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RESUMO

Muitas reacdes importantes para a manutencdo dos sistemas
bioldgicos sédo catalisadas por metaloenzimas. Dentre estas pode-
se citar as catecol oxidases, que catalisam a oxidacdo de o-
catecdis as correspondentes o-quinonas. Diversos complexos
metdlicos que visam modelar estrutural e/ou funcionalmente essas
metaloenzimas tém sido estudados nas ultimas décadas, com o
objetivo de se elucidar o seu modo de acao.

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados através de
métodos espectroscopicos, eletroquimicos, espectrométricos, por
condutividade molar e titulagdo potenciométrica, trés novos
complexos mononucleares de cobre(ll) empregando-se trés novos
ligantes tripodais contendo atomos N,O doadores: Hbpaa-H - 2-
((2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amino)acetamida, Hbpaa-CHs - 2-
((2-hidroxi-5-metilbenzil) (2-piridiimetil)Jamino)acetamida e Hbpaa-
Br - 2-((2-hidroxi-5-bromobenzil)(2-piridilmetil)amino)acetamida. O
complexo 1 teve sua estrutura cristalina parcialmente resolvida por
difratometria de raios X. Além disso, os complexos 1, 2 e 3 foram
testados frente a oxidacdo do substrato modelo 3,5-di-terc-
butilcatecol, revelando que estes podem ser considerados como
modelos funcionais para as catecol oxidases.

Palavras-chave: Catecol oxidase. Complexos mononucleares
de cobre(ll). Ligantes Tripodais.






ABSTRACT

Several vital reactions for biological systems are catalyzed by
metalloenzymes. Among these is the catechol oxidase, which
catalyze the oxidation of a broad range of o-diphenols to o-
guinones. Metal complexes mimicking structural and/or functional
properties of these metalloenzymes have been studied in the last
decades, aiming to elucidate the mechanistic pathway of the
catalytic reactions.

This work reports the syntheses and characterization via
electronic spectroscopy, electrochemistry, mass spectrometry,
molar conductivity and potentiometric titration of three new
mononuclear copper(ll) complexes, using the new tripodal ligands
which  contains N,O-donor atoms: Hbpaa-H - 2-((2-
hidroxybenzyl)(2-pyridylmethyl)amine)acetamide, Hbpaa-CHs — 2-
((2-hidroxy-5-methylbenzyl)(2-pyridylmethyl)amine)acetamide and
HbpaaBr — 2-((2-hidroxy-5-bromobenzyl)(2-pyridylmethyl)amine)
acetamide. The structure of the complex 1 was partially determined
by X-ray crystallography. Moreover, complexes 1, 2 and 3 were
tested against the oxidation of the model substrate 3,5-di-tert-
butilcatechol, and were considered as functional models for
catechol oxidase.

Keywords: Catechol oxidase. Mononuclear copper(Il)
complexes. Tripodal ligands.
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1. REVISAO DA LITERATURA
1.1 INTRODUCAO

Desde os primdrdios da humanidade o Homem busca por meios
de assegurar uma melhor qualidade de vida e conforto no
ambiente em que vive. A descoberta de que reacfes catalisadas
sdo muito mais rapidas que aquelas ndo catalisadas fez com que
um grande nimero de pesquisadores voltasse sua atencao para
este campo de estudo, especialmente quando da descoberta da
existéncia de catalisadores naturais presentes nos organismos
vivos — as enzimas.

Nos sistemas bhiolégicos, enzimas sdo moléculas complexas que
atuam como catalisadores de diversas rea¢des necessarias para
a manutencdo dos organismos vivos. As enzimas atuam como
mediadores da transformacdo de uma forma de energia em outra,
sendo seu poder catalitico e sua alta especificidade suas mais
notaveis caracteristicas (BERG, TYMOCZKO, STRYER, 2002). As
enzimas sdo formadas por sequéncias de aminoacidos que se
organizam de modo a formar um ambiente quimico favoravel as
reacOes de catalise. Estas ocorrem em um lugar especifico da
enzima, chamado de sitio ativo, onde a mesma liga-se ao
substrato ou reagente por meio de diversas forgas
intermoleculares (LEHNINGER, NELSON, COX, 2000). A Tabela
1 cita algumas metaloenzimas, bem como 0s metais presentes em
seus sitios ativos.

Tabela 1 Exemplos de enzimas que contém ou necessitam de elementos
inorganicos (KAIM, SCHWEDERSKI, 1994; COWAN, 1993).

Metal Enzimas e proteinas
FeZ* ou Fe3* Citocromo oxidase, catalase,
peroxidase

Cu% Citocromo oxidase, tirosinase,
catecol oxidase

Zn%* Anidrase carbdnica, alcool
desidrogenase

Ni2* Urease

No intuito de se estudar mais acerca da atuacao das enzimas no
sistema bioldgico, suas propriedades fisico-quimicas e seu
mecanismo de acdo — e devido a elevada complexidade destas
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biomoléculas — surgiu a necessidade de se sintetizar compostos
modelo de baixa massa molecular que se assemelhem a estas,
sendo estes denominados de compostos biomiméticos (BERG,
TYMOCZKO, STRYER, 2002).

Desde o inicio do desenvolvimento de pesquisas envolvendo
metais em sistemas biol6gicos, a investigacdo de complexos
modelo tem contribuido com importantes resultados para o
entendimento da reatividade quimica nos organismos.

O propoésito mais importante na modelagem de compostos €,
primeiramente, ter em mente 0s aspectos estruturais,
espectroscopicos, eletrénicos e magnéticos das metaloenzimas
de interesse. Informacdes cruciais a respeito da dependéncia
estrutural e funcional de uma enzima podem ser obtidas de forma
mais eficiente através da variacdo sistematica de ligantes e da
coordenacao dos anélogos sintéticos do que através do estudo da
enzima em si.

Assim, numerosas aplicacdes com potencial pratico para
complexos biomiméticos com atividade catalitica podem ser
idealizadas. Elas variam desde a hidrélise de proteinas e acidos
nucleicos com aplicacdo tecnolédgica, até questdes ambientais,
como a remogdo de contaminantes do meio ambiente e técnicas
de oxidagdes seletivas em sinteses de farmacos (KREBS, 1997).

1.2 QUIMICA REDOX

Reaces de transferéncia de elétrons tem sido uma continua
fonte de fascinagdo para os quimicos e mostraram-se muito
importantes no desenvolvimento da quimica de coordenacao
moderna. Por este motivo, proteinas e enzimas com propriedades
redox situam-se entre as mais amplamente estudadas e bem
caracterizadas pelos quimicos bioinorganicos (COWAN, 1993).

Existem dois tipos de metaloenzimas e proteinas com
propriedades redox, as que sao responsaveis pelo transporte de
elétrons, conduzindo-os entre um atomo doador e um &tomo
aceptor, e aquelas responsaveis pela catalise de reacdes redox
combinando uma funcéo de aceptor-doador de elétrons com uma
transformacao quimica global.

Nos casos de enzimas que catalisam reagfes de oxirreducao, o
cofator redox deve possuir, em pelo menos um estado de
oxidagdo, um sitio de coordenacao disponivel para a ligagdo com
o0 substrato. A estrutura eletrénica do cofator também promove a
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facil coordenagao ao substrato e a posterior liberagao do produto.
Frequentemente, este sitio de coordenacdo vago estad ocupado
por uma molécula de 4gua fracamente coordenada que pode ser
rapidamente substituida pelo substrato. Exemplos incluem os
sitios de cobre em um variado ndmero de oxidases ou redutases,
o centro heme alto spin penta coordenado na citocromo P-450, ou
o centro labil de ferro nos clusters de FesS4 na aconitase (COWAN,
1993).

Muitos dos centros redox comuns podem ser classificados de
acordo com seus potenciais de reducdo, uma vez que 0s potencias
de reducao relativos de uma série de enzimas redox serve para
definir a direc&o do fluxo de elétrons. A Tabela 2 lista os potenciais
de reducao de varios centros redox.

Tabela 2 Potenciais de redugdo para algumas enzimas e proteinas redox
selecionadas (COWAN, 1993).

Proteina Cofator Redox  E’ (mV vs. NHE)
Plastocianina Cu?+1+ 370
Citocromo ¢ Heme (Fe3*2*) 260
Azurina Cu?+1+ 250
Stelacianina Cu?+1+ 180
Citocromo b Heme (Fe3*2*) 60
Mioglobina Heme (Fe3"2%) 50
Citocromo c peroxidase Heme (Fe3*/2*) -194
Citocromo P-450 Heme (Fe3*2*) -300
Flavodoxina Flavina -420

Dessa forma, para o cobre, potenciais positivos indicam que o
estado reduzido do cofator € mais estavel, e assim o Cu?* ira retirar
elétrons de (ou oxidar) uma molécula de substrato. O contrario é
aplicado para o centro redox da flavina (COWAN, 1993).

1.3 PROTEINAS DE COBRE

Apesar do carater bioessencial do cobre ser conhecido ha muito
tempo (COMBA et al., 2012), sua relevancia biolégica s6 foi
esclarecida nas ultimas quatro décadas. Varias enzimas contém
fons de cobre e estdo envolvidas em diferentes processos nos
sistemas vivos. Devido a facil acessibilidade do par redox I/ll e a
sua biodisponibilidade, o cobre possui varias fun¢cfes na natureza,
a maioria envolvendo transferéncia de elétrons, ligagdo com Og,
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reducdo de NO2 e N0, e ativagdo de substratos (SOLOMON et
al., 2014). Inicialmente, os centros de cobre contidos nos sistemas
biolégicos foram separados em trés grupos, baseando-se em suas
caracteristicas espectroscopicas, sendo estes: tipo |, tipo Il e tipo
Il (KOVAL et al., 2006).

