Marcos Paulo da Silva

SINTESE, CARACTERIZACAO E ESTUDOS
CINETICOS DE COMPLEXOS DE COBRE(ll) COM
LIGANTES  TRIAZINICOS COMO  MODELOS
BIOMIMETICOS DA METALOENZIMA CATECOL
OXIDASE

Dissertacao submetida ao
Programa de POs-graduacdo em
Quimica da Universidade Federal
de Santa Catarina para a obtencao
do Grau de Mestre em Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Ademir Neves

Florianopolis
2014



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geragdo Automatica da Biblioteca Universitaria
da UFSC.

da Silva, Marcos Paulo

Sintese, caracterizacdo e estudos cinéticos de
complexos de cobre(ll) com ligantes triazinicos como
modelos biomiméticos da metaloenzima catecol oxidase /
Marcos Paulo da Silva ; orientador, Ademir Neves —
Florianépolis, SC, 2014.

109 p.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas.
Programa de Pés-Graduacéo em Quimica.

Inclui Referéncias

1. Quimica. 2. Catecol oxidase. 3. Complexos de Cu(ll).
4. Pireno. 5. DNA I. Neves, Ademir. Il. Universidade
Federal de Santa Catarina. Programa de P04s-Graduagao
em Quimica. lll. Titulo




Marcos Paulo da Silva

SINTESE, CARACTERIZAGCAO E ESTUDOS
CINETICOS DE COMPLEXOS DE COBRE(Il) COMO
MODELOS BIOMIMETICOS DA METALOENZIMA
CATECOL OXIDASE

Esta Dissertagdo foi julgada adequada para
obtencdo do Titulo de “Mestre”, e aprovada em sua
forma final pelo Programa de Poés-graduagdo em
Quimica.

Floriandpolis, 27 de fevereiro de 2014.

Prof. Hugo Alejandro Gallardo Olmedo, Dr.
Coordenador do Curso

Banca Examinadora:

Prof. Ademir Neves, Dr.
Orientador
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.2 Hérica Aparecida Magosso, Dr.2
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof.2 Maria da Graga Nascimento, Dr.2
Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Clovis Piovezan, Dr.
Universidade Federal da Fronteira Sul






Este trabalho é dedicado a
Deus, a minha familia e aos
meus queridos amigos.






AGRADECIMENTOS

Primeiro agradeco a Deus por ter me dado muita
forca para concluir ndo so6 este trabalho, mas como uma
etapa da minha vida.

Quero aqui agradecer a todos, sem excecao, que
tiveram tamanha paciéncia comigo, até porgue neste
periodo nem eu me aguentei direito.

Comecarei citando aqueles que amo
profundamente: meu pai Sr. Messias e minha mae Dona
Jo. Vocés me acalmaram e me ajudaram a passar por
tudo isso. Obrigado! Também agradeco meus irmaos
Bruno e Sandro pela torcida (e pela chatice eterna
também) conjuntamente com as cunhadas Carin e Fabi.
E a todos da minha familia, incluindo primos, primas,
tios, tias e adjacentes. Mica, Almir, Kiko, Meire, Tia
Dalva, Tia Elza, olha vocés aqui! Todos os outros estao
aqui com vocés ok? Nao cabem todos!

A todos os meus amigos que, mesmo proximos,
ficaram tdo distantes... Me desculpem... Havera um
tempo para recuperarmos a saudade.

A Renata Guaita que compartilhou da loucura do
mestrado comigo. Por também me oferecer momentos
de descontragcdo (pra ndo dizer bizarros). Aos
inesqueciveis Aluisio, Florencia, Larissa Motta, Paty e
muitos outros.

Aos queridos “labinquianos” de plantdo! Ao Prof.
Dr. Ademir Neves pelas palavras de consolo, pela
compreensao, pelas ideias e por continuar me aceitando
como aluno. Ao meu grande amigo, Prof. Dr. Bernardo
de Souza que me ajudou em muitas analises realizadas
neste trabalho. O seu jovem pupilo estd caminhando
também! Ao Prof. Dr. Adailton J.B., pela paciéncia com
meus pseudocristais e a Profd. Dra. Rosely P. pelo
incentivo.

A Pdés-doc tdo querida que me suportou ndo s6 no
lab, mas também como “estagiario nota 10”, Dra. Renata
Osoério. Nao sei como agradecer por tudo!

Aos meus amigos muito queridos: Graci de PG,
Renatinha H., Cacau (tirou quase todas as minhas
titulacbes), Alexandra, Sandro Mireski, Luiza H. Bruna,



Beatriz P., André, Alfredo, Tiago P., Kaué, Carol e
Thaisy. Ao pessoal do LABIOS, especialmente a Prof2.
Dra. lolanda C.V., ao Eduardo Zapp e a Dra. Daniela
Brondani pela ajuda nas eletroquimicas.

Aos amigos que fiz durante o mestrado e que eu
prometi um paragrafo especial: a IC mais legal que ja
tive, Sheila Meller. Vocé foi e é muito importante viu? Ao
rapaz “precisamente” mais pirado que conheco Thiago
Valdares. A pessoa que bem la no fundo é muito meiga,
Beatriz Comelli. Este quarteto promete (me inclui
nele) !

Aos irmédos da IECODEC, por entenderem este
momento. Obrigado pelas oracdes e pelos momentos de
paz e alegria. Deus sempre ser conosco.

A Coordenacdo do PPGQMC, por serem sempre
solicitos. Ao Departamento de Quimica e a UFSC pela
estrutura oferecida.

A CAPES pela bolsa concedida. Ao CNPq e INCT-
Catalise pelo apoio financeiro.

E novamente a todos que incentivaram (ou néo). E
a muitos que nao foram citados, mas nunca esquecidos.
Cheguei de novo! E mais uma vez digo: isto é s6 o
comeco!



O temor do Senhor é

o principio do conhecimento;
0s loucos desprezam

a sabedoria e a instrucao.
(Pv. 1:7)






RESUMO

A influéncia da segunda esfera de coordenagéo
principalmente na eficiéncia catalitica de sistemas bioldgicos, tem
sido um importante tema de estudos no contexto da quimica
bioinorgéanica. Através de novas estratégias sintéticas, a insercéo
de agentes intercalantes em ligantes pode ser uma alternativa
para potencializar a eficiéncia de catélise de um complexo. Este
trabalho aborda a sintese de dois novos complexos de Cu(ll)
com ligantes polidentados derivados do ndcleo triazinico,
utilizando 1,4-diaminobutano como unidade espacadora e um
destes com a unidade pireno como possivel agente intercalante
do DNA. Ambos foram devidamente caracterizados por técnicas
espectroscopicas e eletroquimicas, e estudos cinéticos
envolvendo atividade de catecolase dos dois complexos também
foram realizados. Os parametros cinéticos dos compostos frente
a oxidacdo do substrato modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-
DTBC) mostraram que a insercdo do espacador 1,4-
diaminobutano e do grupo pireno contribuiu de forma significativa
para o aumento da eficiéncia catalitica desses sistemas. Na
verdade, esses grupos influenciam no aumento de Kass, fazendo
com que as interagdes entre o catalisador e o substrato sejam
mais efetivas quando comparadas com o sistema no qual esses
grupos estao ausentes.

Testes preliminares em DNA plasmidial revelaram que
ambos complexos, em baixas concentracdes, sdo capazes de
clivar a dupla fita em suas formas Il (circular) e lll (linear), ou
seja, sua forma totalmente linear. Sendo assim, estes complexos
podem ser considerados ndo sé como bons modelos miméticos
para a enzima catecol oxidase, mas também como agentes de
clivagem do DNA plasmidial.

Palavras-chave: catecol oxidase. complexos de Cu(ll).
pireno. DNA.






ABSTRACT

The influence of the second coordination sphere on the
catalytic efficiency of biological systems has been an important
subject of studies in bioinorganic chemistry. By means of new
synthetic strategies, the insertion of intercalating agents linked to
polydentate ligands represents an interesting alternative to
enhance the catalytic efficiency of a biomimetic complex. The
work presented here focuses on the synthesis of two new Cu(ll)
complexes with polydentate ligands derived from a triazine core
containing 1,4-diaminobutane as a spacer and a pyrene group as
a possible DNA intercalating agent. The complexes were
characterized by spectroscopic and electrochemical techniques,
and catecholase-like activity of both were also carried out. The
kinetic parameters of the complexes in the oxidation of the model
substrate 3,5-DTBC revealed that insertion of the spacer 1,4-
diaminobutane and the pyrene group, strongly contributed to
increase the catalytic efficiency of these systems. In fact Kass
becomes significantly increased, indicating that these groups
influence the interactions between the complex and the substrate,
which are much more effective when compared do the catalyst
without such groups.

Preliminary studies showed that both complexes, at very
low concentrations, are capable of cleaving double-stranded
plasmid DNA into its form Il (circular) and form Il (linear). Thus,
these complexes can be considered good biomimetic models for
catechol oxidase, and also as plasmid DNA cleavage agents.

Keywords: Cathecol oxidase. Cu(ll) complexes. Pyrene.
DNA.
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1. REVISAO DA LITERATURA
1.1. INTRODUCAO

A Quimica se mantém em constante expansdo no que
envolve objetos de pesquisa, interagindo com diversas outras
areas da ciéncia, que por sua vez, adquirem cada vez mais um
carater multidisciplinar, a medida que os problemas a serem
resolvidos tendem a ter respostas mais amplas. A Quimica
Bioinorganica atua justamente nesta interface, estudando
diversos topicos, com foco no papel dos ions metalicos em
inUmeros processos bioldgicos (COWAN, 1993).

Sabemos que tais processos sao acelerados por
biopolimeros formados por sequéncias de aminoacidos,
conhecidos como enzimas. Elas se organizam de modo a formar
um ambiente quimico favoravel as reacdes e sdo extremamente
eficientes no que diz respeito a velocidade das reacbes
realizadas. Além disto, atuam como catalisador, ou seja,
catalisam a mesma reacdo diversas vezes se regenerando ao
final de cada reacdo, compondo o que chamamos de ciclo
catalitico. Cerca de 30% das enzimas possuem ou hecessitam
de um ion metalico para realizar sua funcdo, o que sdo por
definicho, as metaloenzimas. S&o descritos na literatura,
trabalhos que comparam velocidades de reacdes na presenca de
enzimas e reacfes nado catalisadas, comprovando assim, o
excelente potencial catalitico enzimatico (WOLFENDEN, 2011).
A Tabela 1 cita algumas metaloenzimas e metaloproteinas, bem
como 0s metais presentes em seus sitios ativos.

Tabela 1. Exemplos de enzimas e proteinas que contém ou necessitam
de elementos inorganicos

METAL ENZIMAS E PROTEINAS
Fe?" ou Fe* Citocromo oxidase, catalase, peroxidase
Cu? Citocromo oxidase, tirosinase, catecol
oxidase
Zn%* Anidrase carbdnica, alcool desidrogenase
Ni2* Urease
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O motivo de tais estudos se deu justamente pela
necessidade de saber como as enzimas aceleram diversas
reacdes em meio biolégico e qual a influéncia destes ions
metalicos nas catalises, propondo mecanismos de atuacdo para
as mesmas.

1.2. O ELEMENTO COBRE E SUA IMPORTANCIA
BIOLOGICA

Por serem excelentes acidos de Lewis, a natureza adquiriu
como mecanismo de potencializacdo, a insercdo de metais como
cofatores enziméticos. O cobre, assim como diversos elementos
de transicdo, é de extrema importancia para o ser humano. Est4
biodisponivel ha cerca de 1,7 bilhdes de anos (KAIM, 1996) e
cerca de 5 mg de cobre ao dia sdo necessarios na dieta de uma
pessoa adulta. Sabe-se que a falta de cobre em humanos pode
causar enfraquecimento das artérias, desordem no figado e
anemia secundaria (KUMAR, 2006).

Dentre diversos tipos de enzimas, podem-se destacar as
oxirredutases, que auxiliam em mecanismos de catélise de
transferéncia de elétrons. Segundo Koval e colaboradores
(2006), existem diversos tipos de enzimas de cobre, sendo as do
tipo 11l as que englobam os complexos de cobre(ll) binucleares e
que se caracterizam por catalisar reacbes de oxirreducao
(KOVAL, GAMEZ, BELLE, SELMECZI, REEDJIK; 2006).
Enzimas e proteinas importantes em varios ciclos bioldgicos
como tirosinase, hemocianina e catecol oxidase apresentam em
seu sitio ativo um centro binuclear de cobre.

A catecol oxidase € uma enzima que catalisa rea¢cbes de
oxidagao de catecdis a suas respectivas quinonas. A enzima tem
uma massa molar que varia de 38 a 45 kDa e uma forma
elipsoidal com dimensbes de 55 x 45 x 45 A. A estrutura
secundaria € dominada por regides de a-hélices (GERDEMANN;
EICKEN; KREBS, 2002), como mostra a Figura 1.

