crescimento mais lento nas bandas
em 394 e 338 nm. Nesta etapa comega a surgir a banda em 720 nm, indicando a formagdo
dos complexos AP e VB. Na etapa (c) pode-se observar uma grande mudanca nha
inclinago da curva cinética em 394 nm e um rapido aumento da banda em 720 nm. A
redugdio da intensidade da banda em 394 nm mostra que as espécies contendo Fe' sio
consumidas tanto para a formagio de espécies contendo Fe", como para formagdo de AP
e VB.

A diferenga entre as cinéticas de ejegio do NO® ¢ do CN (etapas (a) e (b) -
Fig. 23), sugere a possibilidade de controlar o tempo de irradiagdo evitando a ctapa da
fotélise onde ocorre predominantemente produgio de CN. Tal controle é de grande
interesse uma vez que a preocupagdo com uso deste complexo como medicamento esta

relacionada com a liberagio de seus ligantes CN in vivo.
Conclusdes

O efeito de solvatagdo ¢ mais pronunciado em relagdo ao ligante NO do que para os
ligantes CN, provavelmente devido a uma maior retro-doagdo envolvendo o NO.

A matriz de PEG 300 causa uma estabilizagio aparente em relagdo a fotoejegdo de
NO® e de CN* devido a um aumento na taxa de recombinagiio dos pares de radicais

formados na reagio de fotélise.
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4. LIBERACAO FOTOQUIMICA E TERMICA DE NO° A PARTIR DA
S-NITROSO-L-CISTEINA: EVIDENCIA DE ESTABILIDADE ADICIONAL
EM MATRIZ DE PEG 300

Introducio

O interesse pelos nitrosotidis surgiu quando o grupo de Furchgott (1980) descobrm
uma substincia responsavel pela ativagdo da guanilato ciclase (enzima chave envolvida
no controle da vasodilatagdo), que foi denominada fator de relaxagiio derivada do
endotélio (EDRF). O grupo de Moncada (1991) mostrou que o NO° ¢ o EDRF possuem
grande semelhanga; porém, o NO° tem um tempo de meia-vida muito curto, sendo
desativado rapidamente por espécies reativas presentes no plasma ¢ no meio celular.
Desta forma, tem sido proposto que o NO° ¢ estabilizado pela reagdo com uma molécula
carregadora, prolongando seu tempo de meia-vida e preservando sua atividade biologica
(Stamler, 1992 (b)). Os tiéis de baixo peso molecular (abundantes no plasma humano)
sdo fortes candidatos para exercer esta fungdo. Houve um grande aumento no interesse
pela quimica destes compostos quando foi constatado sua presen¢a no plasma e em
outros fluidos do corpo (Gaston, 1993). Além disso, foi sugerido que os nitrosotidis
possuem maior semelhanga com o EDRF que o proprio NO°. Em particular a
S-nitroso-L-cisteina (acido (R)-2-Amino-3-mercaptopropandico - CySNO - Fig. 24)
apresenta maior semelhanca com o EDRF que o NO°, em relagio a propriedades

vasodilatadoras e de inibigio da agregacéo plaquetaria (Myers, 1990).

OH
ON

Figura 24. Estrutura da CySNO.
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Sabe-se que 0 NO® ndo reage diretamente com os tiéis (Pryor, 1982). Evidéncias
recentes tem sugerido que a nitrosagdo destes compostos ocorre em duas etapas.
Inicialmente 0 NO" ¢é oxidado a uma espécie NyOy, pela reagéio com O, e numa segunda
etapa, esta espécie doa um NO" para o ti6l formando uma ligagdo S-NO (Wink, 1993).

Os nitrosotidis podem se decompor tanto termicamente (Rheinbolt, 1932) como
fotoquimicamente (Barrett, 1966) liberando NO® em ambos os casos, através da clivagem
homolitica. Porém, foi sugerido por Arnelle et a/. (1995) a possibilidade da formagéo de
NO" e NO" através da clivagem heterolitica dos nitrosotiéis. A formagfio destas espécies
seria responsavel por determinadas atividades biol6gicas que se mostraram independentes
da presenga de NO°®.