As enzimas de cobre do tipo I, também chamadas de enzimas
azuis de cobre, estdo presentes em proteinas que promovem
transferéncia de elétrons tais como a plastocianina e a azurina. As
enzimas do tipo | apresentam centros mononucleares de cobre(ll)
com geometria tetraédrica distorcida contendo uma ligacéo cobre-
cisteina (CisS—Cu(ll)) resultando num espectro eletrénico
caracteristico com um maximo em 600 nm (¢ > 2000 Mt cm?),
sendo este atribuido a uma transicéo de transferéncia de carga do
tipo S(cisteina) — Cu(ll). As enzimas de cobre do tipo Il, também
chamadas de enzimas normais de cobre, podem ser encontradas
em oxidases tal como a galactose oxidase e em oxigenases, tal
como a dopamina-g-monooxigenase. As enzimas do tipo Il
apresentam centros mononucleares de cobre(ll) e sao
caracterizadas por uma esfera de coordenagéo quadrado planar,
e em seu estado oxidado estas proteinas apresentam uma
coloracao azul pouco intensa, originada das transicées d-d do ion
cobre(ll). A hemocianina é uma proteina de cobre do tipo Ill, e as
enzimas tirosinase e catecol oxidase sdo classificadas como
enzimas de cobre do tipo Ill. Estas contém centros binucleares de
cobre acoplados em seus sitios ativos. Uma caracteristica das
proteinas com este sitio ativo € a sua habilidade de se ligar
reversivelmente a molécula de oxigénio em condi¢cées ambientes.
A hemocianina é uma proteina responsavel pelo transporte de
oxigénio em certos moluscos e artropodes, enquanto a tirosinase
e a catecol oxidase utilizam a molécula de oxigénio para realizar a
oxidagao de substratos fendlicos a catecdéis. H4 ainda centros de
cobre trinucleares, encontrados na enzima ascorbato oxidase e
classificados como tipo IV, os centros binucleares presentes na
N2O redutase e citocromo ¢ oxidase sao designados de Cua € ha
ainda os centros multinucleares designados de Cuz (KOVAL,
2006; GERDEMANN, 2002; KLABUNDE, 1998).

1.4 CATECOL OXIDASE

As catecol oxidases, também chamadas de o-difenol oxidases
ou polifenol oxidases, formam o terceiro membro do grupo
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conhecido como proteinas de cobre do tipo Ill. Estas enzimas tem
a capacidade de catalisar reacdes de oxidacdo envolvendo a
transferéncia de dois elétrons de uma ampla variedade de o-
difendis as respectivas o-quinonas, levando a reducédo do oxigénio
a agua (Esquema 1), num processo chamado de atividade de
catecolase. As quinonas resultantes altamente reativas sofrem
entdo auto polimerizagdo, formando um pigmento polifendélico
marrom (melanina) — um processo que supostamente serve para
proteger um tecido danificado de patégenos ou insetos (KOVAL,
2006; GERDEMANN, 2002; KLABUNDE, 1998).

Esquema 1 Oxidacao catalisada pela catecol oxidase (GERDEMANN, 2002).

OH O
2 ©i * 02—> 2@ +2H20
OH O

A primeira catecol oxidase foi isolada em 1937, sendo
posteriormente obtida e purificada a partir de uma variada gama
de vegetais e frutas — como por exemplo batata, espinafre, maca
e uva. As catecoéis oxidases estdo presentes em plantas, insetos e
crustaceos e suas principias fung¢des incluem a fotossintese, a
coloracdo de flores e a protecdo contra ataques patogénicos
(GERDEMANN, EICKEN, KREBS, 2002). A enzima tem uma
massa molar que varia de 38 a 45 kDa e possui uma forma
elipsoidal com dimensdes de 55 x 45 x 45 A, apresentando uma
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(ll)-
Cu(Il) e reduzida Cu(l)-Cu(l) (EICKEN, 1998; SOLOMON, 2014).
O centro catalitico binuclear de cobre encontra-se acomodado na
regido dominada por a-hélices e é circundado por algumas folhas
B curtas (GERDEMANN, EICKEN, KREBS, 2002). A Figura 2
mostra a representacdo da forma oxidada do sitio ativo da enzima.
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Figura 1 Representacdo esquemética da estrutura dimensional da catecol
oxidase, encontrada na batata doce Ipomoeas batatas. Os atomos de cobre
estdo mostrados em laranja, alfa hélices em azul, folhas beta em verde e
ligagbes dissulfeto em amarelo (GERDEMANN, EICKEN, KREBS, 2002).

Figura 2 Representacdo esquematica do sitio ativo da catecol oxidase da
Ipomoeas batatas em seu estado oxidado (SOLOMON et al., 2014). Em
laranja os atomos de cobre, em vermelho o atomo de oxigénio da ponte
exdgena p-hidroxo. A imagem mostra também os anéis dos residuos de
histidina presentes neste sitio ativo.

A enzima catecol oxidase em sua forma oxidada (met) apresenta
os atomos de cobre separados por uma distancia de 2,9 A. Cada
atomo de cobre do centro metdlico encontra-se coordenado por
trés nitrogénios histidinicos e por uma ponte p-hidroxido,
determinado pelo mapa de densidade eletrénica (Cua-O 1,9 A,
Cus-O 1,8 A). A esfera de coordenacéo de cada atomo de cobre
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pode ser descrita como piramide trigonal, onde os grupos His109
e His240 encontram-se na posi¢cao apical dos dois centros de
cobre, respectivamente (Figura 2). JA& em sua forma reduzida
(deoxi) esta distancia passa a ser de 4,4 A. Um fator que leva a
esse aumento na distancia entre os centros metalicos € a auséncia
de uma ponte entre os dois sitios de Cu(l). A esfera de
coordenacéo do centro de Cua passa a apresentar uma geometria
de piramide trigonal distorcida, estando este coordenado por trés
residuos de histidina e uma molécula de agua, enquanto o centro
de Cug passa a apresentar uma geometria quadrado planar, com
um sitio de coordenacéo livre, estando este coordenado por trés
residuos de histidina somente (KLABUNDE, 1998; KOVAL, 2006,
SOLOMON, 2014).

O ciclo catalitico da catecol oxidase ainda nao esta totalmente
elucidado. Em 1996 Solomon propd6s o mecanismo mais aceito
atualmente. Em sua proposta, Solomon indica que o substrato
coordena-se a enzima de forma bidentada, tanto na forma met
guanto na forma deoxi, formando durante o ciclo catalitico, duas
moléculas da respectiva quinona e agua.

A Figura 3 apresenta uma proposta mecanistica para a atividade
de catecolase em um trabalho de Gerdemann e colaboradores
(GERDEMANN, 2002), a qual, segundo os autores, foi baseada
nas propostas iniciais de Solomon e colaboradores. O mecanismo
inicia-se com a catecol oxidase em seu estado met ou oxi. O
substrato o-difenol liga-se ao estado met da catecol oxidase de
forma bidentada, seguido da reacdo de oxidacao, resultando no
produto o-quinona e na formacéo do estado reduzido (deoxi) da
enzima. O estado deoxi ao ligar-se com uma molécula de O, gera
um estado denominado oxi, o qual sofre um ataque de uma
segunda molécula de substrato. A oxidacdo desta segunda
molécula de o-difenol regenera a forma catalitica da enzima
(estado met) e o ciclo catalitico pode ser reiniciado
(GERDEMANN, 2002).
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Figura 3 Proposta mecanistica da reacdo de oxidacdo de o-difendis
promovida pela enzima catecol oxidase (GERDEMANN, 2002).
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Assim, com a determinacdo da estrutura de raio X da enzima
catecol oxidase isolada da batata doce em 1998, uma grande
variedade de compostos modelo de baixa massa molar tém sido
reportados, numa tentativa de se elucidar a geometria do sitio ativo
e as propriedades eletrbnicas da metaloenzima, bem como
mimetizar sua reatividade cataliica (GERDEMANN, 2002;
COMBA, 2012; PANDA, 2011).

1.5 COMPOSTOS MODELO PARA CATECOL OXIDASE

O desenvolvimento de andlogos sintéticos tem contribuido de
maneira notavel no entendimento das propriedades quimicas e
estruturais da enzima catecol oxidase. O principal interesse
encontra-se na investigacdo da atividade de catecolase de
complexos de coordenacdo de cobre com distintos parametros
estruturais e caracteristicas eletrdnicas em torno dos ions de
cobre. Nestes estudos, complexos de cobre mono ou binucleares
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sdo empregados, variando-se as propriedades de ligantes
guelatos, com respeito a arquitetura, ao nimero e a natureza do
atomo doador (THAN, 1999; FERNANDES, 2001; KOVAL, 2006;
BANU, 2008; PANDA, 2011; COMBA, 2012; MARION, 2012).

OISHI e colaboradores observaram que, geralmente, compostos
mononucleares de cobre(ll) quadrado-planares exibem pequena
atividade catalitica (OISHI, 1983), enquanto uma geometria nao
planar ao redor do centro metdlico para compostos mononucleares
de cobre(ll) é capaz de ativar estes complexos frente a reacao de
oxidacdo de catecois. A atividade catalitica de complexos
mononucleares pode ser adaptada ao se variar a geometria e 0s
efeitos estéricos ao redor do centro metalico (PANDA, 2011).

Embora alguns padrdes gerais referentes a estrutura e
reatividade tenham sido encontrados, a quimica de oxidacao de
complexos de cobre estruturalmente bem caracterizados ainda
nao esta bem esclarecida, principalmente com respeito aos
parametros que afetam a atividade de catecolase (THAN, 1999;
PANDA, 2011).

InUmeros mecanismos e investigacfes teoricas tém sido
reportados para diferentes modelos binucleares de catecol
oxidases, enquanto 0 mesmo para Seus equivalentes
mononucleares permanece escasso (PANDA, 2011). A Figura 4
apresenta exemplos de complexos modelo para a catecol oxidase,
como os complexos reportados por Panda e colaboradores (a), ao
apresentarem a sintese e investigacao catalitica frente a oxidacao
de catecdis de uma série de complexos contendo uma unidade
piridinica e uma unidade benzénica tri-substituida, com variacdes
em seus substituintes (PANDA, 2011). Outro exemplo é uma série
de complexos contendo anéis piridinicos, pirazolicos, benzénicos
e tiofeno apresentando atividade de catecolase reportados por
Marion e colaboradores (b) (MARION, 2012). Ainda, Westrup
reporta a sintese de um complexo mononuclear de cobre(ll) com
ligantes triaminicos ciclicos, que apresentou atividade de
catecolase (c) (WESTRUP, 2011).
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Figura 4 Complexos mononucleares de cobre reportados por (a) Panda e
colaboradores, (b) Marion e colaboradores e (c) Westrup (PANDA, 2011;
MARION, 2012; WESTRUP, 2011).
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Dentre a vasta gama de ligantes reportados na literatura, ligantes
tripodais tém sido amplamente estudados devido a sua facilidade
de preparacdo e previsiveis mudancas nas propriedades dos
complexos metalicos conforme variagdes nas estruturas dos
ligantes sdo aplicadas (MALACHOWSKI et al., 1995).