A estrutura tridimensional da catecol oxidase, extraida da
batata doce Ipomoeas batatas, foi resolvida, nas formas oxidada
Cu(ID-Cu(ll) e reduzida Cu()-Cu(l). Na Figura 2 (EICKEN;
ZIPPEL; BULDT-KARENTZOPOULOS; KREBS, 1998;
KLABUNDE et al., 1998) esté representada a forma oxidada do
sitio ativo da enzima catecol oxidase.
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Figura 1. Representacdo esquematica da enzima catecol
oxidase, encontrada na batata doce Ipomoeas batatas (PROTEIN DATA
BANK, 2014).

Figura 2. Representacdo esquematica do sitio ativo da enzima
catecol oxidase em seu estado oxidado (KLABUNDE et al., 1998). As
esferas azuis claro representam os atomos de cobre, a esfera vermelha
representa o atomo de oxigénio da ponte exdgena p-hidroxo modelada
e 0s anéis aos residuos de histidina presentes neste sitio ativo.

(BT P—— H244
» -
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CuA CuB 5H274

H109(‘

// g H118 H240

Em sua forma oxidada (met), os atomos de cobre estdo
separados por uma distancia de 2,9 A. Ja na forma reduzida
(deoxi) esta distancia passa a ser 4,4 A. Como na forma
reduzida, os &tomos de cobre tem seus orbitais d totalmente
preenchidos, a interacéo entre os dois cobres passa a ser menor,
fato comprovado pela existéncia da espécie deoxi, que nédo
possui pontes entre os dois sitios de Cu(l) (PERALTA, 2005).

O ciclo catalitico da catecol oxidase ainda nado esta
totalmente elucidado. O mecanismo mais aceito atualmente foi
proposto por Solomon (1996) e indica que o substrato coordena-
se a enzima de forma bidentada, tanto na forma met, quanto na
forma deoxi, para formar, durante o ciclo catalitico, duas
moléculas da respectiva quinona e agua (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de atividade da catecol oxidase proposto

por Solomon (1996).
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Os estudos envolvendo algumas enzimas isoladas,
principalmente no caso das oxirredutases, tem pouca viabilidade,
tanto pelo custo quanto pela acessibilidade das mesmas. Por
estes e outros motivos, sintetizam-se compostos que possam
simular a acdo das enzimas, inclusive em meio biolégico. A
reatividade de complexos binucleares de cobre, modelos para
catecol oxidase, tem sido objeto de estudos de diversos grupos
de pesquisa. Estes estudos tém fornecido subsidios para um
melhor entendimento do mecanismo de acdo dos complexos
modelos na catalise da oxidacdo de catecois a quinonas, 0 que
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reforca ainda mais a importancia da sintese destes compostos.
Além destes complexos poderem atuar como modelos estruturais
de enzimas, estima-se que pela semelhanga do composto
biomimético com a sua enzima correspondente, ele pode ser
utilizado também como modelo funcional no desenvolvimento de
farmacos ou de novos materiais.

1.3. O DNA E OS TIPOS DE INTERAGAO

A partir de estudos prévios realizados por Mieschen (1868)
e Chargaff (1950), Watson e Crick (1953) idealizaram de forma
brilhante a estrutura do DNA e propuseram que duas fitas de
DNA estdo ligadas através da interacdo de quatro bases
nitrogenadas em pares purina-pirimidina: adenina (A) e timina
(T), e guanina (G) e citosina (C), formando respectivamente 2 e 3
ligagbes de hidrogénio entre elas (Figura 4). Estas, por sua vez,
se organizam numa estrutura tridimensional de forma helicoidal,
e criam cavidades, maiores e menores. Cada base nucleotidica
estd pareada no mesmo plano com a base da outra fita
(NELSON; COX, 2013). Através destas investigacOes,
posteriormente, o estudo gendmico se tornou algo de grande
interesse no contexto cientifico. ions e complexos metalicos em
geral, podem ser capazes de clivar as ligagdes entre os pares de
bases do DNA, assim como mostra a figura 5, onde ions Ag* se
mantém dentro da dupla fita, como propde Johannsen et al.
(2010).
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Figura 4. Estrutura tridimensional do DNA, e seus respectivos
pares de bases nitrogenadas (WHEELER, 2011).

© Hidrogénio
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Figura 5. Estrutura da dupla fita do DNA com ions Ag* em azul,
os pares de base em estado natural na cor verde e com os pares de
base mediados por ions Ag* em amarelo (JOHANNSEN, 2010).

Complexos metalicos, de forma geral, podem interagir com
o0 DNA por diferentes formas, dentre elas: as interagbes de sulco
ou cavidade (maiores e menores), as interacdes externas, as
interacdes covalentes e as intercalacdes.

As interacdes de sulco geralmente sao as de menor
efetividade. E comum que proteinas prefiram interagir com o
DNA pelo sulco maior, visto que ha uma melhor adequacédo
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espacial ao DNA, onde dos 36A do comprimento unitario,
aproximadamente 23A se referem ao sulco maior e os 13A
restantes, ao sulco menor. A Figura 6 traz o exemplo da
esperamicina, um farmaco antitumoral que interage com o DNA
pelo sulco menor.

Figura 6. Exemplo de interacdo de sulco exercida pela
esperamicina com o DNA (ADTBIO, 2014).
* o

S

As interacdes externas sdo puramente eletrostaticas e sdo
constituidas por compostos carregados positivamente, assim
como a polietilenoimina, e pelos sitios de fosfato carregados
negativamente presentes na estrutura do DNA (Figura 7).

Figura 7. Interacao eletrostatica da polietilenoimina com o DNA
(MCBAIN; YIU, EL HAJ, DOBSONA, 2007)

(G) (A) (C) m
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As interacBes covalentes se caracterizam pela ligacao
covalente do composto as duplas fitas do DNA, como sédo os
casos dos compostos derivados da cisplatina (Figura 8).

Figura 8. Interacdo covalente da cisplatina com o DNA (ADTBIO,
2014).

interagir e se incluir entre dois pares de bases e de certa forma,
interferir em alguma funcdo exercida por elas. S8o geralmente
constituidos de anéis policiclicos, arométicos e planares. Bons
exemplos de intercaladores sdo os capazes de realizar ligages
Tr-stacking, como os anéis benzénicos dos ligantes pireno. Como
exemplo, na Figura 9 pode-se visualizar a intercalacdo do
Bromopireno entre os pares de bases do DNA. Além disto, a
unidade pireno possui propriedades fluorescentes, o que pode
levar ao acompanhamento de um possivel medicamento
contendo esta unidade, em sistema bioldgico (YAMANA et al.,
2001).

Figura 9. Intercalacdo do bromopireno entre os pares de base do
DNA (ADTBIO, 2014).
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Acerca da quebra de ligacGes da dupla fita do DNA, tem-se
a preferéncia por estudos hidroliticos ao invés de oxidativos pois,
sabe-se que os fragmentos gerados oxidativamente ndo sao
regenerados pela acdo das enzimas ligases (GONZALEZ-
ALVAREZ et al., 2008). Contudo, com o avanco de novas
tecnologias, a clivagem oxidativa podera vir a ser monitorada e
possivelmente controlada. Portanto, somado a sua efetividade
nas quebras deste tipo de ligacdo, vem a ser uma vantagem
estudar este mecanismo de clivagem.

Existem duas proposi¢cdes mecanisticas para a clivagem
oxidativa: uma delas propde a oxidacdo da deoxirribose, através
da perda de um atomo de hidrogénio; outra indica a oxidacéo das
bases nucleotidicas por absor¢cdo de elétrons (JIANG et al.,
2007; METCALFE; THOMAS, 2007; DeROSA; CRUTCHLEY,
2002).

14.  ESTRATEGIAS DE MODELAGEM
BIOMIMETICA EM ESFERAS DE COORDENAGAO.

Desde a descoberta de compostos como a cisplatina, a
sintese de complexos metalicos com possivel atividade biolégica
tem tido destaque. Muitas modificacdes sintéticas a cisplatina ja
foram reportadas, visando uma maior especificidade a tumores
malignos. Pela imensa especificidade de atuacdo, busca-se
sintetizar compostos que se assemelham as enzimas, 0s
denominados compostos biomiméticos. Para tal, deve-se
conhecer o ambiente de coordenacdo da enzima a qual se quer
mimetizar. Apesar do avanco crescente da sintese de
catalisadores artificiais, a diferenga de atividade destes e dos
naturais ainda é bastante discrepante, em média centenas de
milhdes de vezes.

O foco no desenvolvimento da catdlise esteve
na busca de compostos que fossem os mais ativos possiveis
para diversas reagfes, com esta atividade sendo avaliada
pelo nimero de ciclos que estes poderiam fazer num
determinado tempo (o nimero de turnovers) ou no fator de
aumento da velocidade da reagdo (Kca/Kunca). Baseados
nesses estudos, diversos catalisadores que atuam com
grande eficiéncia foram sintetizados e o conhecimento geral
sobre “como desenvolver um catalisador para determinada
reagao” ficou relativamente bem estabelecido. Por isso,
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atualmente, o alvo do desenvolvimento de novos
catalisadores vem mudando para uma catalise cada vez mais
refinada, onde é desejavel obter seletividade e controle sobre
a formacdo dos produtos, evitando reacBes paralelas e
subprodutos  indesejados como misturas  racémicas,
polimerizacdbes e etc., a semelhanca das enzimas
(FARRAUTO; HECK, 2000; TORELLI et al., 2000, SOUZA,
2013).

Em geral, ligantes contendo grupos doadores de elétrons,
como piridinas, imidazdis e alcoois, por exemplo, que possuem
atomos de oxigénio e nitrogénio disponiveis para coordenacao,
sdo ligantes potenciais para a sintese de compostos
biomiméticos porque podem formar ligagbes semelhantes aos
residuos de aminoécidos presentes no ambiente enzimatico.

Através de ligantes multidentados podem ser sintetizados
complexos mono e binucleares de diversos metais, incluindo Cu,
Fe, Zn, Mn, dentre outros, que sdo reportados, em grande
maioria, como ativos na hidrélise e/ou oxidacdo de alguns
substratos modelos para estes tipos de reacdes.

No caso de um modelo para catecol oxidase,
preferencialmente opta-se por ligantes simétricos, visto que a
primeira esfera desta enzima é composta apenas de residuos de
histidina, salvo a ponte entre os dois sitios de cobre, composta
de uma molécula de H,O/OH-, e a cisteina que nao participa
diretamente da catalise na primeira esfera de coordenagéo. Além
disto, sitios nitrogenados, de forma geral, possuem um carater
mais macio, segundo teoria de Pearson e, portanto, podem se
coordenar mais facilmente a sitios de cobre(ll), haja vista que
trata-se de um metal de fronteira na escala de maciez e dureza.

O cloreto ciandrico € um 6timo reagente para a sintese
destes ligantes, pois além de ser de facil obtencdo, seu custo é
baixo, sendo muito utilizado em tratamento de &aguas. Outro
ponto de interesse é que a labilidade dos cloretos deste
composto é controlada pela temperatura, o que pode oferecer um
amplo nimero de rotas sintéticas para diferentes precursores e
ligantes (BLOTNY, 2006) (Figura 10).
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Figura 10. ReagOes de substituicdo nucleofilica aromatica do
cloreto cianlrico com aminas primarias.
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Através de substituicbes nucleofilicas aromaticas na
triazina, podem ser criados novos ligantes que, por sua vez,
possibilitam a origem de diferentes complexos metalicos, visando
uma atividade catalitica na hidrélise e/ou oxidacdo de
determinados substratos ou até mesmo na clivagem de regides
especificas do DNA. Isto vem a ser (til para o desenvolvimento
de farmacos e compostos antitumorais, que tem como
caracteristica uma especifica interacdo que faz com que novas
células defeituosas deixem de ser produzidas.

S&o reportados na literatura, a sintese de alguns ligantes
triazinicos com foco na obtencdo de complexos capazes de atuar
na clivagem oxidativa da dupla fita do DNA, tais como o Lcie Len,
cujas estruturas seguem na Figura 11 (MASSOUD et al., 2012;
OLIVEIRA, 2013).
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Figura 11. Ligantes Lcie Len.

Hy

C. S
L L

O—~AA—0 O~ LA~

A respeito da insercdo de intercalantes, diversos ligantes ja
foram descritos na literatura (Figura 12), ndo s6é contendo pireno,
mas também outras unidades planares e aromaéticas
(OSTASZEWSKI et al., 1998; AMANN et al., 2002).

Figura 12. Exemplos de ligantes contendo agentes intercalantes

descritos na literatura.
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Estudos recentes envolvem o efeito da segunda esfera de
coordenacgdo com melhoras significativas em catalises. Sabe-se
gue além do sitio ativo, o qual envolve a primeira esfera de
coordenacdo, os complexos metalicos e as metaloenzimas,
possuem outras esferas de coordenacdo, as quais podem
realizar importantes interacdes com os ligantes e/ou substratos
coordenados ao metal, como por exemplo ligacbes de
hidrogénio. Estruturas maiores tendem a ter um nimero maior de
interagbes com seu substrato diminuindo a entropia do sistema e,

T
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por conseguinte aumentando a constante de origem
termodinamica, potencializando a eficiéncia catalitica. Além disto,
os residuos de aminoéacidos formam nucleos hidrofébicos que
auxiliam na interacdo do substrato com a enzima. Alguns
complexos reportados na literatura possuem sitios intercalantes
(Figura 13), tais como pireno, antraceno, justamente sintetizados
com estes intuitos (OSORIO, 2012; MARIAPPAN, 2005). S&o
reportados nestes trabalhos o efeito sinérgico entre sitio ativo e
segunda esfera, que juntos atingem um potencial catalitico maior
que ambos separados.