Além do potencial de uso como drogas liberadoras de NO®, os nitrosotiois sdo
importantes pela possibilidade de armazenamento e transporte de NO® in vivo
(Wood, 1996). A maior parte dos nitrosotidis sdo termicamente instiveis impedindo seu
isolamento (Butler ¢ Rhodes, 1997). Portanto, formas de estabilizar estes compostos para
que possam ser utilizados em aplicagSes farmacéuticas e nos trabalhos de pesquisa, sio
de grande interesse. Uma destas formas € a sua incorporagdo em matrizes poliméricas
atoxicas como por exemplo o Poli(etileno glicol) (PEG) (Shishide e¢ de Oliveira
(a) e (b), 1998; Shishido e de Oliveira (b), 1997). Nesta parte do trabalho investigou-se o
efeito de matrizes de PEG 300 nas cinéticas de decomposi¢do térmica e fotoquimica da

CySNO em relagfio a matrizes aquosas.

Parte experimental
Sintese da S-nitroso-L-cisteina (CySNO).

A CySNO foi preparada com base em um procedimento da literatura
(Stamler, 1992 (b)) a partir de solugbes de cloridrato de cisteina (CsH7NO,S.HCI)
(Nuclear) em matrizes de agua e de PEG 300, 10% em massa, onde foi borbulhado NO*
gasoso, gerado pelo sistema apresentado na figura 25 (Schor, 1994). Neste sistema foi
utilizado acido acético (destilado na Planta Piloto IQ-Unicamp), solugdes de K4[Fe(CN)s]
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(Art Lab.) e NaNO, (QEEL), solugdo de NaOH (CRQ), tubo secante de CaCl;
(comercial) e solugdio de KMnO, (Carlo Erba).
O NO® gasoso foi gerado na reagéo :

[Fe(CN)s]* + NOy + 2CH;COO0H — [Fe(CN)s]* + 2CH;COO +NO*'+H,0  (28)

<7

(1)

€ N2
2)

(6) (8)

{7} oo O O

® i (5) (3)

Figura 25. Sistema utilizado para a geragdo de NO® gasoso, onde:

1- Bureta para adigéo de acido acético

2- Solugdo de K4[Fe(CN)s] e NaNO,

3- Frasco lavador com solugio de NaOH

4- Tubo secante com CaCl,

5 e 8- Frascos com solugdo de KMnQ;, para oxidagéo do excesso de NO*
6 - Tomneira com trés saidas.

7- Cela de IV para gas com janelas de CaF,

O sistema mostrado na figura 25 foi previamente lavado com Ny, O NO® gerado
no baldo de fundo redondo (item 2 da Fig. 25), foi purificado por passagem em uma
solugdo de NaOH 50%, os vapores de agua foram retirados através da passagem do gas
por um tubo secante de CaCl, e 0 NO® seco foi finalmente borbulhado na solugéio de
CySH, utihizando-se um borbulhador de placa porosa. O fluxo foi controlado através de
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uma torneira com trés saidas: uma de entrada do gas, uma para realizar o borbulhamento
e uma ligada a um frasco contendo KMnQ, para oxidar o excesso de NO®. O O, (ar) foi
introduzido simultanecamente com o uso de uma seringa para produzir a mistura
NO,’/NO’. Para se obter 0 maximo de rendimento foi utilizado um pequeno excesso desta
mistura. As concentragdes de CySNO obtidas sfio estimativas baseadas na concentragio
inicial de CySH, devido a instabilidade térmica da CySNO.

As solugdes foram preparadas na faixa de 0,025-10% em massa. Para a

solubilizagiio dos sais, foi utilizada uma placa de agitagdo ¢ um banho com ultra-som.

Fotélise das solugdes de CySNO.

As cinéticas de decomposi¢do da CySNO nas matrizes de dgua e PEG 300 foram
acompanhadas nas seguintes condigdes:

¢ irradia¢fo com A=333 nm
¢ irradiagfo com luz ambiente (LA)
* no escuro a 25° C

e no escuro a 35° C.

Para verificar a sensibilidade das solugdes preparadas a luz ambiente, as solugdes de
CySNO foram expostas em uma sala de 6,18 x 4,38 m, iluminada por quatro jogos de trés
lampadas Neon fluorescentes (Philips 110 V - 40 W) instalados a 4,5 m de altura. As
cubetas contendo as solugdes foram colocadas horizontalmente em um suporte
termostatizado a 25° C, fora do espectrofotometro nos periodos de exposigdo. As
irradiagdes com A = 333 nm, foram feitas utilizando-se 0 mesmo banco 6tico utilizado na
irradiagdo do NPS (Fig. 4). Estas irradiagSes foram realizadas dentro do
espectrofotémetro UV/Vis.