Assim, é objetivo deste trabalho a sintese de complexos
mononucleares de cobre(ll), modelos para catecol oxidase.
Pretende-se avaliar o efeito do uso de ligantes tripodais com
substituintes  elétron-doadores e  elétron-retiradores  nas
propriedades fisico-quimicas e espectroscépicas, bem como na
reatividade dos complexos sintetizados.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

e Sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade de
catecolase de novos complexos de cobre(ll) com
diferentes ligantes Tripodais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar, purificar e caracterizar via espectroscopia
no IV e de RMN 'H os ligantes 2-((2-hidroxibenzil)(2-
piridiimetil)amina, 2-((2-hidroxi-5-metilbenzil)(2-piridil
metillamina e  2-((2-hidréxi-5-bromobenzil)(2-piridil
metil)amina, Hbpaa-H, Hbpaa-CHs; e Hbpaa-Br,
respectivamente;

e Sintetizar e caracterizar por analises espectroscépicas
(IV, UV-Vis e raios X), eletroquimicas (voltametria ciclica,
voltametria de onda quadrada), titulagdo potenciométrica
e por espectrometria de massa os complexos de cobre(ll)
com os ligantes Hbpaa-H, Hbpaa-CHs e Hbpaa-Br;

¢ Realizar estudos cinéticos de atividade de catecolase
dos complexos citados frente ao substrato modelo para
reacOes de oxidacdo de catecois 3,5-di-terc-butilcatecol
(3,5-DTBC).
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos de fontes
comerciais e empregados sem purificagdo ou tratamento:
acetonitrila UV/HPLC e LC/MS, metanol UV/HPLC e LC/MS,
diclorometano UV/HPLC (Tedia), 2-hidroxi-5-bromobenzaldeido,
2-hidroxi-5-metilbenzaldeido, acetona, acetonitrila p.a., etanol
p.a., diclorometano p.a., perclorato de cobre(ll), 2-cloroacetamida,
cloreto de cobre(ll) di-hidratado, metanol p.a., acetato de etila,
tolueno, isopropanol, sulfato de sédio anidro (Aldrich), gas argbnio
(grau analitico 5.0), gas O; (grau analitico 2.8), bicarbonato de
sédio (Vetec), cloroférmio, cloroférmio deuterado 99%+,
dimetilsulfoxido deuterado, ferroceno e borohidreto de sdédio
(Aldrich). Os reagentes trietilamina, 2-(aminometil)piridina e o 2-
hidroxibenzaldeido foram destilados para uso e o 2-hidroxi-5-
metilbenzaldeido foi purificado através de cromatografia de
adsorcao (tamanho da coluna: 1 m; fase estacionaria: silica 70/230
mesh; eluente: CHxCly).

3.2 METODOS DE CARACTERIZACAO
3.2.1 Espectroscopia naregido do infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram coletados num
espectrofotdbmetro Perkin Elmer Spectrum 100 FT-IR na regido de
4000 a 400 cm™, no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia,
Departamento de Quimica — UFSC. As amostras foram
preparadas por dispersdo da amostra em KBr de grau
espectroscopico e prensadas (~9 toneladas), formando pastilhas
com cerca de 1 cm de didmetro e 0,5 mm de espessura. Estas
pastilhas foram introduzidas no caminho éptico do equipamento
para leitura do percentual de transmitancia (%T).

3.2.2 Espectroscopia naregiéo do ultravioleta visivel (UV-
Vis)

Os espectros eletrbnicos na regido do ultravioleta, visivel e
infravermelho préximo foram obtidos em um espectrofotémetro
Perkin-EImer modelo Lambda-750, no Laboratério de
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Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC.
As analises em solucdo foram realizadas utilizando-se solventes
de grau espectroscopico e cubetas de quartzo com capacidade
para 1 mL e 1 cm de caminho 6ptico. Experimentos no estado
sélido (refletdncia difusa) foram realizados no mesmo
equipamento (através de médulo acoplavel) onde as amostras
foram dispersas em pastilha de KBr espectroscépico.

3.2.3 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio — RMN
H

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

3.2.4 Espectrometria de massas

Os compostos sintetizados (ligantes e complexos) foram
estudados via espectrometria de massa com ionizagdo via
eletrospray (ESI-MS). Os espectros foram medidos pelas técnicas
Elis Rosa e Martina, sendo obtidos no equipamento Amazon - lon
Trap MS do Centro de Biologia Molecular Estrutural — UFSC.

A analise foi realizada a partir das solucbes dos ligantes e
complexos em CH3CN 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.

3.2.5 Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por
voltametria ciclica e de onda quadrada em um
potenciostato/galvanostato modelo BAS Epsilon no Laboratério de
Boinorgéanica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC.
Os experimentos foram realizados em MeOH/H.O (1:1), com
[C]=3,5x10 mol.L?, sob atmosfera de argénio. Foi utilizado como
eletrélito suporte, LiClO4 (0,05 mol.LY) em pH 8,5 (Tampdo TRIS
0,5 mol.L'Y) e uma célula eletrolitica contendo um eletrodo de
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referéncia comercial de Ag/AgCl (BASI), um eletrodo de trabalho
de carbono vitreo e um eletrodo auxiliar de platina.

3.2.6 Titulacdo Potenciométrica

Os estudos de equilibrio em solucdo foram realizados no
Laboratoério de Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de
Quimica — UFSC, utilizando um titulador automatizado Metrohm,
modelo Titrino Plus 848, acoplado e 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 titulagéo
potenciométrica de um volume conhecido a partir de uma solucéo
padrdo de HCI 0,010169 mol.L?, solucdo padrdo de KOH
0,097056 mol.L* e forca idnica ajustada com KCI 0,1 mol.L™* em
MeOH/H,O 50:50 v/iv em uma célula termostatizada a
25,00+0,05°C. O pKw da solugdo MeOH/H,0 50:50 v/v contendo
0,1 mol.L* de KCI utilizado para os célculos foi 14,30 (previamente
refinado) (COTISEL et al., 1999). As medidas foram realizadas em
uma célula termostatizada a 25,00 + 0,05 °C contendo uma
solucdo do complexo (0,025 — 0,03 mmol) em 50 mL de solucdo
MeOH/H.0 (50:50 v/v) e forca ibnica ajustada para 0,1 mol.L"* com
KCI, sob fluxo de argbnio para eliminar a presenca de CO;
atmosférico. As solucbes de complexos tiveram o pH ajustado
para proximo de 3,0 pela adicdo de 40 - 50 pyL de HCI 0,1 mol.L%,
resultando em um volume final de 50,04 — 50,05 mL, e foram
tituladas com uma solucédo padrdo de KOH 0,097056 mol.L* com
a adicao de 0,03 mL até pH = 12,0. As titulac6es foram realizadas
em duplicata e os valores apresentados referem-se & média dos
dois experimentos. As constantes de equilibrio foram calculadas
com o programa BEST7 (MARTELL, 1992) e os diagramas de
distribuicdo das espécies presentes em solucao em funcao do pH
foram obtidos com o programa SPECIES.

3.2.7 Difratometria de raios X

A andlise por difracdo de raios X em monocristal do complexo 1
foi realizada na Central de Analises do Departamento de Quimica
— UFSC. Os dados foram coletados em um difratdmetro Bruker
APEX Il DUO usando radiagdo gerada por um tubo de molibdénio
(MoKa A =0,71073 A) e monocromador de grafite, em temperatura
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de 173,11 K. A estrutura cristalina foi resolvida através dos
métodos diretos e parcialmente refinada pelo método dos minimos
guadrados com matriz completa, utilizando-se os programas SIR-
97 (ALTOMARE et al., 1999) e SHELXL-97 (SHELDRICK, 1997)
respectivamente. Também foi utilizada a correcdo SQUEEZE
devido a presenca de uma molécula de solvente altamente
desordenada na célula unitaria. A representacdo grafica da
estrutura molecular foi gerada utilizando o programa Mercury
(MACRAE et al., 2006).

3.2.8 Condutividade molar

As medidas condutivimétricas dos complexos 1 a 3 foram
realizadas no aparelho Metrohm 856, do Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC.
Os complexos foram dissolvidos em CH3CN com concentracdo
1 x 10 mol.L. O aparelho foi calibrado com uma solugdo padrédo
de KCI 0,1 mol.L* cuja condutividade é de 100 uS/cm em agua a
25°C.

3.2.9 Testes Cinéticos

A atividade catalitica dos complexos foi avaliada através da
reacdo de oxidacdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-
DTBC). Os experimentos cinéticos foram realizados em duplicata
sob condicbes de excesso de substrato monitorando-se
espectrofotometricamente, em um espectrometro UV-Vis Varian
Cary 50 BIO acoplado a um banho termostatizado, a variagdo de
absorvancia ocorrida em 400 nm (¢ = 1645 L.mol*.cm™), devido a
formacdo da 3,5-di-terc-butilquinona (3,5-DTBQ). As reacdes
foram monitoradas até de 2 a 5 % de conversdo de substrato a
produto e os dados foram tratados pelo método das velocidades
iniciais, que foram obtidas diretamente do grafico da concentracéo
de substrato versus o tempo.

Os estudos em funcao do pH para a atividade de catecolase dos
complexos 1, 2, e 3, 0s quais visam a obtenc¢do do pH 6timo de
atividade frente a oxidacdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol,
foram realizados pela variacdo da concentracdo de substrato em
uma faixa de pH entre 5,5 e 9,0 a 25°C.