Figura 13. Alguns complexos que possuem a unidade do pireno como
agente intercalante.

[Ru(phen),(pyip)|?*

Portanto, a estratégia de sintetizar compostos ndo apenas
visando o seu sitio ativo, mas também suas interacdes
secundarias pode contribuir para aumentar a atividade destes, se
comparado apenas com seu sitio de primeira esfera.

Em resumo, através destas justificativas este trabalho visa
a sintese de complexos com ligantes formados a partir de
precursores piridinicos, juntamente com uma unidade do cloreto
ciandrico (Figura 14), visando sua possivel atividade catalitica
como catecolases, além de averiguar o efeito da unidade pireno
nas catalises de oxidagdo do substrato modelo 3,5-DTBC e de
clivagem do DNA plasmidial.
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Figura 14. Ligantes sintetizados neste trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1.

2.2.

OBJETIVO PRINCIPAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade
oxidativa de novos complexos de cobre(ll) com os
ligantes L4S e L4P.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar, purificar e caracterizar por técnicas
espectroscopicas os ligantes L4S e L4P via IV, -
RMN de 'H, RMN de 3C e espectrometria de
massa,;

Sintetizar e caracterizar os complexos de cobre(ll)
com os ligantes L4S e L4P por andlises
espectroscopicas (Iv, UV-Vis, raios X,
fluorescéncia), eletroquimicas (voltametria ciclica,
titulagdo potenciométrica e condutivimetria) e
também por espectrometria de massa;

Realizar estudos cinéticos dos complexos citados
frente ao substrato modelo para reacbes de
oxidagcdo de catecdis 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-
DTBC);

Avaliar o potencial dos complexos sintetizados
frente a clivagem do DNA plasmidial;

Avaliar a importancia da inser¢do da unidade
pireno tanto na oxidac¢do do substrato modelo 3,5-
DTBC quanto na clivagem do DNA plasmidial.
Comparar os dados obtidos com compostos
semelhantes descritos pela literatura.






3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

As sinteses e caracterizacdes dos

43

ligantes e dos

complexos, além dos estudos cinéticos envolveram a utilizacéo
dos solventes e reagentes descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Solventes e reagentes utilizados.

Reagentes e Marca Pureza
solventes

3,5-DTBC Sigma-Aldrich Recristalizado
para uso em
hexano

2-aminometilpiridina Aldrich Destilado para
uso sob
pressao
reduzida;
p.e.= 82-85°C

2-piridilcarboxaldeido  Aldrich Destilado para
uso sob
pressao
reduzida;
p.e.= 181°C

Acetona Vetec 99,5%

Acetonitrila  UV/HPLC Tedia 99,9%

e LC/MS

Metanol UV/HPLC e Tedia 99,9%

LC/MS

Dimetilformamida Merck 99,7%

UV/HPLC e LC/MS

DMSO UV/HPLC e Tedia 99,8%

LC/MS

Bicarbonato de sédio Vetec 99,7%-100,3%

CHES Sigma-Aldrich 99,0%

Cloreto ciandrico Sigma-Aldrich 99%

Perclorato de cobre(ll)  Aldrich 98%

Perclorato hidratado Vetec 99%

de soédio
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Borohidreto de sddio Aldrich 99%

Diclorometano Vetec 99,5%

HEPES Sigma-Aldrich 99,5%

Hidrogénio White-Martins 5,0 Analitico

MES Sigma-Aldrich ~ 99,0%

Metanol Vetec 99,8%

Piridina Nuclear Destilado para
uso sob
presséao
reduzida;
p.e.=115°C

Raney-Nickel Aldrich 99,5%

Sulfato de sodio Vetec 99%

anidro

1,4-butanodiamina Aldrich Destilado para
uso sob
presséao
reduzida;
p.e.=158-160 °C

Acido Cloridrico Aldrich Minimo 37%

Hidroxido de sddio Quimica Fina 97%

Cloreto de Potassio Vetec 99%

Tolueno Vetec 99,5%

Brometo de Potassio Sigma-Aldrich >99%

—grau FT-IR

Cloroférmio Sigma-Aldrich 99,8%

deuterado

Os tampdes HEPES, CHES e MES foram utilizados nas
devidas faixa de tamponamento (pH entre 4,0 e 10,0), adquiridos
de fontes comerciais e utilizados sem purificagéo prévia.

3.2. METODOS DE CARACTERIZACAO

3.2.1. Espectroscopianaregido do Infravermelho
(V)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em
um espectrofotbmetro Perkin-Elmer FT-IR Spectrofotometer
Spectrum 100, na regido de 4000 a 400 cm. As amostras foram
preparadas pela dispersdo da amostra em KBr de grau
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espectroscopico e prensadas, formando pastilhas com cerca de 1
cm de diametro e 0,5 mm de espessura. Estas pastilhas foram
introduzidas diretamente no caminho dptico do equipamento e
desta forma, foram lidas as porcentagens de transmitancia (%T).

3.2.2. Espectroscopia naregido do Ultravioleta-
visivel (UV-Vis)

Os espectros eletrdnicos na regido do Ultravioleta, visivel e
infravermelho proximo foram obtidos em um espectrofotbmetro
Varian modelo Cary 50-Bios, no Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia, Departamento de Quimica-UFSC, na regido entre
200 e 1000nm. As andlises foram realizadas utilizando solugbes
do complexo em solvente de grau espectroscopico e cubetas de
vidro, com capacidade para 3,5 mL e 1 cm de caminho éptico. Os
complexos foram dissolvidos em CH3CN com concentragdo de
1,0 x 103 mol.L1.

3.2.3. Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H e RMN de '3C foram obtidos
em um espectrofotbmetro Bruker — AC 200, na Central de
Analises do Departamento de Quimica — UFSC, em 200MHz. Os
deslocamentos quimicos de hidrogénio foram registrados em
ppm utilizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS,
0 = 0,00 ppm) e CDCI3; como solvente.

3.2.4. Espectrometria de massas

Os compostos sintetizados (ligantes e complexos) foram
estudados via espectrometria de massa com ionizacdo via
eletrospray (ESI-MS). Os espectros foram medidos pela técnica
Elis Rosa, obtidos no equipamento Amazon - lons Trap MS do
Centro de Biologia Molecular Estrutural — UFSC.

A andlise foi realizada a partir das solu¢gbes dos ligantes e
complexos em MeOH grau MS com concentracdo de
aproximadamente 500 ppb e fluxo de 180 pL.mint. A
temperatura do capilar foi mantida entre 180 e 200 °C e a
voltagem do capilar entre -400 e -500 V.
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3.2.5. Difratometria de raios X

A analise por difracdo de raios X em monocristal do
complexo C4P foi realizada na Central de Analises do
Departamento de Quimica — UFSC. Os dados foram coletados
em um difratdmetro Bruker APEX II DUO usando radiacao
gerada por um tubo de molibdénio (MoKa A = 0,71073 A) e
monocromador de grafite, em temperatura de 190,01K. A
estrutura cristalina foi resolvida através dos métodos diretos e
parcialmente refinada pelo método dos minimos quadrados com
matriz completa, utilizando-se os programas SIR97 (ALTOMARE
et al., 1999) e SHELXL-97 (SHELDRICK, 1997) respectivamente.
A representacdo grafica da estrutura molecular foi gerada
utilizando o programa Mercury (MACRAE, et al., 2006).

3.2.6. Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por
voltametria ciclica em um potenciostato/galvanostato modelo
Epsilon. Os experimentos foram feitos em
MeOH/ DMF (99:1; %v/v), com [C] = 5,0 x 10° mol.L?, sob
atmosfera de argbnio. Foi utilizado como eletrélito suporte,
NaClOs (0,1 mol.L') e uma célula eletrolitica contendo um
eletrodo de pseudo-referéncia de Ag/Ag*, um eletrodo de
trabalho de carbono vitreo e um eletrodo auxiliar de platina. Foi
utilizado como padréo interno o composto ferroceno (par Fc+/Fc)
para correcdo do eletrodo de referéncia (GAGNE, KOVAL,
LISENSKY, 1980).

3.2.7. Condutimetria

As medidas condutimétricas dos complexos foram
realizadas no aparelho Metrohm 856, do Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia — UFSC. Os compostos de
coordenacéo foram dissolvidos em CH3CN, com concentragdo de
1,0 x 10 mol.LY. O aparelho foi calibrado com uma solucédo
padrdo de KCI 0,1 mol.L? cuja condutividade é de 100 uS/cm em
agua a 25°C.
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3.2.8. Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um
espectrofotbmetro Cary Eclipse, através das medidas espectrais
de emissédo de fluorescéncia, usando solu¢cdes em MeOH, cujas
concentracdes variaram de 1,0 x 102 a 5,0 x 10° mol.L?, a
25 °C.

3.2.9. Titulagdo Potenciométrica

Os estudos de equilibrio em solucdo foram realizados no
Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de
Quimica — UFSC, utilizando um titulador automatizado da
Metrohm, modelo Titrino Plus 848, acoplado a um eletrodo
combinado de vidro (referéncia Ag/AgCl) calibrado para leitura
direta do pH (pH = —log [H+]).

O sistema foi calibrado utilizando dados obtidos de uma
titulacdo potenciométrica de um volume conhecido a partir de
uma solugdo padrdo de HCI 0,0107 mol.L%, solucdo padrdo de
KOH 0,0963 molL? e forca ibnica ajustada com
KCI 0,1 mol.Lt em DMSO/H,O 50:50 v/v. O pKw da solucédo
DMSO/H,0 50:50 v/v contendo 0,1 mol.L"* de KCI utilizado para
os calculos foi -15,48 (previamente refinado). As medidas foram
efetuadas em uma célula termostatizada a 25,00 + 0,05 °C. Os
ligantes L4S e L4P foram titulados em duplicata, na concentracédo
de 1,0 x 102 mol.L'* em 50 mL de MeOH/H.O 50:50 v/v. O
complexo C4S foi titulado in situ a partir de 5,0 x 10> mol do
ligante L4S e 5,0 x 10°° mol de cobre (1:1) e também partindo de
5,0 x 10° mol do ligante L4S e 1,0 x 10* mol (2:1) de cobre
oriundo de uma solugéo de perclorato de cobre(ll), previamente
padronizada por Absorcdo Atdmica com Atomizagdo por Chama
([Cu]= 0,0896 mol.LY). As concentragées finais do complexo em
cada experimento foram de 1,0 x 10° molL?! (1:1) e
2,0 x 10° mol.L? (2:1) em 50,0 mL de DMSO/H,O 50:50 vlv,
utilizando KCI 0,1 mol.L"* como forca idnica, sob atmosfera de
argbnio. Os dados da titulacdo foram tratados pelo Prof. Dr.
Bernardo de Souza, com o programa BEST7 (MARTELL, 1992) e
0 diagrama de espécies obtido com o auxilio do programa
SPECIES.
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3.2.10. Cinética de oxidacao

A atividade dos complexos C4S e C4P frente a oxidacdo
do substrato modelo 3,5-DTBC foi averiguada em diferentes
valores de pH, afim de avaliar o pH 6timo da reagdo. A
velocidade inicial da reacao foi obtida e utilizada como critério de
comparacdo de atividade nos diferentes valores de pH. O
acompanhamento das reacfes foi realizado mediante o
monitoramento da variagdo espectral em 400 nm, considerando-
se a absortividade do produto 3,5-DTBQ neste comprimento de
onda e nos diferentes valores de pH (TORELLI, et al., 2002;
KAIZER et al., 2002; NEVES et al.,, 2002). O equipamento
utiizado para cinéticas de alto desempenho foi o
espectrofotbmetro de parada de fluxo da Hi-Tech KinetAsyst,
modelo SF-61DX2, caminho 6ptico de 1,0 cm e utilizando-se o
arranjo de diodo (Hi-Tech KnetaScan Diode Array) como detector
principal acoplado a um banho termostatizado.

Utilizou-se 100 pL de cada solucdo reacional
(complexo/tampédo e substrato/tampédo, ambos em MeOH/HO
50:50 v/v) em cada disparo. A presséo dos disparos foi ajustada
em 0,5 MPa. Para cada corrida cinética foram processadas de
200 a 300 leituras de absorbancia entre 1,5 e 60 s, dependendo
da concentragdo do substrato.

As velocidades iniciais foram obtidas diretamente do
grafico da concentracdo do produto da oxidacdo em funcdo do
tempo. A dependéncia da velocidade de oxidagcdo em funcéo do
pH para o substrato 3,5-DTBC foi realizada em uma faixa de pH
entre 3,5 e 9, obtendo-se, consequentemente, o pH 6timo para a
reagdo, medido a 25°C.