As constantes de velocidade de decomposi¢io de primeira ordem foram obtidas
através do ajuste de curvas cinéticas aos dados experimentais de decaimento de
absorbancia em 338 nm, utilizando-se os métodos Levenberg - Marquart ¢ Simplex do

programa grafico Microcal Origin - verséo 4.1 (Microcal Software Inc.).
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Resultados e discussiio

Sintese e caracterizacéio da CySNO em PEG 300

As reagdes envolvidas na sintese da CySNO através da nitrosagéo direta da CySH
incorporada em matriz de agua e de PEG 300 s3o:

NO* + ',0,— NO; X, N,0, (29)
Em matrizes de PEG,
CySH + N;O; —— CySNO + HNO; 30)

Em solugdes aquosas, o N2O; hidrolisa de acordo com a equagdo

N;0; + H,0 == 2 HNO, = 2NO,  + 2 H" (1)

Neste caso, a disponibilidade de espécies N,Oy depende fortemente do pH. Como o
pKa do 4cido nitroso (West, 1968) é 3,36, em condigdes acima deste valor 0 HNO, estara
completamente dissociado formando NO,. O pH das solugSes aquosas de cloridrato de
cisteina usadas na sintese foi 1,1; assim, o equilibrio da equag#o 31 se encontra deslocado
para a esquerda fornecendo uma fonte de espécies N,O; para a reagio de S-nitrosagédo. A
reagdo de S-nitrosagdio ndo foi observada em pH acima de 7,0, confirmando que a
hidrolise de N>O; e a nitrosagfio atuam como processos competitivos,

A figura 26 mostra o espectro UV/Vis da CySNO sintetizada com 05 Apsx
caracteristicos destes compostos em 338 e 545 nm (Arnelle e Stamler, 1995).
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Figura 26. Espectro de absorgio no UV/Vis da solugio aquosa 0,25% de
S-nitroso-L-cisteina sintetizada. Em detalhe o espectro de absorgdo de uma solugdo 5%.

Acompanhamento cinético das rea¢des de decomposigdo fotoquimica e térmica da

SNO.

O processo de decomposi¢do da S-nitroso-L-cisteina (Eq. 32) pode ser
acompanhado no UV/Vis através da redugio da intensidade tanto da banda em 338 como
em 545nm. A figura 27 mostra as alteragdes espectrais representativas da decomposi¢éo
térmica da CySNO acompanhadas em A = 338 nm. O aumento da intensidade da banda
na regiio de 260 nm indica a formagdo de cistina (dimero da cisteina, Eq. 33)
(Wood, 1996).

A formaglio de cistina foi confirmada pela comparagdo do espectro da solugdo

decomposta com o espectro de uma solugéo de cistina pura.

CySNO ——s CySe + NO= (32)
CySe + CySNO—> CySSCy + NO-+ (33)
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Figura 27. Variagio espectral representativa da decomposicio da CySNO, solugdo
0,025% em massa em PEG 300, no escuro a 35° C . Intervalo entre espectros: 10 min.

Para verificar a estabilidade térmica da CySNO foram feitos acompanhamentos
cinéticos da reagfio de decomposi¢iio no escuro a 25° e 35° C em agua ¢ em PEG 300. A
partir das curvas cinéticas obtidas foram calculadas as constantes de velocidade (&),
sendo possivel estimar as energias de ativagio (E,). Os valores obtidos em solugdo
aquosa ¢ em matriz de PEG 300 foram: E, = 59 kJ.mol” e E, = 68 kJ.mol". Os ks obtidos
estdo na tabela 7.

Tabela 7. Constantes de velocidade de primeira ordem & para reagdes de decomposigio
térmica da CySNO em solugdes aquosas 0,25% ¢ em PEG 300 0,025%.

Condigdes k /103 Tempo de meia vida
da reagéio (min™) (min)

H,0 no escuro (25° C) 51 137.8

H>0 no escuro (35° C) 12,4 56,0

PEG no escuro (25° C) 6,3 110,0

PEG no escuro (35°C) 13,6 51,1

As curvas cinéticas da decomposicio térmica obtidas foram linearizadas

considerando-se que os processos de decomposigio obedece a cinéticas de primeira
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ordem, o que ¢ esperado, uma vez que se trata de uma reagio unimolecular. A figura 28

apresenta as curvas de  In ((A;- AL)/(Ag - A.)) versus tempo para as reagdes térmicas.
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Figura 28. Linearizagio das curvas cinéticas obtidas nos acompanhamentos da
decomposigdo térmica de solugdes de CySNO em H;0 0,25% e em PEG 300 0,025%.