Utilizaram-se cubetas de vidro 6ptico com capacidade para
4000 pL e caminho 6ptico de 1 cm, fechadas com tampa de teflon,
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nas quais foram adicionados 50 pL de solugdo aquosa
([Tfina = 2,94 x 102 mol.L ') dos tampdes: (MES pH 5,5 a 6,5 e
TRIS pH 7,0 a 9,0), 1550 a 1300 pL de metanol saturado com
oxigénio e 50 a 300 pL de uma solugcdo metandlica do substrato
([Slfinal = 5,88x10 - 7,06x10-° mol.L1). A reacéo foi iniciada com a
adicdo de 50 pL de uma solucdo metandlica do complexo
([Cfinat = 2,94 x 10° mol.L ') e monitorada durante 10 minutos. Em
todos os experimentos, o volume final da mistura reacional na
cubeta foi de 1,7 mL. Corre¢cbes da oxidacdo espontdnea do
substrato 3,5 — DTBC foram realizadas sob condi¢es idénticas,
sem a adicdo do complexo. As velocidades iniciais foram obtidas
da inclinagdo da curva da absorvancia versus o tempo nos
primeiros minutos da reacao, pelo método das velocidades iniciais.

A formacéo de peréxido de hidrogénio nas reacfes de oxidacdo
do 3,5-DTBC catalisadas pelos complexos 1, 2 e 3 foi detectada
por uma modificacdo do método da iodometria (NEVES, 2002).
Uma mistura reacional foi preparada da mesma forma que nos
experimentos cinéticos, ou seja: concentracdo de complexo
[Cliina = 2,94 x 10° mol-L%, pH = 8,5 e concentragdo de substrato
[Sfinat = 5,88 x 10 mol-L 1. Apés uma hora de reacéo, igual volume
de agua foi adicionado e a quinona foi extraida com diclorometano.
A camada aquosa foi acidificada com acido sulflrico
([acido] = 5 x 10 mol-L*) a pH = 2, para interromper a reacéo de
oxidagcdo e 1 mL de solucdo aquosa de iodeto de potassio
([iodeto] = 0,3 mol-L1) foram adicionados.

Na presenca de peréxido de hidrogénio ocorre a seguinte
reacao:

H202 + 21" + 2H*— 2 H,O + I, Q)

e em excesso de iodeto ocorre a formacgéao do ion tri-iodeto,
|2(aq) + - l3 (2)
Esta reacdo geralmente é lenta, mas em meio acido torna-se
praticamente instantanea. A formacao do Iz pode ser monitorada

espectrofotometricamente devido ao surgimento de uma banda
caracteristica em 353 nm (e = 26000 L-molt.cm?).
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3.3 SINTESES
3.3.1 Sinteses dos pro-ligantes

As sinteses dos pro-ligantes seguem resumidas no Esquema 2.

Esquema 2 Representagdo esquemética das sinteses dos pro-ligantes
realizadas neste trabalho.

OH OH
R
NaBH,
= N — 3 NH
N
N N
| X X
R= H, CHa, a = CH3OH, i = 0°C F F

R = Br, b = Tolueno, ii = refluxo ~1hr

_/
3
:

3.3.1.1 Sintese do N-(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina —
Hbpa

O Hbpa foi sintetizado através do procedimento descrito na
literatura (NEVES et al., 1992).

OH OH
OH
| N CH,OH NaBH,
G NH o 0°c |
/ N NH
N N
| X ’ X
/ /

A uma solugé@o metandlica de 3,16 mL de 2-hidroxibenzaldeido
(30 mmol; 122,12 g.mol?; 1,16 g.mL?) adicionaram-se, sob
agitacdo magnética e banho de gelo, 3,12 mL de 2-
(aminometil)piridina (30 mmol; 108,14 g.molt; 1,04 g.mL7?).
Deixou-se a mistura reacional sob agitacdo a temperatura
ambiente por mais 60 minutos e, em seguida, adicionaram-se
1,14 g de borohidreto de sddio, em pequenas porgdes. Deixou-se
reagir por mais uma hora e entdo ajustou-se o pH, com HCI
(2,0 mol.L?), para 6,0. O solvente foi retirado no rotaevaporador e
ao Oleo restante adicionou-se 80 mL de cloroférmio. Esta solucéo
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foi lavada por oito vezes (8X50 mL) com uma solucdo saturada de
bicarbonato de sddio. A fase orgénica foi seca com sulfato de
sodio anidro, filtrada e o solvente foi retirado no rotaevaporador. O
Oleo castanho restante foi transferido para um béquer e deixado
em dessecador com silica sob vacuo, onde com a perda do
solvente o produto se solidifica. O sélido branco foi lavado com
isopropanol gelado e filtrado sob vacuo, obtendo-se no total 4,5 g
de Hbpa (20 mmol; 214,27 g.molt), com rendimento de 70% em
relacdo ao 2-hidroxibenzaldeido. O Hbpa foi caracterizado por IV
(Figura 5) e RMN *H (Figura 6).

IV (KBr) em cm™: v (O-H) 3445; v (N-H) 3260; v (C-Har € C-Haif)
3046-2857; v (C=N e C=C) 1596-1429; v (C-O) 1258; & (C-Har) 758.

Figura 5 Espectro no IV do Hbpa em pastilha de KBr.
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RMN *H, 81 (200 MHz; CDCls), em ppm: 3,91 (s, 2HcHz); 4,00 (s,
2Hch2); 6,74 — 6,88 (M, 2Har); 6,95 — 6,99 (M, 1Ha); 7,13 - 7,23 (m,
3Har); 7,61 — 7,69 (dt, 1Har); 8,57 — 8,60 (d, 1Hyy).
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Figura 6 Espectro de RMN *H do Hbpa em CDCIz (200 MHz).
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3.3.1.2 Sintese do N-(2-hidroxi-5-metilbenzil)(2-
piridilmetil)amina — Hbpa-CHs

O ligante Hbpa-CHjs foi sintetizado conforme descrito na literatura
(PERALTA et al., 2010).

x o HqC HaC
| CHgOH |
¥
= NH, P >
HaC

OH OH

NaBH,
0°C N ———— NH
N
3 N N
| AN | N
7 Z

A uma solucdo metandlica contendo 4,08 g de 2-hidroxi-5-
metilbenzaldeido (30 mmol; 136,12 g.mol*!) adicionaram-se, sob
agitacdo magnética e banho de gelo 324 g de
2-(aminometil)piridina (30 mmol; 108,14 g.mol?%; 1,049 g.mL™). A
reacdo foi mantida sob agitacdo magnética por trés horas e, a
seguir, adicionaram-se 1,14 g de borohidreto de sddio (30 mmol;
37,82 g.mol*) em pequenas por¢ées por uma hora. O pH foi entdo
ajustado para 6 com uma solugdo aquosa de HCI (3,5 mol.L!) e o
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solvente foi evaporado a pressao reduzida e ao 6leo restante
adicionou-se 25 mL de CH:Cl,. Esta solucéo foi lavada por oito
vezes (8X40 mL) com uma solucdo saturada de bicarbonato de
sédio. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada
e o solvente foi retirado no rotaevaporador. Formou-se um 6leo
denso levemente amarelado com rendimento de 74% em relacao
ao 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido. O Hbpa-CHs foi caracterizado por
IV (Figura 7) e RMN H (Figura 8).

IV (KBr) em cm™: v (N-H) 3445; v (C-Ha e C-Hair) 3090-2813; v
(C=Ne C=C) 1595-1429; v (C-0O) 1254; v (C-N) 1146; § (C-Har) 770.

Figura 7 Espectro no IV do Hbpa-CHz em pastilha de KBr.
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RMN *H, &4 (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,24 (s, 3Hcns); 3,91 (s,
2Hch2); 3,96 (s, 2HchH2); 6,76 (d, 2H4); 6,95 — 7,01 (d, 1Ha); 7,16 —
7,24 (dd, 2H4); 7,27 (s, CDCls); 7,62 — 7,79 (dt, 1H4); 8,58 (d,
1Hp).



44

Figura 8 Espectro de RMN *H do Hbpa-CHz em CDCls (200 MHz).
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3.3.1.3 Sintese do N-(2-hidréxi-5-bromobenzil)(2-
piridilmetil)amina — Hbpa-Br

O ligante Hbpa-Br foi sintetizado conforme descrito na literatura

(PERALTA et al., 2010).
b /@i e | _nasre Er/CQ
| = NH, N /o refluxo ~1hr ) NH
N ‘ ' N\
~ P

Em um baldo de 125 mL contendo 50 mL de tolueno, foram
adicionados 2,01 g de  2-hidréxi-5-bromobenzaldeido
(10 mmol; 201,07 g.mol?) seguidos de 1,084 g de
2-(aminometil)piridina (10 mmol; 108,14 g.mol; 1,049 g.mL™), sob
agitacao magnética, obtendo-se uma solugao amarela. Ao sistema
foi acoplado um Dean-Stark e a solucdo foi refluxada por uma
hora. Apds esse periodo deixou-se a solugdo resfriar até atingir a
temperatura ambiente e adicionou-se lentamente 0,37 g de

OH
N
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borohidreto de sédio (10 mmol; 37,38 g.mol?) e deixou-se a
solucdo em agitacdo overnight. Apds ajustou-se o pH entre 6 e 7
pela adigdo de uma solugdo aquosa de HCI 3mol.L 1. Retirou-se o
solvente em rotaevaporador e adicionou-se ao 6leo castanho
restante 40 mL de CH2Cl». A solucgéo foi lavada 4 vezes (4X30 mL)
com uma solucdo aquosa saturada de bicarbonato de sodio e a
fase organica foi seca com sulfato de s6dio anidro. Apds o solvente
foi retirado em rotaevaporador. Foram obtidos 2,90 g de Hbpa-Br
(9,8 mmol; 293,16 g.molt) como um 6leo amarelo e rendimento
quantitativo. O Hbpa-Br foi caracterizado por IV (Figura 9) e
RMN *H (Figura 10).

IV (KBr) em cm™: v (O-H) 3418; v (N-H) 3286; v (C-Har € C-Haif)
3062-2843; v (C=N e C=C) 1593-1477; § (O-H) 1381, v (C-O) 1265;
v (C-N) 1173; & (C-Har) 756.

Figura 9 Espectro no 1V do Hbpa-Br em pastilha de KBr.
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Figura 10 Espectro de RMN 'H do Hbpa-Br em CDClz (200 MHz).

CH,Cl,
. L
—~ ~ — —
1.00 1.08 3.950.950.99 2.082.14
U ] L ] Il Il
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
8n (ppm)

3.3.2 Sinteses dos Ligantes

As sinteses dos ligantes estdo apresentadas no Esquema 3. As
caracterizacbes de RMN de 'H e infravermelho serdo discutidas
na sec¢do 4.1 deste trabalho.