A metodologia descrita a seguir foi realizada em triplicata
para os complexos C4S e C4P. Em dois frascos separados foram
preparadas solugbes do complexo e do substrato, antes da
injecdo na seringa no equipamento da seguinte forma: em um
dos frascos, 500 pL de uma solucdo do complexo
[C] = 2,0 x10* mol.L™* em MeOH foram misturados a 500 pL de
uma solucdo do tampédo, [T] = 0,2 mol.L?, dessa forma a
concentracdo do complexo caiu pela metade. Em outro frasco,
200 pL da solucdo do substrato foi também misturado com 500
uL de solucéo do tampédo [T] = 0,2 mol.L* e 300 uL de MeOH.

Para o efeito da variacdo do pH as concentracdes de
substrato foram mantidas constantes, [S]estoque = 8,0 x 10 mol.L
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1, A préoxima etapa foi transferir essas solugdes para duas
seringas principais acima do injetor principal.

O sistema foi ajustado previamente para misturar volumes
iguais de 100 pL das solucdes de complexo e substrato, de cada
uma das seringas injetoras, de modo que o volume da solugéo
resultante apds a injecao fosse de 200 pL, portanto as
concentracBes de ambos, substrato e complexo, foram diluidas
por dois novamente.

As concentracdes finais de complexo, substrato e tampao
foram de [Clsina = 5,0 x 10°® mol.L %, [S]sina = 8,0 x 10 mol.L'e
[Tlina = 0,1 mol.L* em MeOH/H,O 50:50 v/v. Os tampdes
utilizados para o efeito de pH foram MES (pH 3,5 a 6,5), HEPES
(7,0e 7,5) e CHES (pH 8 e 9).

O efeito da concentracdo do substrato foi realizado em pH
6,5 para ambos complexos. O efeito de substrato foi realizado de
forma semelhante ao efeito de pH, mantendo-se a concentragdo
do complexo e tampdo constantes na cela reacional iguais a
[Clfina = 5,0 x 10° mol.L* e [Tltina = 0,1 mol.L"! e variando-se a
concentracdo do substrato de [Slina = 6,0 x 10° mol.L! a
1,8 x 10° mol.Lt. O tratamento matematico utilizado para a
obtencdo dos parametros cinéticos foi o ajuste nao-linear da
equacdo de Michaelis-Menten. (LEHNINGER; NELSON; COX,
2013).

A formacédo de perdxido de hidrogénio nas reacdes de
oxidacéo do 3,5-DTBC catalisadas pelos complexos binucleares
de cobre(ll) foi detectada por uma modificagcdo do método da
iodometria (MEYER; ACKERMANN; KAIFER; PRITZKOW,
2002). Uma mistura reacional foi preparada da seguinte maneira:
concentracdo de complexo [Clina = 2,4 x 10° mol.L?,
concentracdo de tampao [Tlina = 3 x 10 mol.L?%, pH = 6,50, e
concentracdo de substrato [Slina = 5 x 10 mol.L"t. Apdés uma
hora de reacgéo, igual volume de agua foi adicionado e a quinona
foi extraida com diclorometano. A camada aquosa foi acidificada
com &cido sulfarico ([acido] = 5x10° mol.L!) a pH=2, para
interromper a reacao de oxidagcdo e 1 mL de solugdo aquosa de
iodeto de potassio ([iodeto] = 0,3 mol.L?) e 3 gotas de solucéo de
molibdato de amoénio ([molibdato] = 0,1 mol.L?) foram
adicionados. Na presenca de peroxido de hidrogénio ocorre a
seguinte reacdo: H.O, + 2I" + 2H*— 2 H20 + I, e em excesso de
iodeto ocorre a formagéo do ion tri-iodeto, lxaq + I'— I3 Esta
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reacao geralmente é lenta, mas em meio acido e com a adicao
do molibdato de aménio torna-se praticamente instantanea. A
formacéo do I3 pode ser monitorada espectrofotometricamente
devido ao surgimento de uma banda caracteristica em 353 nm
(e = 26000 L.molt.cm™).

3.2.11. Testes oxidativos em DNA plasmidial

Os testes oxidativos em plasmideos de DNA foram
realizados em colaboracdo com o Centro de Biologia Molecular
Estrutural — UFSC pela mestranda Cristine Saibert, sob
orientacdo do Prof. Dr. Hernan Terenzi.

A determinacdo da concentragdo para atividade Otima
dos complexos foi realizada a partir do tratamento de 330 ng do
plasmidio pBSK Il de DNA superenovelado (~25 pmol.L* em pb)
com os complexos em diferentes concentracdes na faixa de 0 a
50 umol.Lt). A reacédo foi realizada a temperatura de 37°C em
tampéo HEPES, pH= 7,0 e o tempo reacional foi de 1h (C4S e
C4P) e 2h (Cg).

O término da reagéo foi feito por adi¢do de 5 uL de tampéo
de corrida 6X concentrado (EDTA 50 mmol.L%, glicerol 50% e
azul de bromofenol 0,01% - pH 8,0) as misturas reacionais (20
uL) — o EDTA presente no tampdo quela os complexos em
solucéo, impedindo sua reacdo com o DNA. Apds, as amostras
foram armazenadas a 4°C até serem submetidas a eletroforese
em gel de agarose (1 %) contendo brometo de etidio
(0,3 ug.mL?) por 1h e 40min a 90V em tampédo TBE 0,5X (Tris
44,5 mmol.L?, &cido bérico 44,5 mmol.Lt, EDTA 1mmol.L? - pH
8,0). Os géis resultantes foram fotografados pelo sistema de
fotodocumentacéo DigiDoc-It (UVP, USA) e as fracbes de cada
forma de DNA plasmidial foram quantificadas por densitometria,
utilizando o software KODAK Molecular Imaging Software 5.0
(Carestream Health, USA).
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3.3. SINTESES
3.3.1. Sinteses dos ligantes

As sinteses dos ligantes seguem resumidas nos esquemas
de reacOes da Figura 15. As caracterizacGes de RMN de 'H e de
13C, assim como os espectros de Infravermelho e de massas,
seguem discutidos na Secéo 4.1. deste trabalho.

Figura 15. Representacdo esquematica das sinteses dos ligantes
realizadas neste trabalho.

[ )N|\/LN
. A

2 + NN L 2NaOH _Acetona () o ¥ Iy

NH > -

. )‘\N)\C‘ 1.0°C NS
2.25C “ [
/N S Z
= NH,
o /\/\/

bpma Lg 2

€ HZN/\/\/NH
o3 S i 1 N}\N
N N)\N/KN < | EtOH / Refluxof 72h I N & /\'Q

‘ N s - NG
P ‘ |N\ 2. NaBH, 7 ) [
I P N 7

L4P L4S

3.3.1.1. Sintese do pré-ligante bpma-
bis(piridilmetil)amina

1 Tolueno Q
2. Hz/ Pd/C

N
A\

bpma
O procedimento descrito foi realizado segundo Mireski
(2012). Em um baldo de 500 mL, 10,81 g (100,0 mmol,
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MM = 108,14 g molt) de 2-(aminometil)piridina foram
solubilizados em 100 mL de tolueno e mantidos sob agitagdo em
banho de gelo por 1h. A esta solucdo foram adicionados 10,71 g
(100 mol, MM = 107,11 g.mol?) de 2-piridilcarboxialdeido. Apds a
adicao, retirou-se a reagdo do banho de gelo, permanecendo sob
agitacdo por mais 2 horas. O tolueno foi retirado sob vacuo a
temperatura de 15 °C. O Oleo resultante foi solubilizado em
MeOH, e a esta mistura foram adicionados aproximadamente 30
mg de Pd/C 5% em um recipiente apropriado para a
hidrogenacdo catalitica. Ap6s 15 horas de agitacdo sob
atmosfera de hidrogénio (60 psi), a solucéo foi retirada filtrada e
0 solvente foi removido sob pressdo reduzida. O produto foi
obtido com rendimento quantitativo >99%.

3.3.1.2. Sintese do ligante Lci - N?-cloro-
N4,N*4,N® N6- tetraquis(2-piridilmetil)-1,3,5-triazina-2,4,6-
triamina
/ N\ NN
§ ) o I
=N = =z
2\ + N)\N +2 NaOH Acetona C(\N)\N/KN/\@
m)l\N)\cw 1.0°C Z NS
N 2.25°C | |
7\ A F
bpma L

A sintese foi realizada conforme descrito por Oliveira
(2013): Em um béquer de 150 mL contendo 40,0mL de acetona,
foram adicionados 9,65 g de bis(2-piridilmeti)amina (bpma)
(48,5 mmol; MM = 199,0 g.mol?) e 40 mL de NaOH 1mol.Lt. A
esta solugcdo foram adicionados, lentamente, 4,48 g de 2,4,6-
tricloro-1,3,5-triazina (24,3 mmol; MM = 184,41 g.mol?l). A
suspenséo de coloracdo avermelhada foi deixada sob agitacéo
em banho de gelo e em seguida por mais uma hora em
temperatura ambiente. O precipitado resultante foi filtrado em
funil de placa porosa e lavado com acetona (2x de 30 mL) e éter
(2x de 20 mL). O sdlido lavado, de coloracdo levemente
amarelada, foi entdo recristalizado em isopropanol a quente (60
mL) e resfriado a
-5,0 °C por 12 horas, produzindo cristais brancos. O sélido
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branco cristalino foi novamente recristalizado sob estas
condi¢des, seco sob vacuo e posteriormente caracterizado.
Rendimento: 6,48 g, 52,5 % em relacdo ao reagente 2,4,6-
tricloro-1,3,5-triazina.

3.3.1.3. Sintese do ligante L4S - N2-(4-aminobutil)-
N*4,N4 N6,N¢- tetraquis(2-piridilmetil)-1,3,5-triazina-2,4,6-
triamina

[ J\
2 7
[ N N N/'\O + /\/\/m—«2 — = |
N S HN 2N
Q@
N

Em um baldo de fundo redondo de 125 mL, foram
adicionados 3 mL de 1,4-butanodiamina (29,8 mmol;
d=0,877 g.mL?% MM = 88,15 g.mol?l). Em seguida, foram
adicionados 10 mL de CHCIs, e por fim, 1,77g do ligante Lg
(3,5 mmol; MM= 509,18 g.mol*). A mistura reacional foi mantida
a temperatura ambiente e agitagdo magnética por 24h. Apés
esse periodo, o solvente foi retirado sob pressédo reduzida e o
sélido foi redissolvido em CH»Cl.. Foram realizadas extracfes
sucessivas com solucdo de NaCl saturado (3x de 20 mL) e
NaHCO3; (3x de
20 mL). A fase organica, foi adicionado o agente dessecante
Na;SOs e o solvente foi removido por evaporacdo rotatéria,
obtendo-se um solido espumoso, com 84,7% de rendimento
(1,66g; 2,96 mmol; MM= 561,31 g.mol?).
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3.3.1.4. Sintese do ligante L4P -
NZ2-(4-(metilpirenil)aminobutil)-N4,N4 N8 N6-  tetraquis(2-
piridin-2-ilmetil)-1,3,5-triazina-2,4,6-triamina

9

N N

HN
NH
A

NTSN
|

4
) AL -
N NJ\ 7 1. EOH / Refluxo 72h N N7 NI |
i N N | + | Ny
0 N —_— = N
N , 2. NaBH4 - NS
7 [ h |
N Z >

F

L4S L4P

Em um bal@o de 250 mL foram dissolvidos em 50 mL de
EtOH, 1,669 do ligante L4S (2,96 mmol; MM = 561,31 g.mol?) e
0,749 de 1-pirenocarboxaldeido (2,96 mmol;
MM = 230,26 g.mol?). A mistura foi mantida sob refluxo. Apés
72h, foram adicionados 0,12g de NaBH;s (2,96 mmols;
MM = 37,83 g.mol') e o sistema reacional permaneceu sob
agitagdo magneética, a temperatura ambiente, durante 2 horas,
observando-se uma diminuigdo na intensidade da colora¢do. O
solvente foi retirado por pressao reduzida e o sélido foi suspenso
em H»O. A suspensdo sob agitacdo magnética teve seu pH
ajustado lentamente para aproximadamente 2 com solugcdo de
HCI 3,0 mol.L. A solucéo alaranjada foi extraida com CH2Cl. (6x
de 20mL). A fase aquosa restante teve seu pH reajustado para 7
com solucéo de NaOH 1M. A esta suspensdo, foram adicionados
30 mL de CHCl,. A fase organica foi extraida com H-O (3x de 20
mL) e NaHCO;s (3x de 30 mL). Em seguida foi adicionado o
agente dessecante Na SOa4. A solucgéo foi filtrada e o solvente foi
retirado em presséo reduzida. O sélido espumoso amarelado foi
obtido com 61% de rendimento (1,41g; 1,81 mmol;
MM = 777,40 g.mol?).
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3.3.2. Sinteses dos complexos
3.3.2.1. Sintese do complexo Cc¢ - Perclorato de

(N2-cloro-N*,N4,N6,N¢- tetraquis(piridin-2-ilmetil)-1,3,5-
triazina-2,4,6-triamina)cobre(ll)

N/LN ),\/L/k
PO Cu(CIOy), N A

N
_N J H
o cio,
NS /\Cu/ cu N (Cl0w
3 | | ~No” \NI
N F SN H 7
L Cei

A sintese do complexo foi realizada segundo modificagbes
no procedimento descrito por Massoud e colaboradores
(MASSOUD et al.,, 2011). Em um béquer contendo 0,51 g
(1,0 mmol; MM = 509,99 g.mol?) do ligante L¢ dissolvido em
20,0 mL de MeOH foram adicionados sob agitacdo magnética
0,74 g de Cu(ClO4).5H.0 (2,0 mmol; MM = 370,54 g.mol?). A
esta solucdo, foram adicionados 1,0 mL de NaOH (1,0 mol.L?).