As constantes de velocidade de primeira ordem obtidas das curvas linearizadas

(Fig. 28) estdo apresentadas na tabela 8. Para verificar o efeito da matriz na

fotodecomposigio deste composto, foi feita a comparagio das curvas cinéticas

linearizadas, obtidas na fotdlise com luz ambiente (LA, A > 350 nm) € com A = 333 nm

(Fig. 29).

Tabela 8. Constantes de velocidade de primeira ordem £ para reagdes de decomposigio
fotoquimica e térmica de solugdes de CySNO em dgua 0,25% e em PEG 300 0,025%.

Condigdes
da reagdo

H,0 - Luz ambiente (25°C)
H>0 - A =333 nm (25°C)
PEG - Luz ambiente (25°C)

PEG - A =333 nm (25°C)

k/ 101‘ 3 Tempo de meia vida
9,5 76,6
14,8 474
6,4 109,0
54 129,5
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Figura 29. Linearizacdo das curvas cinéticas obtidas nos acompanhamentos da

fotodecomposigio de solugdes de CySNO em H,O 0,25% em massa ¢ em PEG 300

0,025% em massa.

Os valores de k sob irradiagdo com luz ambiente mostram que a velocidade de
decomposigdo em matriz de PEG 300 & cerca de 1,5 vezes menor que a obtida em H,0.
Sob irradiagdo com A=333 nm a velocidade ¢ 2,7 vezes menor em PEG 300 que em H,O.
Esses valores de k indicam que a matriz de PEG 300 produz um efeito de estabilizagdo na
fotodecomposigdo da CySNO.

A redugdo da fotodecomposi¢do na matriz de PEG foi atribuida ao “efeito gaiola”
(Esquema 6, semethante ao trabalho de Stochel, 1992), baseado no modelo de Noyes
(1955). A redugéo da constante de velocidade da decomposigio fotoquimica nesta matriz,
pode ser atribuida a uma maior taxa de recombinagdo dos radicais CyS® e NO* gerados
fotoquimicamente (Esquema 6).

A espécie excitada {CySNO}* pode ser desativada através de processos néo
radiativos com constante de velocidade k;". A constante de velocidade para a formagdo
do par de radicais presos na gaiola do solvente é representado por k»". O processo de
recombinagdo de radicais segue a constante de velocidade k;". O favorecimento do
processo de recombinagdo na matriz de PEG 300, pode ser atribuido a uma maior
limitagdo ao escape dos radicais. Este processo leva a uma redugio da velocidade de

decomposigdo e a uma estabilizagio aparente da CySNO. A constante de velocidade ks"
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representa o afastamento do par de radicais formados, para fora da gaiola do solvente. E
esperado que esta constante seja dependente da viscosidade, uma vez que ela envolve a
difusdo de espécies no solvente, portanto k," deve ser maior em dgua do que em
PEG 300.

Comparando-se as figuras 28 e 29, nota-se que a redugdo da velocidade de
decomposigéo da CySNO, causada pela matriz de PEG 300, é significativa apenas nas
decomposigbes térmicas. Isso se deve a uma maior distincia inicial 1o atingida pelos
radicais ejetados fotoquimicamente (introdugdo do item 3 - esquema 3). O modelo de
“efeito gaiola” proposto por Noyes prevé que em sistemas com viscosidade constante, a
disténcia inicial r, atingida pelos pares de radicais, deve aumentar conforme a redugéio do
comprimento de onda da luz absorvida, ou seja, 1o deve depender do excesso de energia
dos fragmentos. Nos processos fotoquimicos esse excesso de energia deve ser maior que
nos processos térmicos. Assim, o "efeito gaiola" deve ser mais pronunciado em reagdes

fotoquimicas do que em reagdes térmicas.

CySNO d —— {CySNO}*
I‘L ki | lkz"
[CyS---NOTgsiot
llqll |
CyS" + NO°

ks

Esquema 6: Efeito gaiola para a ejegfio de NO" da CySNO (Stochel, 1992).

Conclusio

A matriz de PEG 300 causa uma redugiio na velocidade do processo de fotolise da
CySNO, devido ao aumento da taxa de recombinagio dos radicais formados, como
previsto pelo "efeito gaiola”, de acordo com o modelo de Noyes. O fato deste efeito ser
mais pronunciado na reagdo de fotélise do que na decomposi¢iio térmica pode ser
atribuida a uma maior distincia inicial r, de separagio do par radicalar obtida na reagio
fotoquimica. Este efeito é mais pronunciado na matriz de PEG 300 do que em solugédo

aquosa.
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