Esquema 3 Representacdo esquematica das sinteses dos ligantes realizadas
neste trabalho.

R / ‘
R f X
+ m\)J\ EtsN/CH,Cl, N
NH —_—
NH, 50°C N
N
X
OH
(o) NH

R=H, CHj, Br
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3.3.21 Sintese do 2-((2-hidréxibenzil)(2-
piridilmetil)amino)acetamida — Hbpaa-H

OH

/ ‘
\N
NH; Et;N
NH O+ C'/\[( Ch,Cl
2Cl2 N
N o T~45°C
OH

| [¢) NH,

=z

AN

Em um baldo de 125 mL adicionou-se 0,43g de Hbpa (2 mmol;
214,27 g.mol*') sendo o mesmo dissolvido em 50 mL de CHCl..
Apds, adicionaram-se a solucéo 2,23 mL de trietilamina (16 mmol;
101,18 g.mol?; 0,726 g.mL?), e logo em seguida 0,75 g de
2-cloroacetamida (8 mmol; 93, 51 g.mol?). O sistema foi entédo
mantido sob refluxo a uma temperatura de aproximadamente
45°C, por 6 dias. A seguir o solvente foi retirado em
rotaevaporador. Ao 6leo castanho denso restante adicionaram-se
40 mL de CHCI; e a solucgédo foi lavada 7 vezes (7X30 mL) com
uma solugédo aquosa saturada de bicarbonato de sédio. A fase
organica foi separada e seca com sulfato de sodio anidro e o
solvente foi retirado em rotaevaporador. O sélido laranja formado
foi entao filtrado a vacuo e lavado com CHCI; gelado, obtendo-se
0,299 de produto sélido de cor branca com rendimento de 54%
em relacdo ao Hbpa. Hbpaa-H (1,07 mmol; 271,31 g.mol?). P.F.:
152 — 154°C. O composto Hbpaa-H foi caracterizado por IV (Figura
11) e por RMN *H (Figura 12).

IV (KBr) em cm™: v (O-Hrenol) 3263; v (N — Hamiga) 3126-3225; v (C-
Har € C-Haif) 3090-2820; v (C=0) 1696; v (C=N e C=C) 1597-1417;
v (C-0) 1256; v (C-N) 1117; 8 (C-Hay) 776.
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Figura 11 Espectro no IV do ligante Hbpaa-H em pastilha de KBr.
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7,41 (s, NHy); 7,71 — 7,79 (td, 1Ha); 8,55 — 8,68 (d, 1Hpy); 10,81
(s, OH).

Figura 12 Espectro de RMN *H do ligante Hbpaa-H em CDCIz (200 MHz).
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3.3.2.2 Sintese do 2-((2-hidroxi-5-metilbenzil)(2-
piridilmetil)amino)acetamida — Hbpaa-CHz

OH
=4 ’
o g
C'\)L 6 EtzN/CH,Cl, N
+
[EE—— .
NH NH, N
OH ;\
o NH,

50°C

N

X

F

Em um baldo de 250 mL contendo 3,43 g de Hbpa-CHs (15 mmol;
228,3 g.mol') adicionaram-se 70 mL de CH:Cl,, seguido de
12,5 mL de trietilamina (90 mmol; 101,18 g.mol?; 0,726 g.mL?),
sob argdnio. Apds, adicionou-se 4,21 g de 2-cloroacetamida
(45 mmol; 93, 51g.mol?) e o sistema foi refluxado. Apds 4 dias o
sistema foi retirado do refluxo e o solvente foi retirado em
rotaevaporador. Ao 6leo castanho restante adicionaram-se 40 mL
de CHCl; e a solucéo foi lavada 6 vezes (6X45 mL) com uma
solucéo aquosa saturada de bicarbonato de sédio. A fase organica
foi ent@o seca com sulfato de sodio anidro e o solvente foi retirado
em rotaevaporador. Ao sélido laranja formado adicionou-se 10 mL
de éter e 20 mL de CH-Cl,, havendo a formacao de um precipitado
branco. O mesmo foi filtrado a vacuo, sendo lavado com éter
gelado. Obtiveram-se 2,86 g de produto sélido de cor branca com
rendimento de 67% em relacdo ao Hbpa-CHs. Hbpaa-CHsz
(10 mmol; 285,34 g.mol'). P.F.: 161 — 163°C. O composto
Hbpaa-CHj foi caracterizado por IV (Figura 13) e RMN H (Figura
14).

IV (KBr) em cm™: v (O-Htenol) 3261; v (N — Hamida) 3121-3210; v (C-
Har € C-Hajir) 3019-2826; v (C=0) 1700; v (C=N e C=C) 1595-1422;
6 (O-H) 1364; v (C-0) 1256; v (C-N) 1156; 6 (C-Har) 773-821.
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Figura 13 Espectro de IV do ligante Hbpaa-CHs em pastilha de KBr.
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10,57 (s, OH).
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Figura 14 Espectro de RMN 'H do Hbpaa-CHs em CDCls (200 MHz).
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3.3.23 Sintese do 2-((2-hidréxi-5-bromobenzil)(2-
piridilmetil)Jamino)acetamida — Hbpaa-Br
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Em um baldo de 125 mL contendo 1,47 g de Hbpa-Br (5 mmol;
293 g.mol?) adicionou-se 45 mL de CH.Cl, e em seguida
adicionaram-se 4,05 g de trietilamina (40 mmol; 101,18 g.mol*;
0,726 g.mL1). Ap6s adicionaram-se 1,87 g de 2-cloroacetamida
(20 mmol; 93,51 g.mol?) e o sistema foi mantido sob refluxo. Apés
7 dias o sistema foi retirado do refluxo e o solvente foi removido
em rotaevaporador. Ao 6leo castanho restante adicionaram-se
40 mL de CHCl; e a solucao foi lavada 5 vezes (5X45 mL) com
uma solugcdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio. A fase
organica foi entdo seca com sulfato de sédio anidro e o solvente



52

foi retirado em rotaevaporador. Ao sélido laranja formado
adicionaram-se 10 mL de acetato de etila gelado, houve a
precipitacdo de um solido branco, sendo o mesmo filtrado a vacuo
em funil de placa porosa. Obteve-se 0,84 g de produto sdlido de
cor branca com rendimento de 48% em relacdo ao Hbpa-Br.
Hbpaa-Br (2,4 mmol; 350,21 g.mol?). P.F.: 169 — 171°C. O
composto Hbpaa-Br foi caracterizado por IV (Figura 15) e RMN *H
(Figurals).

IV (KBr) em cm™: v (O-H) 3396; v (N-H) 3221-3177; v (C-Har € C-
Hair) 3086-2828; v (C=0) 1687; v (C=N e C=C) 1598-1483; § (O-H)
1373; v (C-0) 1228; v (C-N) 1148; § (C-Hay) 770.

Figura 15 Espectro de IV do Hbpaa-Br em pastilha de KBr.
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Figura 16 Espectro de RMN 'H do Hbpaa-Br em DMSO-ds (200 MHz).
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3.3.3 Sinteses dos complexos

3.3.3.1 Sintese do cloreto de (2-((2-hidroxi-5-metilbenzil)(2-
piridilmetil)amino)acetamida)cobre(ll) — 1
HsC *‘+

\
N .
N 4 cucl2H,0 MeOHfisopropanol
N;\ 55°C /_\_<
NH, \N/ \
\ %

Em um béquer contendo 0,057 g de Hbpaa-CHs (0,2 mmol;
285,34 g.mol-1) adicionou-se uma mistura (1:1) de 2 mL de
isopropanol e 2 mL de metanol sob agitacdo e aquecimento. Apés
adicionou-se ao béquer uma solugdo de 2 mL de isopropanol e
2 mL de metanol (1:1) contendo 0,034g de CuCl,.2H,0 (0,2mmol;
170,48 g.mol?). A solucdo de metal foi adicionada gota-a-gota. A
solucao do complexo adquiriu uma coloracéo verde azulada e foi
mantida sob aquecimento e agitacao por 20 min. Apés 10 dias
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houve a formacédo de cristais verdes. Foram obtidos 0,052 g do
complexo 1 (0,12 mmol; 420,8 g.mol!) com rendimento de 62 %.

IV (KBr) em cm: v (O-H) 3339; v (N-Hamiga) 3265-3177; v (C-Har €
C-Haif) 2956-2778; v (C=0) 1667; v (C=N e C=C) 1509-1429;
8 (O-H) 1328; v (C-0) 1216; & (C-Ha) 770.

Figura 17 Espectro de IV do complexo 1 em pastilha de KBr.
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Em um béquer de 25 mL contendo uma solucdo aquosa de
0,0341g CuCl,.2H20 (0,2 mmol; 170,48 g.mol?) adicionou-se uma
solucdo metandlica contendo 0,0542g de Hbpaa-H (0,2mmol;
271,31 g.mol') sob agitacdo e aquecimento brando. A solugéo
adquiriu uma coloracdo verde. A solucdo permaneceu sob
agitacdo e aquecimento por 15 min., sendo entéo filtrada por
gravidade para um béquer de 10 mL. Apdés 10 dias houve
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a formacéo de 0,07 g de um po cristalino verde com rendimento
de 86% em relacdo ao ligante Hbpaa-H. Complexo 2 (0,17 mmol,
405,77 g.mol?).

IV (KBr) em cm™: v (O-H) 3418; v (C-Har € C-Haji) 2966-2856; v
(C=0) 1655; v (C=N e C=C) 1463-1418; § (O-H) 1335; v (C-N)
1106; & (C-Har) 770.

Figura 18 Espectro de IV do complexo 2 em pastilha de KBr.
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3.3.3.3 Sintese do complexo cloreto de (2-((2-hidroxi-5-
bromobenzil)(2-piridilmetil)amino)acetamida)cobre(ll) — 3

B +
r
Br = |
NS .
N + CuClp.2H,0 MeOHy/isopropanol
N
OH ;\
O

70°C NH
oH NH2
B

TN
NH, N ‘ 0
/Cu\
i SN Cl
¥

Em um béquer de 25 mL contendo uma solucdo metandlica de
0,070 g de Hbpaa-Br (0,2 mmol; 350,21 g.mol?) adicionou-se,
gota-a-gota, uma solu¢do metandlica contendo 0,034 g de
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CuCl,.2H20. Apls adicionou-se o equivalente de isopropanol
(MeOHy/Isopropanol 1:1) e a solucdo ficou sob agitacdo e
aguecimento por 30 minutos, entéo a solucdo verde foi filtrada por
gravidade. Apés 6 dias houve a formacgéo de cristais verdes com
rendimento quantitativo. Complexo 3 (0,2 mmol; 449,21 g.mol?).