Em poucos minutos houve formacdo de precipitado de
coloracdo azul escura. O precipitado foi filtrado e recristalizado
em acetonalisopropanol 2:1 (v/v), com rendimento quantitativo.

3.3.2.2. Sintese do complexo C4S - Perclorato de

(N2-(4-aminobutil)-N4,N*,N®,Ne- tetraquis(piridin-2-
ilmetil)-1,3,5-triazina-2,4,6-triamina)cobre(ll)

H,N HoN
NH NH
o)

) MeOH ”;X\“
@ANJ\N&N/\@ + 2Cu(ClOy), B N N/)\N N/| (©I0,),
N X N H X
- b /\\Cro\c//l\
S |N | > S \N/ \S/ ~\ P
L4S Cc4s

Em um béquer de 50 mL com 10 mL de MeOH, foram
dissolvidos 0,15 g do ligante L4S (0,28 mmol;
MM = 561,31 g.mol!). Sob agitacdo, em temperatura ambiente,
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foram adicionados 0,21 g de Cu(ClO4)25H,0 (0,56 mmol;
MM = 370,54 g.mol?). Apés 3 dias, houve a formacédo de um
filme no fundo do béquer. Este filme foi dissolvido em 10mL de
acetona e apos, foram adicionados 10 mL de isopropanol. Em
mais 3 dias, microcristais azuis do complexo CA4S
(MM = 990,90 g.mol') em rendimento quantitativo foram
formados. Os espectros e a caracterizagcdo deste complexo
seguem discutidos na Secéo 4.2. deste trabalho.

3.3.2.3. Sintese do complexo C4P -
Perclorato de (N?-(4-(metilpirenil)aminobutil)-
N4, N4 N6 N6- tetraquis(piridin-2-ilmetil)-1,3,5-triazina-
2,4,6-triamina)cobre(ll)

R R
W )
HN- HN
_\/\,‘NH j’4\_/NH
\ MeOH \ [CTP
N SN + 2Cu(ClO,), N SN
N N/kN’/'\ ~ ] N N N/J\N/\@
[~ LS @/\\ cH / Vs
7 Y /\Cu/o\cu Y
\ lN N~ \ |N/ \SH/ SN
L4P C4P

Em um béquer de 50 mL com 10 mL de MeOH, foram
dissolvidos 0,38 g do ligante L4P (0,5 mmol,
MM = 777,40 g.mol'). Sob agitagdo, em temperatura ambiente,
foram adicionados 0,37 g de Cu(ClOs). (1 mmol;
MM = 370,54 g.mol?). Apés 3 dias, houve a formacédo de um
filme no fundo do béquer, além de microcristais adequados
apenas para resolucéo parcial da estrutura de Raios X. A este
filme, foram adicionados 10 mL de CHCIs. O filme foi mantido no
solvente, sob agitacdo ultrassdnica por 30 min, em seguida,
precipitou um po cristalino verde do complexo C4P (MM =
1249,13 g.mol?), o qual foi filtrado em funil de placa porosa, com
rendimento quantitativo. Os espectros e a caracterizacdo deste
complexo seguem discutidos na Sec¢éo 4.2. deste trabalho.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CARACTERIZACOES DOS LIGANTES

O precursor bpma e os ligantes Lc, L4S e L4P foram
obtidos com bons rendimentos de acordo com as rotas sintéticas
descritas na secdo experimental. Os ligantes foram obtidos com
graus de pureza adequados para a utilizacdo nas sinteses dos
complexos e foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho, ressonancia magnética nuclear e espectrometria
de massas. As caracterizagbes do precursor bpma de RMN de
IH e de 3C, bem como o espectro na regido do IV seguem nas
Figuras 16 a 18.

Figura 16. Espectro de RMN de 'H do pré-ligante bpma em
CDCls.
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Figura 17. Espectro de RMN de *3C do precursor bpma em
CDCls.
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Figura 18. Espectro do pro-ligante bpma na Regido do IV em
pastilha de KBr.
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Para a sintese do ligante Lc, foram necessérias quatro
etapas, partindo inicialmente dos reagentes 2-piridilcarboxaldeido
e 2-aminometilpiridina. Conhecida de forma geral como
aminacao redutiva, mais especificamente para esta reacdo como
de formacdo de Bases de Schiff, esta reagdo tem como produto
uma imina, que se reduzida, pode resultar numa amina (bpma),
que por sua vez, pode ser utilizada para a sintese de ligantes
com mais sitios coordenantes. Apos, duas reacdes sucessivas
de SNy foi realizada a adicao de cloreto ciandrico a este produto
em temperatura controlada, gerando assim, o ligante Lcj,
derivado de uma unidade triazinica, possuindo duas unidades
tridentadas e dois possiveis sitios coordenantes. Os espectros de
RMN de 'H e *3C e IV seguem nas Figuras 19 a 21. A Tabela 3
traz as atribuicbes de cada atomo de hidrogénio e carbono do
ligante L¢ pelas andlises de RMN.

Figura 19. Espectro de RMN de *H do ligante Lci em CDCls.

E Y .

q
3.80 4.091.99 3.98 4.06 4.08
u U [

10 9 8 7 6 5
SH (ppm)

RMN de 'H (200 MHz, CDCls3) & ppm: 5,06 (s, 4 H); 5,30 (s,
4 H); 7,22 (d, 4 H); 7,27-7,29 (s, 4 H); 7,66 (t, 4 H); 8,55 (d, 4 H).
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Figura 20. Espectro de RMN de **C do ligante Lci em CDCls.
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Figura 21. Espectro do ligante Lc na Regido do IV em pastilha de KBr.
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Tabela 3. Deslocamentos quimicos (ppm), observados nos
espectros de RMN de 'H e '*C atribuidos ao ligante Lc (OLIVEIRA,

2013).
Cl
h
d c N|)\N
b —
N A~
= N
X a X
‘ e ”| F
Atribuicéo S Multiplicidade  Numero 8¢
observado de observado
(ppm) Prétons (ppm)
a 5,06 Singleto 4 52,00
b 5,30 Singleto 4 52,00
c 7,22 Dubleto 4 121,90
122,35
d 7,66 Tripleto 4 136,33
136,65
e 7,27-7,29 Tripleto 4 121,21
121,59
f 8,55 Duplo 4 149,24
Tripleto
g - - - 165,70
h - - - 170,02
p - - - 157,19

Reagindo o ligante Lo com butanodiamina em 10x de
excesso, sintetizou-se o ligante L4S. A sequéncia da adi¢cdo do
ligante & amina é primordial para esta reagéo, evitando assim, o
acoplamento entre dois ligantes L¢ através da diamina.

Os espectros de RMN de 'H e 3C seguem nas Figuras 22
e 23, enquanto que 0 espectro na regido do IV é mostrado na
Figura 24. A tabela de picos das analises de RMN de 'H e 13C a
seguir (Tabela 4), mostra que, o ligante L4S apresenta o0s
mesmos picos presentes no espectro do reagente de partida
(ligante Lci), j& descrito na literatura (MASSOUD, 2012),
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acrescidos dos picos da butanodiamina, localizados na regido de
1,33 - 1,46, 2,58 e 3,21 - 3,30 ppm para o espectro de RMN de
IH, assim como na regido entre 26,58 e 41,12 ppm para o
espectro de RMN de 3C.

Figura 22. Espectro de RMN de *H do ligante L4S em CDCls.
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(d, 2 H); 7,38 (t, 2 H); 7,54 — 7,65 (m, 2 H); 8,18 — 8,71 (m, 4 H).
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Figura 23. Espectro de RMN de *3C do ligante L4S em CDCls.
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Figura 24. Espectro na regido do IV do ligante L4S em pastilha de KBr.
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IV (KBr) em cm™: v(O-H) 3313; v(C-Ha e C-Hair) 3079-2850;
v(C=C) 1591; v(C=N) 1495; v(C-N) 1319; 6(C-Har) 753.

Tabela 4. Deslocamentos quimicos (ppm), observados nos
espectros de RMN de H e 3C atribuidos ao ligante L4S.

F >Nem
h
d c N \N
b —
e @ﬁNﬂLm)\wa
: —N N /
| X a | X
N N
Atribuicédo SH Multiplicidade  Numero 8¢
observado de observado

(ppm) Protons (ppm)
a 4,86 Singleto 4 41,12
b 4,99 Singleto 4 39,95
C 6,96 - 7,06 Dubletos 4 121,30
d 7,38; 7,54 Tripletos 4 135,75
- 7,65 135,95
e 7,08 - Tripletos 4 121,01
7,16; 7,26 121,14
f 8,18 -8,71 Dubletos 4 148,36
148,51
g - - - 165,47
165,99
p - - - 158,22

h - - - *
[ 2,58 Tripleto 2 30,18
j 3,21-3,30 Quarteto 2 30,18
k, | 1,33 - Multipleto 4 26,58

1,46;

m 1,81 Singleto 3 -
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* O carbono h nao foi verificado devido a necessidade de um maior
tempo de coleta no RMN de 3C, caracteristico neste tipo de ligante
triazinico.

Ja o ligante L4P, além dos picos do ligante L4S, também
possui picos relativos aos hidrogénios do pireno, que por sua
vez, ndo sao claramente quantificados devido a sobreposicdo
com picos oriundos de outros sistemas aromaticos ja existentes
no ligante, tais como o das piridinas, sendo no espectro de RMN
de 3C um pouco mais facil visualizar a presenca dos carbonos
referentes ao pireno na regido entre 122 e 134 ppm. Por fim, a
aminacdo redutiva que forma o produto L4P acrescenta um
carbono a molécula, localizado em 4,42 ppm no RMN de H,
confirmando entéo a sintese e obtencao do produto desejado. As
Figuras 25 a 27 mostram os espectros de RMN de H e 13C e IV,
respectivamente. A tabela 5 traz as atribuicbes aos picos nas
anélises de RMN de 'H e 13C.

Figura 25. Espectro de RMN de *H do ligante L4P em CDCls.
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H); 4,99 (s, 8 H); 6,84 - 7,15 (m); 7,15 - 7,40 (m); 7,52 (m); 7,90 -
8,21 (m) 8,28 - 8,53 (M),
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Figura 26. Espectro de RMN de *3C do ligante L4P em CDCls.
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Figura 27. Espectro na regido do IV do ligante L4P em pastilha
de KBr.
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos (ppm), observados nos
espectros de RMN de H e 3C atribuidos ao ligante L4P.

o t‘
n
m HN. i

H

d N Nﬂ\N
. @%NJ\N)\NfQ

f
X 2 X
| N ”| Z

Atribuicédo SH Multiplicidade  Namero Sc

observado de observado

(ppm) Protons (ppm)

122,89

124,40

124,71

125,61

7,52; 7,90 126,66

) . 126,75

0 -8,21; Multipletos -

8,28 - 8,53 127,18

' ! 127,30

130,30

130,53

131,02

133,70

a, b 4,99 Singletos 8 51,42

51,64

C 6,96 - 7,06 Dubletos - 121,51

d 7,38; 7,54 Tripletos - 135,98;

- 7,65 136,17

Continua na pag. 69
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e 7,08 - Tripletos - 121,10;
7,16; 7,26 121,33;
f 8,18 - Dubletos - 148,64;
8,71 148,79
g - - - 165,81,
166,29
p - - - 158,52
h - - - *
H.0O 1,69 Singleto - -
i 2,59 - Tripleto 2 40,34
2,82
i 3,14 - Tripleto 2 49,30
3,38
k, I 1,52 Singleto 4 27,21,
27,36
m - - - -
n 4,42 Singleto 2 61,10

* O carbono h nao foi verificado devido a necessidade de um maior
tempo de coleta no RMN de *C, caracteristico neste tipo de ligante

triazinico.

Tabela 6. Picos de RMN de *H e **C do ligante L® descrito pela

literatura e dos ligantes sintetizados neste trabalho.