IV (KBr) em cm: v (O-H) 3347; v (N-Hamiga) 3260-3176; v (C-Har €
C-Haif) 2963-2606; v (C=0) 1663; v (C=N e C=C) 1494-1430; 6 (O-
H) 1326; v (C-0O) 1271; v (C-N) 1113; § (C-Har) 855 — 766

Figura 19 Espectro de IV do complexo 3 em pastilha de KBr,
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACOES DOS LIGANTES

Na realizacdo deste trabalho foram sintetizados trés ligantes
tripodais inéditos: Hbpaa-H, Hbpaa-CHs; e Hbpaa-Br. As rotas
sintéticas apresentam-se descritas na se¢ao 3.3.1. Os trés ligantes
apresentaram grau de pureza adequado para a utilizacao destes
nas sinteses inorganicas e foram caracterizados por
espectroscopia no infravermelho e ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio.

4.1.1. Espectroscopia no Infravermelho — IV

Todos os ligantes foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho e as principais bandas foram atribuidas por
semelhanca, de modo a serem utilizadas para acompanhar a
formacdo dos compostos em cada etapa da reacdo. A Tabela 3
apresenta as principais bandas e atribuicbes para os ligantes
Hbpaa-H, Hbpaa-CHs, Hbpaa-Br

Tabela 3 Principais bandas e atribui¢cdes dos espectros no infravermelho para
os compostos Hbpaa-H, Hbpaa-CHs e Hbpaa-Br (SILVERSTEIN, WEBSTER,
2000).

Atribuicbes, Hbpaa-H Hbpaa-CHs; Hbpaa-Br
cm?
v (O-Hrenol) 3263 3261 3396

v (N-Hamida) 3126-3225 3121-3210 3177-3221
v (C-Har € C- 3090-2820 3019-2826 3086-2828

Haiir)
v (C=0) 1696 1700 1687
v(C=Ne 1597-1417 1595-1422 1598-1483
C=C)
8 (O-H)tenol 1369 1364 1373
vV (C-O)tenol 1256 1256 1228
v (C-N) 1117 1156 1148
8 (C-Har) 776 773-821 770

A Tabela 3 mostra as bandas referentes aos estiramentos e
deformacdes angulares das ligacdes C=C, C-O e C-H dos fendis
e C=N, C=C e C-H das piridinas, bem como o estiramento da
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ligacdo C=0 das amidas. Estas encontram-se na mesma regiao
do espectro no infravermelho para os ligantes Hbpaa-H e Hbpaa-
CHzs, havendo um deslocamento para regiées de maior frequéncia
da banda de O-H do fenol para o ligante Hbpaa-Br. Esta
apresenta-se como uma banda estreita, e indica a presenca de
ligagbes O-H livres (SILVERSTEIN, WEBSTER, 2000). Para os
ligantes Hbpaa-H e Hbpaa-CHsz; as bandas de estiramento da
ligagdo O-H encontram-se deslocadas para regides de menor
frequéncia devido as ligacdes de hidrogénio entre o atomo de
hidrogénio do fenol e o atomo de oxigénio da carbonila. Estes
dados sao concordantes com os da literatura (PAVIA, 2009).

4.1.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio — RMN *H

Todos os ligantes foram caracterizados por ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio. A Tabela 4 apresenta os valores
de deslocamento quimico (64 em ppm), 0 nimero de atomos de
hidrogénio correspondentes e as atribuicdes dos sinais para 0s
ligantes Hbpaa-H, Hbpaa-CHs; e Hbpaa-Br (SILVERSTEIN,
WEBSTER, 2000).

Tabela 4 Deslocamentos quimicos, em ppm, observados nos espectros de
RMN *H para os compostos Hbpaa-H, Hbpaa-CHs e Hbpaa-Br.

Atribuicbes Hbpaa-H Hbpaa-CHj; Hbpaa-Br
CHs - 2,25(s, 3H) -
Ar-CHz-N 3,70(s?%, 2H) 3,66(s, 2H) 3,65(s, 2H)
3,99(s, 2H) 3,98(s, 2H) 3,74(s, 2H)
R-CHa-N 3,25(s, 2H) 3,25(s, 2H) 3,10(s, 2H)
C-Har 6,75- 6,79(d®, 2H) 6,71-
6,79(t°d,1H) 6.99(td, 1H) 6,75(d,1H)
6,89- 7,23-
6,93(dd, 1H) 7,23(3, 1H) 7 38(md 5H)
7,29-
7,01- ’ 7,53(s,1H)
7,05(dd,1H) 7,33(dd,1H)
7,44(s, NHy) (06
7,17-7,33(m,3H) A 7,82(td,1H)

7,41(s, NH2)
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7,71-7,79(td,1H) 7,72- 8,50-
8 55- 7,79(td,1H) 8,52(d,1H)
8,68(d,1Hpy) 8,65- 10,50(0H)
10,81(OH) 8,68(d,Hpy)
10,57(OH)

as —singleto t - tripleto
bd — dubleto dm — multipleto

Para todos ligantes, a presenca de um singleto entre 3,10 e 3,25
ppm nos espectros de RMN *H, relativos aos dois hidrogénios do
metileno da amida, ausentes nos espectros dos pro-ligantes,
indicam a formacé&o dos ligantes finais Hbpaa-H, Hbpaa-CHs e
Hbpaa-Br.

4.2. CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS
4.2.1. Espectroscopia no infravermelho - IV

A espectroscopia no IV é geralmente utilizada como uma analise
preliminar e mostrou-se muito Gtil na caracterizacdo inicial dos
complexos (SILVERSTEIN, WEBSTER, 2000), uma vez que a
formagéo dos mesmos pode ser acompanhada pela presenca das
bandas caracteristicas de cada ligante, indicando a presenca do
mesmo nos compostos isolados, bem como variacbes nas
frequéncias de absorcdo dos complexos em relacdo aos ligantes
livres. A Tabela 5 apresenta as principais bandas e respectivas
atribuicdes para os complexos 1 — 3.
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Tabela 5 Principais bandas e atribuicdes dos espectros no infravermelho para
os complexos 1, 2 e 3 (SILVERSTEIN, WEBSTER, 2000).

Atribuicdes, Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3
cm?
v (O-H) 3339 3418 3347
v (N-Hamida) 3265-3177 - 3260-3176
v (C-Har e C- 2956-2778 2966-2856 2963-2606
Haiif)
v (C=0) 1667 1655 1663
v(C=Ne 1509-1429 1463-1418 1494-1430
C=C)
8 (O-H)senol 1328 1335 1326
v (C-O)tenal 1216 - 1271
v (C-N) - 1106 1113
6 (C-Hay) 770 770 855 — 766

A Figura 20 ilustra uma sobreposicdo dos espectros na regido do
infravermelho dos ligantes livres com os dos complexos 1 a 3,
onde podem ser observadas as similaridades e diferencas entre
esses compostos.

Figura 20 Sobreposicdo dos espectros no IV dos complexos com os seus
respectivos ligantes. (a): Hbpaa-CHz e 1; (b) Hbpaa-H e 2 e (c) Hbpaa-Br e 3.
( ligantes; complexos).
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-
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A presenca da banda de média intensidade em torno de
1330 cm™ no espectro dos complexos 1, 2 e 3, observada nos
respectivos ligantes livres, devido a deformacéo angular fora do
plano da ligagdo O-Hrena, indica a coordenacé@o dos fendis na
forma protonada do ligante nesses complexos. Os trés complexos
apresentam deslocamento para regides de mais baixa frequéncia
referente a ligagdo C=0 da carbonila em relagdo aos ligantes livres
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(1655 — 1667 cm™* para os complexos e 1687 — 1700 cm™ para os
ligantes), indicando a coordenacdo desta com o metal.

Os trés complexos apresentam ainda bandas na regido entre
3339 e 3418 cmt, referentes a banda de estiramento O-H do fenol
além da umidade presente na matriz (KBr) (NAKAMOTO, 1977).

4.2.2. Espectroscopia Eletrdnica na Regido do UV-Vis

O comportamento eletrénico dos complexos 1, 2 e 3 foi estudado,
utilizando-se como solventes diclorometano e EtsN (devido a baixa
solubilidade dos complexos no mesmo) e metanol. Os resultados
obtidos estdo sumarizados na Tabela 6.

O ion cobre(ll) livre possui configuracdo d°, possuindo nove
elétrons distribuidos em cinco orbitais d degenerados. Estes
sofrem um desdobramento em diferentes niveis de energia
guando submetidos a influéncia de um campo ligante,
possibilitando a ocorréncia de transi¢des eletrénicas do tipo d-d,
sendo a energia de desdobramento desses orbitais fortemente
influenciada pela natureza dos ligantes (HATHAWAY, 1970;
HUHEEY, 1993).

O espectro eletrbnico para os complexos 1, 2 e 3 em
diclorometano mostra uma banda alargada centrada na regido de
700 nm, tipica de transicbes d-d do ion Cu(ll), com baixos
coeficientes de absorcdo molar. No estado sélido os complexos 1
e 3 apresentam uma banda larga na regido de 730 nm,
caracteristica de transicfes d-d, além de um ombro na regido de
330 nm, enquanto o complexo 2 apresenta duas bandas pouco
definidas numa regido de baixa energia (Amax = 760 e 624 nm) e
uma banda mais definida na regido de 520 nm atribuidas a
transi¢cbes d-d, além de uma banda mais intensa numa regiéo de
mais alta energia (Amax = 320 nm). Em metanol, o espectro
eletrénico dos complexos 1, 2 e 3 mostra uma banda alargada na
regido de 750 nm com baixos coeficientes de absorgdo molar e um
ombro na regido de 440 nm, sendo este tentativamente atribuido
a uma banda de transferéncia de carga fenolato — Cu"
(SCARPELLINI, 2001; PERALTA, 2005), indicando que em
solucdo ha a presenca de espécies onde o fenol encontra-se
desprotonado e coordenado ao centro metalico, e também
espécies em que o fenol encontra-se protonado, consistente com
a estrutura parcial de raios X obtida pera o complexo 1 (secao
4.2.7). A partir desta observacdo, estudos espectroscopicos
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qualitativos foram realizados para os trés complexos a partir da
adicdo de base (NaOH 0,02 mol.L?) a uma solugdo metanélica dos
complexos, levando a desprotonacao do fenol, na tentativa de se
observar a presenca da banda de transferéncia de carga
ligante — metal na regido de 450 nm.

Os espectros eletrénicos dos complexos 1 a 3 no estado sélido
e em solucdo séo apresentados nas Figuras 21, 22 e 23.

Tabela 6 Dados de espectroscopia eletrénica para os complexos 1, 2 e 3.

Complexo Sélido? CH2Cl> MeOH
Amax (Nm) Amax/nm (e/mol.L- Amax/nm
Lemt) (e/mol.Lt.cm™)

1 740 719(65)/ 746(53)/
397(ombro) 443(ombro)

2 520/760/624/ 710(75)/ 740(71)/
320 390(ombro) 445(ombro)

3 728 700(65)/ 755(57)/
397(ombro) 447(ombro)

2 em KBr.
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Figura 21 Espectro eletrdnico do complexo 1. (a) ( MeOH; CHzCl)
estado solido no canto superior direito. CH2Cl2 e EtsN ([C] = 4,6x1072 mol.L™?),
MeOH ([C] = 4,0 x 10" mol.L); (b) Adigdo de NaOH 0,02 mol.L! mostrando
a presenca da banda de transferéncia de carga fenolato — Cu'.
[C] = 1,5x10°° mol.L .
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Figura 22 Espectro eletrbnico do complexo 2. (@) (—— MeOH;
——— CH2Cl,), estado sdlido no canto superior direito. CH2Cl2 e EtsN
([C] = 4,6x10% mol.LY), MeOH ([C] = 2,27 x 10 mol.LY); (b) Adicdo de NaOH
0,02 mol.L mostrando a presenca da banda de transferéncia de carga
fenolato — Cu'". [C] = 1,5 x 102 mol.L™.
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Figura 23 Espectro eletrdnico do complexo 3. (a) ( MeOH; CHzCl)
estado solido no canto superior direito. CH2Cl2 e EtsN ([C] = 4,6x10°2 mol.L™?),
MeOH ([C] = 4,5 x 10 mol.L); (b) Adigdo de NaOH 0,02 mol.L* mostrando
a presenca da banda de transferéncia de carga fenolato — Cu'.
[C]=1,5%x10° mol.L™.
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Como observado nas Figuras 21, 22 e 23, o estudo com adi¢éo
de base (NaOH) em solucdo metandlica mostra que conforme a
base é adicionada, esta desprotona o fenol coordenado ao centro
de Cu(ll), resultando na presenc¢a de uma banda de transferéncia
de carga fenolato — Cu'" em aproximadamente 450 nm nos
espectros dos complexos 1, 2, e 3.

A Figura 24 mostra a correlagdo linear entre o nimero de onda
versus constantes de Hammett (o,) para os complexos 1, 2 e 3,
onde observa-se um deslocamento hipsocrémico, ou seja, para
maior energia, nos valores de Amax considerando-se do substituinte
doador de elétrons por efeito indutivo (CHs), para o retirador de
elétrons por efeito indutivo (Br) (PERALTA, 2010). Esta correlacdo
de Hammett pode ser observada em CHCI, por se tratar de um
solvente ndo coordenante, mantendo a esfera de coordenacgdo do
centro metalico intacta. J& em solucdo metandlica, esta correlacéo
nao é observada, uma vez que o metanol é um solvente
coordenante, que altera a esfera de coordenagdo do centro
metalico, e consequentemente a geometria do mesmo. No estado
solido também néo é observada a correlacdo de Hammett, o que
sugere que no estado soélido os complexos 1, 2 e 3 assumem
estruturas diferentes.

Figura 24 Comparacdo entre os maximos de absor¢cdo da banda d-d vs
constantes de Hammett (op) em CH2Cl2.
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4.2.3 Condutividade molar

Medidas de condutividade molar foram efetuadas em solucdes
recém preparadas dos complexos com concentracbes de
1x10° mol.L?, a 25 °C. Os complexos 1, 2 e 3 foram analisados
em solucdes de CH3CN. Os resultados de condutividade molar
(Am) para os complexos 1, 2 e 3 sdo apresentados na Tabela 7.
Através dos valores obtidos nenhuma concluséo pode ser obtida
com respeito ao tipo de eletrélito presente em solu¢do para 0s
complexos 1, 2 e 3, uma vez que em CH3CN a faixa de valores de
condutividade molar que caracteriza eletrolitos do tipo 1:1
encontra-se entre 120 — 160 Q*.mol*.cm?. Assim, os valores de
condutividade molar obtidos para os complexos 1, 2 e 3 podem ser
referentes a presenca de uma mistura de espécies
protonadas/desprotonadas em solugdo, como observado no
estudo de espectroscopia eletrdnica na regido do UV-Vis (secao
4.2.2).

Tabela 7 Resultados da condutivimetria para os complexos 1, 2 e 3.

Complexo Am (Q1.molt.cm?)
1 55,77
2 61,80
3 45,46

4.2.4. Espectrometria de Massa

Os espectros de massa dos complexos 1 a 3, bem como os
respectivos espectros simulados, sdo apresentados nas Figuras
25, 26 e 27. Para a realizacdo das medidas dos trés complexos,
0os mesmos foram solubilizados em MeOH e posteriormente
diluidos em CH3CN devido a baixa solubilidade dos complexos em
acetonitrila.

O complexo 1 apresenta um grupo de picos em razéo
massa/carga 383, 0 qual pode ser atribuido a espécie
[Cu"(C16H19N302CI)]*, indicando que o ligante permanece intacto
ao se coordenar ao atomo de cobre — com o fenol permanecendo
protonado — além da coordenagdo de um atomo de cloro ao centro
metdlico. Outro grupo de picos foi observado em razéo
massa/carga 729, o qual pode ser atribuido & espécie dimérica
[(C32H36N604)Cu2""(CI)]*, onde os grupos fendlicos permaneceriam
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desprotonados e o atomo de cloro faria a ponte entre os dois
centros metalicos.

O complexo 2 apresenta um grupo principal de picos na razéo
massa/carga de 369, o qual pode ser atribuido a espécie
[Cu'(C15H17N3O2Cl)]*,apresentando 0 mesmo comportamento
observado em 1, onde o fenol permanece protonado e ha a
possivel coordenacdo de um atomo de cloro ao centro metélico.
Outro grupo de picos em razdo massal/carga 411 pode ser
atribuido a espécie [Cu'(C17H20N4O2Cl)]*, onde além do &tomo de
cloro, sugere-se que uma molécula do solvente acetonitrila
também coordena-se ao atomo de cobre. Um terceiro grupo de
picos em razdo massa/carga 701 pode ser atribuido a espécie
dimérica [(CzoH32NsO4)Cu2'(CI)]*, apresentando o mesmo
comportamento do complexo 1, onde os grupos fendlicos
permaneceriam desprotonados e o atomo de cloro atuaria como
uma possivel ponte entre os dois centros metalicos.

Ja o complexo 3 apresenta um grupo principal de picos em razao
massa/carga 350,04, o qual pode ser atribuido a espécie
[(C1sH16BrNsO2)]*, ou seja, ao ligante HbpaaBr protonado (M+1).
O grupo de picos em razao massal/carga 410,91 pode ser atribuido
a espécie [Cu"(C1sH15N302)]*, indicando que o fenol encontra-se
desprotonado e, diferentemente dos outros dois complexos, nao
observa-se a presenca de um atomo de cloro coordenado ao
centro metalico.
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Figura 25 Espectro de massa ESI-MS do complexo 1 em CHsCN. Simulagéo

das espécies (@) m/iz 383 [Cu"(CisH1eN3O2CN]*; (b) m/z 729
[(C32H36N6O4)Cu2"(Cl)]*. (—— Experimental), ( Simulado).
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Figura 26 Espectro de massa ESI-MS do complexo 2 em CH3CN. Simulacédo
das espécies (@) miz 369 [Cu"(CisHi7N3O2CN]*; (b)) m/z 411
[Cu'"(C17H20N4O2CN]*; () m/z 701 [(CsoH32NeO4)Cu'(CN]Y.  (——
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4.2.5 Eletroquimica

O comportamento eletroquimico dos complexos foi investigado
através da técnica de voltametria ciclica e voltametria de onda
guadrada em solucdo MeOH/H20 (1:1) na presenca de tampdao e
LiClO4 (meio da cinética de oxidacdo — secéo 4.2.8.2), onde o
LiClO4 serviu como eletrélito suporte. Os potenciais de reducgéo
foram referenciados ao eletrodo normal de hidrogénio (ENH) pelo
uso do eletrodo de referéncia comercial Ag/AgCl (BASi). O
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comportamento eletroquimico dos complexos também foi
estudado em pH acido, e os resultados e discussdo encontram-se
no Apéndice 1 deste trabalho. Os voltamogramas obtidos para os
complexos sdo apresentados nas Figuras 28, 29 e 30, e o0s
potenciais catodicos (Epc) para 0s processos eletroquimicos na
Tabela 8.

Tabela 8 Dados de eletroquimica para os complexos 1, 2 e 3.