Picos

4,83 (s, 4 H, CH.); 5,04 (s, 4 H, CH2); 6,88-6,92
« (d, 2 H); 7,03 (t, 2 H); 7,16 (t, 2 H); 7,29-7,37 (m,

- 4 H); 7,60-7,63 (t, 2 H);
H

)

8,40 (d, 2 H); 8,50 (d, 2

RMN de *H

L4S

1,33 -1,46; (m, 4 H); 1,81 (br, s., 3 Hamin,); 2,58
(t, 2H) 3,21 - 3,30 (m, 2 H); 4,86 (s, 4 H); 4,99
(br, s., 4 H); 6,96 - 7,06 (m, 4 H); 7,08 - 7,16 (m, 2

H) 7,26 (d, 2 H); 7,38 (t, 2 H) 7,54 - 7,65 (m, 2 H);

8,18 - 8,71 (m, 4 H)

*Continua na pagina 70
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1,98 (br, s., 4 H); 2,59 - 2,82 (m, 2 H); 3,14 - 3,38 (M, 2

a H); 4,42 (s, 2 H) 4,85 (br, s., 4 H) 4,99 (br, s., 4 H); 6,78

= -7,12(m, 6 H); 7,12 - 7,46 (m, 6 H); 7,52 (br, s., 2 H);
7,87 - 8,25 (m, 8 H); 8,25 - 8,61 (m, 5 H)

» 51,92;121,11; 121,81; 122,26, 136,25; 136,55; 149,15,

— 157,10; 165,61; 169,72

26,58; 30,18; 39,95; 41,12; 51,31, 121,01, 121,14,
121,30; 135,75; 135,95; 148,36, 148,51, 158,22;
165,47; 165,99

RMN de 13C
L4S

27,21; 27,36; 40,34; 49,30; 51,42; 51,64; 61,10; 121,10;
121,33; 21,51; 122,89; 124,40; 124,71; 125,61; 126,66;
126,75; 127,18; 127,30; 130,30; 130,53; 131,02;
133,70; 135,98; 136,17, 148,64; 148,79; 158,52;
165,81; 166,29

L4P

* (OLIVEIRA, 2013)

Os espectros na regido do IV se analisados
comparativamente entre os ligantes L4P e L4S, nao fornecem
informagdes adicionais, haja vista a semelhanca entre ambos.
Contudo, pode-se observar as bandas relativas a estiramentos
caracteristicos de ligacbes presentes nos anéis triazinicos e
piridinicos, como C-H, C=N e N-H, esta que ndo pode ser
devidamente atribuida devido a sobreposicdo com as bandas de
O-H provenientes da agua. As bandas na regido proxima de
1550 cm™? sdo mais pronunciadas e podem ser atribuidas as
ligacdes C=C do pireno e bandas fracas de deformacéo axial em
750 cm das ligagGes C-H (SILVERSTEIN, 1994). Os espectros
dos ligantes L4S e L4P, sobrepostos para fins de comparacao,
seguem na Figura 28 e a Tabela 7 traz alguns valores de
nimeros de onda em cm respectivos a bandas caracteristicas
destes compostos na regido do IV.

Vale ressaltar aqui, o carater higroscopico de todos os
ligantes, que apresentaram bandas na regido entre 3400 e 3300
cm’?, referentes a estiramentos O-H de moléculas de agua.
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Figura 28. Sobreposi¢cdo dos espectros na regido do IV dos
ligantes L4S e L4P.
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Tabela 7. Principais bandas e atribuicdes (SILVERSTEIN, 1994), em
cm, dos espectros no infravermelho para os ligantes L4S e L4P.

Banda L4S L4P
v (O-H) 3313 3402

v (C-Har e C- 3079-2850 3045-2855

Haiif)

v (C=C) 1591 1595- 1542
v (C=N) 1540; 1495 1542; 1485
v (C-N) 1319 1322
S8(C-Har) 753 748

A espectrometria de massas com ionizagdo por eletrospray
(ESI-MS) apresenta-se como uma técnica de analise aplicada
com sucesso na caracterizacdo de ligantes e complexos em
solugdo, ao produzir ions em fase gasosa diretamente da
solucéo contendo o composto a ser analisado, obtendo-se assim
informacfes qualitativas acerca das espécies carregadas
existentes em solugéo.

As espectrometrias de massa dos ligantes L4S (Figura 29)
e L4P (Figura 30) revelaram a presenca do ion molecular de
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ambos, além de outros fragmentos caracteristicos destes
ligantes, como a quebra do grupo butanodiamina no ligante L4S
(m/z=491, 471 e 454) e grupo pirénico (m/z=215) no ligante L4P.
Também foi detectado o fragmento do ligante L4S no ligante L4P
(m/z=561).

Figura 29. Espectro de massa do ligante L4S e respectiva
simulagdo da espécie isotdpica (M+1).
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Figura 30. Espectro de massa do ligante L4P e respectiva
simulacdo da espécie isotépica (M+1).
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4.2. SINTESES E CARACTERIZACOES DOS
COMPLEXOS

Os complexos binucleares de cobre(ll) foram preparados a
partir dos ligantes L4S e L4P e perclorato de cobre(ll) em
estequiometria 1:2, utilizando metanol como solvente e sob leve
aquecimento. Os complexos obtidos foram isolados como
cations, contendo anions (ClO4)" como contra-ions.

Em trés dias, o solvente evapora, formando um 6leo e/ou
so6lido no fundo do béquer. Redissolvendo este solido em CHsCN
e secando sob pressao reduzida ou mantendo 10 minutos sob
ultrassom em CHClIs, forma-se um p6 cristalino de ambos, em
rendimento quantitativo.

O complexo Cg foi sintetizado com o intuito de realizar
algumas analises complementares, pois este composto ja foi
devidamente sintetizado e caracterizado por Massoud (2012) e
Oliveira (2013). Este foi devidamente caracterizado por
espectroscopia na regido do IV (Figura 31).

Figura 31. Espectro na regido do IV do complexo Cc| em pastilha
de KBr.
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4.2.1. Espectroscopia na Regi&o do Infravermelho

A espectroscopia no IV é geralmente utilizada como uma
andlise preliminar e mostrou-se muito Util na caracterizacdo
inicial dos complexos (Silverstein et al., 1994; Nakamoto, 1978),
uma vez que a formacdo dos mesmos pode ser acompanhada
pela presenca das bandas caracteristicas de cada ligante,
indicando a presenca do mesmo nos compostos isolados.
Bandas adicionais, referentes ao contra-ion, bem como
deslocamentos quimicos em relagdo aos ligantes livres, também
sdo observadas.

Além da banda caracteristica em 1090 cm™ referente ao
estiramento axial v(Cl-O) de percloratos coordenados
(NAKAMOTO, 1978), algumas bandas tiveram sua intensidade
reduzida principalmente as de estiramento axial v(C=N), o que
indica a formagdo de novas ligagbes, neste caso, as de
coordenacgdo. As figuras 32 e 33 mostram os espectros dos
ligantes e seus respectivos complexos sintetizados neste
trabalho. As Tabelas 8 e 9 trazem uma comparagdo entre as
principais bandas contidas nos espectros dos ligantes e dos seus
respectivos complexos.
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Figura 32. Sobreposicdo dos espectros na regido do IV do
ligante L4S e do complexo C4S.
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Tabela 8. Principais bandas e atribuicdes, em cm™ dos espectros na
regido do IV para o ligante L4S e o complexo C4S.

Banda L4S C4S
v (O-H) 3313 3441
v (C-Har e C- 3079-2850 3074-2939
Haiif)
v (C=C) 1591 1592
v (C=N) 1495 1491
v (C-N) 1319 1286
v (CI-0) - 1089

5(C-Ha) 753 767
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Figura 33. Sobreposicéo dos espectros na regido do IV do ligante L4P e
do complexo C4P.
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Tabela 9. Principais bandas e atribuicdes, em cm? dos espectros na
regido do IV para o ligante L4P e o complexo C4P.

Banda L4P C4P
v(O-H) 3402 3444

v (C-Ha e C- 3045-2855 3122-2865

Haiif)

v (C=C) 1595- 1542 1600 - 1539
v (C=N) 1542; 1485 1540; 1482
v (C-N) 1322 1286
v (CI-O) - 1089
&8(C-Har) 748 766

4.2.2. Espectroscopia Eletrébnica na Regido do
UV-Vis

A espectroscopia na regido do UV-Vis elucidou questdes
referentes aos tipos de transi¢cdes eletrdnicas apresentadas pelos
complexos nesta regido.
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O ion cobre(ll) possui configuracéo eletronica d°, que o faz
ser paramagnético e possuir bandas caracteristicas de transicdes
eletrbnicas de transferéncia de carga ligante-metal (TCLM)
permitidas por simetria, em comprimentos de onda menores que
400 nm e transi¢cdes d-d proibidas por simetria, geralmente entre
700 a 600 nm, motivo que explica a coloracdo azul ou verde
escuro de muitos complexos deste tipo (ROMANOWSKI;
MANGRICH; NEVES, 2001).

Os complexos de cobre(ll) em particular possuem uma
caracteristica geomeétrica importante que € a distorcdo Jahn-
Teller. A geometria deste ion varia de acordo com o ambiente de
coordenacdo. Comumente séo descritos complexos octaédricos
distorcidos, devido a alta energia dos orbitais que possuem mais
contribuicdo energética nos eixos x e y, por possuirem mais
elétrons. Assim, os orbitais dependentes do eixo z reduzem sua
energia, o que faz com que as coordenagfes com estes orbitais
sejam mais fracas, alongando desta forma, os comprimentos de
ligacdo ao longo deste eixo (COMBA, ZIMMER; 1994).

O complexo C4S apresentou duas bandas principais
(Figura 34); uma de caréater interno d-d, que é caracteristica de
complexos de Cu(ll) e que é proibida por simetria de orbitais,
situada em 632 nm, com € = 134 L.molt.cm; e outra em 365nm,
com ¢ = 1470 L.molt.cm?® e que pode ser atribuida a
transferéncia de carga da(s) ponte(s) p-metoxo/u-OH ao centro
metalico, ja que este ligante ndo possui bandas de transferéncia
de carga nesta regido (OLIVEIRA, 2013).

Por sua vez, o complexo C4P, além de apresentar a banda
de transicdo interna d-d em 625 nm (¢ = 168 L.molt.cm™),
também mostrou um conjunto de trés bandas que séo atribuidas
a unidade pireno, localizadas em 342, 325 e 311 nm, que
possuem coeficientes de absor¢do molar respectivamente de
70760, 47770 e 21480 L.moltcm™ (Figura 35). Este resultado é
mais um indicativo de que, além do ligante ja ter sido
devidamente caracterizado, o complexo contém a unidade
pirénica e mantém sua estrutura em solucdo. Ja as pontes p-
hidroxo ndo sdo claramente observadas no complexo C4P
justamente pela sobreposicdo das bandas do pireno na mesma
regido, além de seus coeficientes de absorcdo molar serem
muito distintos.

Pela rigidez da propria estrutura idealizada e pelos valores
de ¢ obtidos no UV-Vis, podemos inferir que ambos complexos
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tendem a ter sua geometria de piramide de base quadrada
mantida em solu¢do, o que concorda com a estrutura de Raios X,
que sera posteriormente discutida.

Figura 34. Espectros na regido do UV-Vis do complexo
C4S em MeOH, nas concentracdes de A) 1x102 mol.L?
B) 1x10° mol.L™2.
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Figura 35. Espectros na regido do UV-Vis do complexo C4P
em MeOH, nas concentragées de A) 1x102 mol.L™? B) 1x10° mol.L2.
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A espectroscopia na regido do UV-Visivel também foi
realizada em estado sélido para os complexos C4S e C4P
(Figura 36). De forma qualitativa, pode-se observar que ambos
complexos apresentaram um deslocamento batocrémico
significativo em suas bandas de transi¢cdo d-d, sugerindo que em
estado sodlido, os sitios de cobre nao estdo coordenados em uma
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de suas posi¢cbes axiais. Porém, no complexo C4S, mesmo em
estado sélido, observa-se a presenca da banda relativa as
pontes, que indicam ser p-metoxo.

Figura 36. Espectros na regido do UV-Vis em estado sélido dos
complexos C4P e C4S em pastilha de KBr.
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A titulacdo espectrofotométrica do complexo C4S
confirmou a natureza da banda de transferéncia de carga em
365nm (Figura 32): em pHs mais baixos, ndo ha a presenca
desta banda. Com o aumento progressivo do pH em meio
tamponado, verifica-se o surgimento desta banda até pH 6,5,
onde atinge seu valor maximo de absorbancia. Apés, ha um
decaimento desta banda, que pode ser explicado conjuntamente
com a titulagdo potenciométrica, onde a partir deste pH, a
porcentagem da espécie mono p-hidroxo no meio comeca a
diminuir, dando lugar a espécie bis p-hidroxo, que por envolver
transferéncias de carga de maior energia, pode se situar numa
regido proxima ao Ultravioleta, cuja bandas ndo conseguiram ser
detectadas.

Esta banda se desloca ligeiramente se comparada ao
espectro em CH3CN pura, pelo fato da presenca do tampao em
meio aquoso, que por sua vez, auxilia na formacao da(s) ponte(s)
p-hidroxo e, consequentemente, em sua detecgdo. A Figura 37
mostra 0s espectros obtidos do complexo C4S em diferentes
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pHs. Como o experimento foi realizado em meio aquoso, esta
banda passa a ser relativa a pontes p-hidroxo, pelo fato da forca
do campo ligante ser maior para um hidréxido que para um
metoxido.

Figura 37. Espectros na regido do UV-Vis para o complexo
C4S em CH3CN/tampé&o aquoso (50/50% v/v) em pHs de 3,50 a 10,02 a
25°C.
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4.2.3. Espectrometria de massas

Os espectros de massa dos complexos revelaram que
ambos complexos C4S e C4P ndo se mantém em sua estrutura
original e acabam se fragmentando com o bombardeamento dos
elétrons, impossibilitando a existéncia de seus ions moleculares.
Pela complexidade estrutural e estabilidade dos compostos nas
condicbes de analises, muitos fragmentos nao foram
caracterizados.

No espectro do complexo C4S tem-se a presenca de
espécies com pontes p-metoxo, formadas pela presenca do
MeOH na analise (m/z= 848 e 379). Também foram detectados
fragmentos do ligante L4S protonado sem nenhum perclorato
(M+1, m/z=562), com carga 2+ e com um anion perclorato e com
carga 3+ com dois anions percloratos.
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Para o complexo C4P, foram detectados alguns
fragmentos semelhantes aos encontrados para o complexo C4S,
com e sem anion perclorato. Um dos fragmentos importantes
encontrados é o da unidade pirenocarbonil (m/z=215), que mais
uma vez corrobora com 0 sucesso da sintese deste complexo.

As Figuras 38 e 39 mostram os espectros de massa dos
complexos sintetizados, bem como propostas estruturais para
alguns fragmentos encontrados, com seus perfis isotopicos
simulados.

Figura 38. Espectro de massas do complexo C4S em MeOH e seus
principais fragmentos.
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Figura 39. Espectro de massas do complexo C4P em MeOH e seus

principais fragmentos.

379

m/z= 379,60

100

80
*
©
2
®©

o) 60
12
o
5]
]

© 40
c
>
o
<

20 +

[

200 400

600

Abundancia Relativa %

M

T 3 .
480 481 482 485 486
miz

Continua na pag. 85

L} Lol “" ﬁl

800 1000 1200 1400
m/z

2

N
A
O~ LA

mfz = 481,64

85



86

/U sy

HN

&*/ f@
L el

1066 1068 1070

Abundancia Relativa %

1060 1062 1
miz

miz = 1062,23

4.2.4. Difragdo de Raios X

A difracdo de Raios X nédo revelou dados suficientes para
discussdo em relagdo a comprimentos e angulos de ligacao, pelo
motivo do cristal do complexo C4P ndo ser totalmente adequado
para a coleta dos dados. Mas, pela estrutura parcial,
demonstrada pela Figura 40, pode-se perceber que existe uma
interacdo da unidade pirénica com apenas uma das piridinas
localizadas em um dos lados do complexo. As distancias médias
do pireno aos sitios de cobre simuladas pelo programa Mercury
revelam uma disparidade, mostrando que, possivelmente, um
dos sitios é mais afetado por esta interacao. Supde-se a partir de
entdo, que um dos cobres possui uma densidade eletrbnica
maior devido a presenca do pireno. Esta suposicdo sera
reforcada na discussdo dos resultados eletroquimicos. Pela
estrutura, pelos valores obtidos na espectroscopia de UV-Vis e
por diversos complexos binucleares de cobre(ll) com primeira
esfera de coordenacdo semelhante aos dos compostos
sintetizados, pode-se também inferir que ambos os cobres(ll)
possuem uma geometria de piramide de base quadrada ou
octaédrica, dependendo da presenca e da coordenacdo de
moléculas do solvente.
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Figura 40. Estrutura parcialmente obtida do complexo C4P
A) com B) sem os atomos de hidrogénio, para fins de clareza.

4.2.5. Eletroquimica

Os estudos eletroquimicos envolvendo os complexos C4S
e C4P revelaram dados importante acerca dos centros metalicos
de cobre(ll) (Figuras 41 e 42).

Pela voltametria ciclica, no complexo C4S, h&a a presenca
de dois processos quasi-reversiveis relativos a oxi-redu¢ées do
par Cu"/Cu', com potenciais de Ei,= -729 mV e Eip= +128 mV
vs. ENH, revelando desde ja, a diferenca entre os dois centros de
cobre. Isto pode ser devido ao fato da insercdo do ligante
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butanodiamina, que pode influenciar interagindo com um destes
ndcleos metalicos. Se comparado com o complexo reportado por
Massoud (2011), a presenca de dois processos ao invés de
apenas um, e o grande aumento da diferenca entre os potenciais
dos cobres tambhém reforca esta hipétese.

No complexo C4P, esta diferenca é ainda mais marcante,
com processos reversiveis em Eip= -711 mV e E’1p= +198 mV
vs. ENH. Pode-se perceber que a reversibilidade dos processos
anodicos é favorecida indicando que a presenca da unidade
pireno retira elétrons de um dos sitios nitrogenados piridinicos,
diminuindo a densidade eletrbnica sobre um dos centros de
Cu(ll) e dessa forma aumentando o potencial de reducéo Cu'Cu'.

Figura 41. Voltamogramas ciclicos do complexo C4S em MeOH
(0,1 mol L'* em NaClO4) a 25°C, com velocidades de varredura de 25 a
300 mV.st no pH de dissolucdo (pH ~ 5,0). Os potenciais estdo
representados versus ENH. [C4S] = 2 x 10° mol.L™.

i (nA)

E (V) vs ENH
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Figura 42. Voltamogramas ciclicos do complexo C4P em MeOH
(0,12 mol L'* em NaClO4) a 25°C, com velocidades de varredura de 50 a
200 mV.s! no pH de dissolugdo (pH ~ 5,0). Os potenciais estdo
representados versus ENH. [C4P] = 2 x 10 mol.L%.
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4.2.6. Condutimetria

A condutimetria em solucdo dos dois complexos foi
realizada em solucdo de CH3CN, em concentracdo de 1x10°
mol.Lt, por questdes de solubilidade. Comparando os dados
obtidos com a literatura (GEARY, 1971), conclui-se que o
complexo C4P neste solvente, apresenta 2 equivalentes de ions
positivos por molécula de complexo, inferindo a presenca de 2
contra-ions perclorato, com um valor de An = 178 uS.cm™. O
complexo C4S apresentou um valor intermediario de
Am = 314 uS.cm’, possibilitando a presenca de 2 ou 3 contra-
jons. Para averiguacdo, a mesma medida foi realizada em
mistura MeOH/DMF  (99:1). Comparando o valor de
Am =194 pS.cm? com a faixa teérica para MeOH puro, sugere-se
a presenca de apenas 2 contra-ions perclorato, assim como no
complexo C4P.

Vale ressaltar que devido a protonacdo e/ou
desprotonacdo dos ligantes presentes nos complexos, €
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esperado que o valor da condutancia seja variavel entre 2 e 3
equivalentes de contra-ions por molécula de complexo.

4.2.7. Fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia do complexo C4P em
diferentes concentragBes mostraram uma banda de emissdo em
516 nm referente ao excimero da unidade pireno (Figura 43) e
um conjunto de bandas em 350 nm atribuidas ao monémero
(Figura 44) (LEE et al., 2010). E reportada na literatura a
existéncia destas espécies, devido a sua capacidade de formar
interacdes m-stacking entre si e/ou entre diferentes moléculas.
Em solucao, a diminuicdo da concentracdo do complexo diminuiu
a intensidade fluorescente, o que indica que a formacédo deste
excimero é intermolecular, ou seja, existe a dependéncia de um
nimero maior de moléculas com a unidade pireno para a
formacdo desta espécie, diferentemente como ocorrem em
outros complexos ja sintetizados pelo grupo (OSORIO, 2012). O
ligante L4P possui intensidade fluorescente maior que a do
complexo C4P, e o complexo C4S, ndo apresenta fluorescéncia
nestes comprimentos de onda.

Figura 43. Espectros de fluorescéncia do complexo C4P em
diferentes concentracgdes. Aexc. = 426 nm e Janela = 10 nm.
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Figura 44. Espectros de fluorescéncia do ligante L4P e dos complexos
C4S e C4P, em concentracdo de 1 x 10° mol.L
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4.2.8. Titulacdo Potenciométrica

Os estudos potenciométricos foram realizados apenas para
o ligante L4S e o complexo C4S in situ, em meio DMSO/H,0O
(50/50% v/v), pois em outras tentativas de solventes, algumas
espécies, principalmente em pHs mais altos, precipitavam,
impossibilitando o tratamento adequado dos dados obtidos.

O ligante L4S apresentou 3 pKas: dois relativos a
desprotonagdes de hidrogénios piridinicos, (pKai= 3,59 e
pKaz= 4,82) e outro relacionado a desprotonagéo do grupo —NH>
externo ao grupo butanodiamina substituido no anel triazinico
(pKas= 10,12). Estes valores estdo condizentes com valores
obtidos para complexos muito similares ja descritos na literatura
(OLIVEIRA, 2013; BARANYAI et al, 2012). O grafico de
distribuicdo de espécies para o ligante L4S segue descrito pela
Figura 45 e seus valores de log seguem na Tabela 10.
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Figura 45. Gréfico de distribuicdo de espécies para o ligante L4S
em func&o do pH com forga idnica de 0,1 mol.L* KCI & 25°C.
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Tabela 10. LogB determinado para o ligante L4S in situ
determinados utilizando 0,1 M KCI em DMSO/H-20 50:50 v/v a 25 °C.

Equilibrio LogB
L+H"— HL* 10,12
HL* + H* <> HoL?* 14,94
HoL2" + H* <> Hal3* 18,54

Para um tratamento mais adequado dos dados, o
complexo C4S foi titulado in situ, através das medidas
potenciométricas do ligante L4S na presenca de 1 e também 2
equivalentes de cobre(ll), com o intuito de averiguar a presenca
de metal livie em solucédo e também espécies mononucleares,
diferentes das propostas até entdo. Através destes experimentos,
verificou-se 5 valores de pKas, mostrados pela tabela 11. O
grafico com a distribuicdo de todas as espécies contidas neste
sistema segue na Figura 46. Destaca-se, dentre estes, os dois
pKas referentes as pontes p-hidroxo (pKa2 e pKa3) ja
caracterizadas pela titulacdo espectrofométrica (Secdo 4.2.2.),
que estdo acima da faixa proposta por Motekaitis (1983) para
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complexos de cobre(ll), cuja proposicdo se da pela presenca da
amina que pode, de certa forma, contribuir de forma eletrostatica
na acidez do sistema. Mesmo tendo valores de log semelhantes
a complexos mononucleares de cobre(ll) ja estudados, néo foi
verificada a presenca significativa destas espécies em solucao,
confirmando a hip6tese do complexo realmente ser binuclear
(YANG; ZOMPA, 1973; ROMBA, 2006). A semelhanca entre as
constantes pode ser devida a baixas constantes de formacao
apresentadas por complexos triazinicos, adicionado ao efeito
Jahn-Teller pronunciado, assim descrito por Oliveira (2013).
Comparando os resultados obtidos neste trabalho, podemos
verificar que a espécie [LCu.H-1]**, com uma ponte, possui
porcentagens maiores que as obtidas por Oliveira e isto sera um
dado importante na discussédo dos resultados cinéticos obtidos.
Os valores de logB obtidos para o complexo C4S seguem
descritos pela Tabela 12.

Figura 46. Grafico de distribuicdo de espécies para o complexo
C4S em func&o do pH com forga i6nica de 0,1 mol.L™ KCI a 25°C.
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Tabela 11. Valores de pKas potenciométricos para o complexo
C4s.

oka 12 3 | 4 5
. 341 | 6,12 867 | 8,95 9,23

Tabela 12. Logf determinado para o complexo C4S in situ
determinados utilizando 0,1 M KCI em DMSO/H-0 50:50 v/v a 25 °C.

Equilibrio LogpB
L + 2Cu?* + H*— [LCuzHJ* 18,83
L + Cu?* + 2H*— [LCuH2]** 18,82
L + 2Cu?* & [LCug]** 10,60
L + Cu?* + H*— [LCuHJ?* 9,87
L + 2Cu?* + H20 < [LCuxH4]3 + H+ 6,68
L + Cu?* & [LCuJ?* + H* 4,71
L + 2Cu2* + 2H,0  [LCuzH.J?* + 2H* -1,79
L + Cu®* + H20 « [LCuH.]* -4,60
L + 2Cu?* + 3H,0 < [LCuzH.3]?* + 3H* -11,05

4.2.9. Cinética de Oxidacéo do 3,5-DTBC

Como possiveis modelos da enzima catecol oxidase,
avaliou-se o potencial oxidativo dos complexos C4S e C4P,
utilizando o substrato modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-DTBC),
que tem como produto a 3,5-di-terc-butilquinona (3,5-DTBQ),
segundo a reacdo da Figura 47, e que em 400nm, possui um
€= 1570 L.cmt.mol .

Figura 47. Reacao de oxidacao do 3,5-DTBC na presenca de
02, formando 3,5-DTBQ e H-0.

Catalisador
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Primeiramente foram realizados estudos de otimizacéo do
pH, para averiguar em qual pH a reagdo acontecia de maneira
mais favoravel. Inicialmente, utilizando um espectrofotbmetro
convencional, foi detectado que ndo seria possivel coletar as
velocidades iniciais, visto que a reacdo acontecia de forma muito
rapida. A partir de entdo, todos os estudos cinéticos foram feitos
em um espectrdmetro de parada de fluxo (stopped-flow), que
permitiu a avaliacdo imediata e rapida dos produtos formados.

Todos os valores obtidos para V,, e consequentemente
para kops foram obtidos descontando o valor encontrado para a
reacdo com catalisador da reacdo sem catalisador (auto-
oxidacao). Estes resultados indicam que no pH 6timo existe uma
espécie que possui a atividade catalitica mais alta entre todas e,
portanto, sera o pH utilizado para os demais estudos.

As curvas de efeitos de pH, em forma de sino para os
complexos C4S e C4P, indicaram o valor de pH 6timo igual a 6,5,
onde se espera que ambos complexos tenham uma ponte p-
hidroxo e uma agua terminal, assim como diversos complexos ja
publicados e que possuem este mesmo perfil de atividade
catalitica versus pH frente a este mesmo substrato (OLIVEIRA,
2013) (Figura 48). Infelizmente, nao foi possivel ajustar de forma
adequada os valores de pH versus keps €, dessa forma, apenas
valores de pKas aproximados para o complexo C4S de 5,71 e
6,84, e de 5,73 e 6,86 para o complexo C4P foram obtidos. Na
verdade, tais pKas sdo muito similares quando comparados entre
si, mas diferem significativamente com os valores de pKa obtidos
na potenciometria para o pKa3, como mostra a tabela 13. Isto
inicialmente sugere que as substituicdes sintéticas realizadas
para os complexos C4S e C4P nao afetaram no sitio ativo no que
diz respeito & cinética da reacéao.

Relacionando com a potenciometria, podemos inferir a
espécie mais ativa como sendo a que contém dois centros de
cobre e apenas uma ponte p-hidroxo. Espera-se que esta seja a
espécie mais ativa, pois 0 pKa da segunda ponte é mais alto, o
que favorece a formacdo de uma agua terminal em seu lugar,
fazendo com que um dos cobres esteja disponivel para
coordenar-se a um dos oxigénios do substrato catecol e sendo
assim, iniciar o ciclo catalitico. Ndo se despreza aqui, a atividade
do complexo com duas pontes do tipo p-OH, haja vista que a
atividade catalitica ndo tende a zero com o aumento do pH.
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Figura 48. Gréfico de kobs em fungéo do pH para a reacdo de
oxidagdo do substrato 3,5-DTBC catalisada pelos complexos A) C4S
B) C4P em MeOH/H:O (1:1) a 25°C nas seguintes condi¢cles:

[Clina = 5 x 10° mol.LY; [3,5-DTBClina = 8 x 10“% mol.L%;
[tampdes]tina = 0,1 mol.L sem forga idnica.
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Tabela 13. Valores dos pKas2 e 3 encontrados para os
complexos C4S e C4P pelas analises potenciométricas e cinéticas.

Complexo Método pKa2 pKa3
(12 ponte) (2%ponte)

C4S ‘ Potenciométrico 6,12 8,67

‘ Cinético 5,71 6,84

Cinético 5,73 6,86

C4P ‘

Os resultados do efeito da concentracdo do substrato neste
pH 6timo, mostraram que o complexo C4S tem eficiéncia
catalitica maior que o seu andlogo ja publicado (Cc)) (Figura 49).
E o complexo C4P se mostrou ainda melhor. Um fato importante
€ o0 da constante cinética se manter praticamente intacta,
demonstrando que ndo ha mudancas significativas no sitio ativo
dos modelos estudados, o que ja era esperado, visto que 0
ambiente de primeira esfera ndo foi modificado até entdo. J4 a
constante de Michaelis-Menten, de carater termodinamico, foi
diminuida, com o acréscimo primeiramente do grupo
butanodiamina, e em seguida com a insercdo do grupo pireno.
Isto reforca a ideia inicial de aumentar o niumero de interacdes
para que a entropia do sistema diminua, aumentando a eficiéncia
catalitica para este tipo de reacdo. O complexo C4P chega a
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atuar 0,18% como a sua enzima de interesse, a catecol oxidase,
um valor excelente para um composto sintético, o que faz com
que este complexo tenha um interesse maior sob o ponto de
vista catalitico na oxidagdo de catecdis. A Tabela 14 mostra os
valores das constantes cataliticas observadas para os complexos
Cci, C4S, C4P e outros complexos semelhantes ja estudados.

Figura 49. Gréafico de ks em funcdo da concentragdo do
substrato para a reacdo de hidrélise do 3,5-DTBC em pH = 6,49,
catalisada pelo complexos A) C4S B) C4P em MeOH/H20 (1:1) a 25°C
nas seguintes condi¢des: [Clina = 5 x 10° mol.L%; [3,5-DTBCliina =
6 x 10°a 1,8 x 10 mol.L?; [tampdes] = 0,1 mol.L? sem forca ibnica.
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Tabela 14. Comparagdo dos parametros cinéticos de alguns complexos selecionados e da catecol

oxidase da Ipomoea batatas. Ref.: EICKEN, ZIPPEL, et al., 1998); °(OSORIO, 2007); (OLIVEIRA, 2013).

Vo max _AnmRm.Hv Km Kass A_l._jo_.“_.v E = Kca/lKm
(mol.L1s?) (mol.L?t) (L.molts?)
Catecol - 2293,0 2,5x10°3 400 9,17x10°
Oxidase?
1° 5,58 x 10”7 0,023 2,66 x 10°3 375,23 8,75
2° 9,89 x 10”7 0,041 6,38 x 10°3 156,74 6,45
Cc® 2,55 X10° 0,51 1,6x10°3 625 312,5
C4s (1,51 £0,02) 0,302+ 0,004 (2,045+0,127) 4890 + 303 1255 + 326
X10° x 10
C4pP (1,50 £ 0,02) 0,300 + 0,004 (1,849+0,211) 5408 + 617 1622 + 583
X10° x 10
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Para fins de esclarecimento do mecanismo desempenhado
pelo complexo na oxidag&o do substrato 3,5-DTBC, foi realizado
um teste de deteccdo de perédxido. Diferentemente do
mecanismo proposto por Solomon (1996) para a enzima catecol
oxidase, nao ha liberacdo de H.O mas sim de H20O,, (Figura 50).
O teste foi positivo para a presenca de H»0O;, que foi confirmado
pela reacdo com iodeto gerando I3 (Neves, Rossi et al., 2002),
de forma que a oxidagdo dos complexos ocorra seguindo a
estequiometria 3,5-DTBC + 0O, — 3,5-DTBQ + H0, e o
mecanismo proposto segue conforme Figura 41, onde uma
molécula de quinona é gerada com 1 equivalente de O, Dessa
forma, a formacdo de um peroxo-complexo como possivel
intermediario deve ser excluida, sendo que a presenga de O: se
restringe a um agente oxidante no processo Cu'Cu' — Cu'"Cu" e
formacéo de H2O:..

Figura 50. Proposta de mecanismo de oxidag&o do 3,5-DTBC
pelos complexos C4S e C4P.
3,5-DTBC
OH

OH

pKa (ponte) N
N\
C Il
N W N
\ (o}
_cu"
N " ré\o
N
N ~N
\
N‘C;J“ H,0
N
N N
H,0, \C4
o N N
Y 0
/
0
3,5-DTBQ

A cinética das reacdes de ambos 0s complexos sob
atmosfera de argbnio ndo tiveram seus dados apropriadamente
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refinados, mas apresentaram valores muito menores de
absorbéncia no mesmo tempo medido, mais uma vez provando a
importancia do oxigénio no ciclo catalitico. E a mesma reacéo,
sem a presenca de &gua, apenas em meio metandlico,
apresentou valores semelhantes aos obtidos em meio aquoso,
indicando dessa forma que a ponte u-OH ou pu-OCHs entre os
centros de Cu'" ndo influenciam na atividade catalitica do sistema.
Portanto, estes complexos podem ser considerados 6timos
modelos funcionais e estruturais para a enzima catecol oxidase,
considerando principalmente que, os valores das constantes
cataliticas obtidas, estdo entre os mais efetivos ja reportadas na
literatura. Também analisando os valores de kca/Ku (eficiéncia
catalitica), observou-se que existe uma melhora significativa na
catalise quando se inserem novos grupos funcionais no
complexo (1,4-butanodiamina e pireno) com este intuito. Vale
ressaltar que estas insercdes diminuem significativamente os
valores da constante de Michaelis, favorecendo portanto, a
associacdo do substrato ao catalisador. Na verdade, estes
experimentos comprovam o efeito e a importancia da segunda
esfera de coordenacgdo para este tipo de reagcdo. Aparentemente,
0 grupamento 1,4-butanodiamina ancorado na triazina é o
principal responsével pelo significativo aumento na associacéo
do substrato ao catalisador, uma vez que o valor de Kass €
apenas um pouco maior para 0 complexo C4P quando
comparado com C4S. Uma explicagdo plausivel para tal
observacao pode estar associada ao efeito eletrostatico exercido
pela grupamento -NHs* no 1,4-butanodiamina, o qual estaria
contribuindo com a interacdo do substrato 3,5-DTBC e assim
facilitando a coordenagdo do mesmo aos dois centros de Cu(ll).

4.2.10. Testes de clivagem de DNA plasmidial

Sendo ativos na oxidacdo do substrato modelo 3,5-DTBC e
obtendo valores altos das constantes cataliticas, decidiu-se testar
a atividade dos complexos Ccj, C4S e C4P frente a clivagem do
DNA de plasmideos superenovelados. Foram capturadas fotos
em gel de agarose, dos fragmentos clivados pelos complexos e
separados por eletroforese.

Segundo as fotos dos géis de agarose apresentadas na
Figura 51, podemos observar que o complexo Cg¢ cliva o DNA
plasmidial até sua forma desenovelada (F2), enquanto que o
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complexo C4S é um pouco menos ativo nesta clivagem,
necessitando de concentragcdo um pouco maior do complexo
para que tal processo ocorra. Por outro lado, o complexo C4P
chega a clivar até a forma linear do DNA (forma F3), mostrando
que a inser¢cdo do intercalante pireno tem uma funcdo muito
importante no mecanismo de clivagem, além de apresentar
propriedades fluorescentes as quais poderdo ser utilizadas em
trabalhos futuros como sondas de detecc¢éao.

Estudos mais detalhados envolvendo outras técnicas tais
como fluorescéncia, ESI-MS e dicroismo circular na clivagem do
DNA através dos complexos C4S e C4P estédo sendo realizados
no CEBIME em colaboragdo com o Prof. Dr. Hernan Terenzi e
serdo objeto de publicac¢des futuras.

Figura 51. Eletroforese em gel de agarose para clivagem do
DNA plasmidial pelos complexos Cc, C4S e C4P em diferentes
concentracGes, em tampéo [10 mmol.L™Y] HEPES (pH 7). DNA (330ng) +
Complexos nas concentragdes de 0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,0 e 50 ymol.L™.
Incubacéo: 24h a 37 °C.

F2
F3
F1

Cq

C4S

C4pP
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5. CONCLUSOES

O pré-ligante bpma, e os ligantes Lc, L4S e L4P foram
sintetizados com rendimentos satisfatérios e caracterizados por
técnicas espectroscopicas de IV, RMN de 'H e de 3C, as quais
demonstraram bandas e picos condizentes com as estruturas
propostas, além da obtencao dos mesmos com graus de pureza
adequados para suas utilizagbes nas etapas seguintes bem
como para as reacdes de complexagcdo. A espectrometria de
massa forneceu sinais de ions moleculares dos ligantes L4S e
L4P protonados.

Foram sintetizados dois novos complexos de cobre(ll)
com os ligantes L4S e L4P. Estes foram caracterizados por
analises espectroscopicas e eletroquimicas. Os complexos
binucleares obtidos, apresentaram dois ions cobre coordenados
a uma unidade dos ligantes, além de duas pontes p-hidroxo ou p-
metoxo, dependendo do meio de solvatagdo, em geometria de
piramide de base quadrada, conforme a difragdo parcial de raios
X. As técnicas de IV e de espectrometria de massa
demonstraram a pureza das amostras;

A espectroscopia na regido do UV-Vis demonstrou a
presenca de duas bandas caracteristicas para ambos complexos:
uma d-d (na regido de 625 nm) e outra de transferéncia de carga
(na regido de 365nm para o complexo C4S), que segundo a
titulacdo espectrofotométrica, foi caracterizada como relativa a
presenca das pontes exdgenas p-hidroxo ou p-metoxo. Ja a
eletroquimica confirmou que os centros de cobre(ll) em ambos
0os complexos (C4S e C4P), sdo muito semelhantes
eletronicamente, fato comprovado pelos valores de Ey/; obtidos.

Os complexos se mostraram muito ativos frente a
oxidagdo do substrato modelo 3,5-DTBC, obtendo valores de
eficiéncia catalitica de 1255 + 326 L.mol.s para o complexo C4S
e de 1622 + 583 L.mol.s? para o complexo C4P. A insercédo das
unidades de 1,4-butanodiamina e do pireno potencializaram a
eficiéncia catalitica do sistema, se comparados com complexos
semelhantes ja descritos pela literatura.

Estudos preliminares mostraram que ambos o0s
complexos também foram ativos na clivagem do DNA plasmidial,
em baixas concentracbes de complexo, dando destaque para o
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complexo C4P que possui maior potencial de clivagem que os
outros complexos.

Verificou-se a relevancia da presenca do intercalante
pireno tanto na oxidacdo do modelo 3,5-DTBC quanto na
clivagem do DNA plasmidial, onde observou-se um acréscimo
nas eficiéncias em ambos os casos, devido a esta insercao.
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