Complexo Meio Epc V vs ENH pH
1 cinético -0,243 8,5
2 cinético -0,273 8,5
3 cinético -0,175 8,5

Figura 28 Voltamogramas para o complexo 1 (3,5x10° mol.L?), em
MeOH/Hz0. Eletrodo de trabalho: Carbono; Referéncia: Ag/AgCl; Auxiliar:
Platina. Eletrdlito suporte: LiClO4 0,05 mol.L't. Tamp&o (0,5 mol.L'Y); pH 8,5
(Tampé&o TRIS) (a) Voltametria Ciclica e (b) Voltametria de onda quadrada
(pulso — 25 mV, frequéncia = 15 Hz).
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Figura 29 Voltamogramas para o complexo 2 (3,5x10° mol.Lt), em
MeOH/H20. Eletrodo de trabalho: Carbono; Referéncia: Ag/AgCl; Auxiliar:
Platina. Eletrélito suporte: LiClO4 0,05 mol.Lt. Tamp&o (0,5 mol.Lt); pH 8,5
(Tampé@o TRIS) (a) Voltametria Ciclica e (b) Voltametria de onda quadrada
(pulso — 25 mV, frequéncia = 15 Hz).
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Figura 30 Voltamogramas para o complexo 3 (3,5x10° mol.LY), em
MeOH/H20. Eletrodo de trabalho: Carbono; Referéncia: Ag/AgCl; Auxiliar:
Platina. Eletrdlito suporte: LiClO4 0,05 mol.L't. Tamp&o (0,5 mol.L'Y); pH 8,5
(Tampé&o TRIS) (a) Voltametria Ciclica e (b) Voltametria de onda quadrada
(pulso — 25 mV, frequéncia = 15 Hz).
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Como pode ser observado nas Figuras 28, 29 e 30, os complexos
1, 2 e 3 apresentam um comportamento parecido tanto para a
voltametria ciclica quanto para a voltametria de onda quadrada.
Na voltametria de onda quadrada, pode-se observar uma onda de
reducdo a -0,243, -0,273 e -0,175 para os complexos 1, 2 e 3
respectivamente, sendo estas atribuidas ao processo redox
Cu'" — Cu'. A onda de oxidacdo observada entre os potencias 0,2
a 0,5 para os trés complexos na voltametria ciclica pode ser
atribuida & deposic¢éo de cobre(0) na superficie do eletrodo, o que
gera uma caracteristica tipica de um processo de redissolucéo
durante a varredura no sentido reverso. Os valores de Ep. em pH
8,5 para os complexos 1 e 2 em potenciais mais negativos sdo
consistentes com os valores obtidos por Oliveira em seu trabalho,
onde o mesmo apresenta um complexo mononuclear de cobre
com o ligante HL' (OLIVEIRA et al., 2005), o qual possui duas
unidades piridinicas, além de um fenol com um grupo metil
substituido na posicdo para. Uma analise comparativa entre os
voltamogramas obtidos para o0s complexos mostra o
deslocamento anddico do processo Cu" — Cu' para os complexos
1 e 3, devido a diminuicéo da densidade eletrdnica, pelo grupo Br,
sobre o centro de cobre(ll), uma vez que o grupo Br é elétron
retirador, o que leva a uma maior estabilizacdo da espécie
reduzida (PERALTA, 2005).
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4.2.6 Titulagdo Potenciométrica

Os estudos de titulacdo Potenciométrica dos complexos 1 a 3
foram realizados em solugcdo metanol/agua (1:1 v/v). Esses
experimentos foram realizados para avaliar a presenca das
moléculas de a4gua coordenadas ao centro metalico quando os
complexos se encontram em solucdo. Isto € possivel devido a
labilidade dos anions cloreto em solugcéo. Para os complexos 2 e
3 as curvas de equilibrio potenciométrico revelaram um consumo
de trés mols de base por mol de complexo na regido de pH entre
3,00 e 12,00. Ja para o complexo 1, as curvas de equilibrio
potenciométrico revelaram o consumo de dois mols de base por
mol de complexo na regido de pH entre 3,00 e 12,00. O tratamento
destes dados levou a obtencdo de trés constantes de
desprotonacdo para os complexos 2 e 3, e de duas constantes de
desprotonacao para o complexo 1, cujos valores sdo apresentados
na Tabela 9 e os graficos de distribuicdo de espécies podem ser
vistos na Figura 31.

Para os complexos 1, 2 e 3, a primeira constante pode ser
atribuida & desprotonacdo do grupo fenol (NEVES, 2002;
PERALTA, 2005; OLIVEIRA, 2009). Considerando-se o efeito do
grupo substituinte para os complexos 1, 2 e 3, a retirada de
densidade eletronica sobre o anel fendlico provoca um aumento
de sua acidez, diminuindo assim o valor encontrado para a
primeira constante de desprotonacdo, ja substituintes elétron-
doadores provocam o efeito contrario. Desta forma, o complexo 1,
gue possui um grupo metila (elétron indutor) apresenta o maior
valor de pKa, quando comparado com os valores obtidos para o
complexo 2 (5,70) e 3 (4,86) (PERALTA, 2005). A segunda
constante de desprotonacdo obtida para os complexos 2 e 3 é
atribuida a desprotonacao de uma molécula de dgua coordenada
ao &tomo de cobre (OLIVEIRA, 2009).

Para o complexo 1, a segunda, e para 0os complexos 2 e 3 a
terceira constante, pode ser atribuida a uma segunda molécula de
agua coordenada ao 4tomo de cobre, ou a formacao de um dimero
em valores de pH mais elevados.
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Tabela 9 Valores de pKa para a desprotonacéo do fenol e das moléculas de
agua para os complexos 1, 2 e 3.

Complexo pKa1 pKaz PKas
1 6,60+0,2 - 10,56+0,06
2 5,70+0,02 8,96+0,04 10,60+0,05
3 4,86+0,1 9,02+0,03 10,94+0,06

Figura 31 Grafico de distribuicdo de espécies para os complexos 1, 2 e 3 em
funcdo do pH com forga idnica de 0,1 mol.L"* KCl a 25 °C.
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% Espécies

Uma proposta para os equilibrios observados em solugéo para o
complexo 1 pode ser vista na Figura 32, e para os complexos 2 e
3 na Figura 33.

Figura 32 Proposta para o equilibrio observado para o complexo 1 em
solucao.
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Figura 33 Proposta para o equilibrio observado para os complexos 2 e 3 em
solucao.
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4.2.7. Determinacéo da estrutura cristalina

A estrutura cristalina parcial do complexo 1 foi obtida através da
andlise de difragdo de raios X por monocristal. Os dados
cristalogréficos obtidos para este complexo estdo sumarizados na
Tabela 10.
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Tabela 10 Dados Cristalograficos da estrutura parcial do complexo 1.

Complexo 1
Temperatura (K) 173(2)
Sistema cristalino Triclinico
Grupo espacial P-1

a 12.1062(6) A
b 12.8743(6) A
c 16.2935(7) A

a 83.083(2)°

B 82.983(2)°

Y 74.820(2)°
Volume, A3 2422.13(19)

Por apresentar varias moléculas de solvente na cela unitéria,
dificultando assim o refinamento da estrutura cristalina, apenas o
modo de coordenagdo do complexo foi obtido. A cela unitaria
revelou a presenca de duas moléculas do complexo, cada uma
com um modo de coordenacédo diferente referente ao 4tomo de
oxigénio do fenol presente no complexo. A Figura 34 mostra a
representacao da estrutura cristalina para o complexo 1.
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Figura 34 Representacdo da estrutura parcial do complexo 1. A) Estrutura
com fenol ndo coordenado ao centro metalico e B) Estrutura mostrando o
fenol protonado coordenado ao centro metdlico.

O complexo 1 cristaliza na forma de monocristais verdes
pertencentes ao sistema cristalino triclinico e grupo espacial P-1.
Os dados obtidos da resolugcdo da estrutura revelam duas
unidades mononucleares. Os centros de cobre Cul e Cu2 estédo
pentacoordenados. A esfera de coordenagéo do complexo 1 em A
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€ composta de dois atomos de nitrogénio provenientes da piridina
e da amina terciaria, de um atomo de oxigénio proveniente da
amida e, completando a esfera de coordenacao, dois atomos de
cloro. Em B, a esfera de coordenagéo do complexo 1 é composta
de dois atomos de nitrogénio provenientes da piridina e da amina
terciaria, de um atomo de oxigénio proveniente da amida, de um
atomo de oxigénio proveniente do fenol, e de um atomo de cloro.
Em ambas as moléculas, o &tomo de oxigénio do fenol encontra-
se protonado, onde observa-se que em B o fenol encontra-se
coordenado ao atomo de cobre em sua posic¢ao axial.

4.2.8 Reatividade

Os complexos 1, 2 e 3 apresentaram a caracteristica de
possuirem sitios labeis, indicando que possam ser testados
guanto a suas atividades oxidativas. Assim, experimentos
cinéticos foram realizados para investigar a capacidade dos
complexos 1, 2 e 3 de promover a oxidacdo do 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 equacao
apresentada no Esquema 4, e que em 400 nm, possui um
€ = 1645 L.cm1.mo*.

Este substrato foi escolhido por apresentar um baixo potencial
redox, o que facilta a formacdo da 3,5-DTBQ, além dos
substituintes volumosos impedirem que ocorram reagdes como a
abertura do anel (BANU et al., 2008; PANDA et al., 2011; MARION
etal., 2012).

Esquema 4 Oxidacgédo do 3,5-DTBC na presenca de Oo.

+ 0, Catalisador

3,5-DTBC 3,5-DTBQ

Assim, nesses estudos foram investigados os efeitos do pH e da
concentracdo do substrato sobre a velocidade de oxidacéo do 3,5-
DTBC catalisada pelos complexos 1, 2 e 3.
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4.2.8.1 Efeito do pH na oxidacédo do 3,5-DTBC

O estudo do efeito do pH sobre a velocidade da reacdo de
oxidacdo do substrato 3,5-DTBC catalisada pelos complexos 1, 2
e 3 foi realizado com o intuito de se analisar a influéncia do pH
para cada sistema, encontrando o valor de pH 6timo para a
reacdo. De forma semelhante, é de grande interesse determinar o
pKa cinético para cada reagdo, em que pode-se comparar 0s
valores obtidos para este com o estudo de equilibrio quimico em
solucéo, possibilitando assim se determinar a espécie responséavel
pela atividade de oxidacao.

A atividade de oxidacdo do substrato 3,5-DTBC foi investigada
em uma faixa de pH entre 5,5 e 9,0, em que observa-se duas
regibes onde a velocidade da reacéo é independente do pH e uma
faixa intermediaria em que a mesma € influenciada com o aumento
do pH.

A Figura 35 apresenta os graficos de velocidade inicial (vo) em
funcéo do pH obtidos para os complexos 1, 2 e 3.

Figura 35 Dependéncia da velocidade de reacdo de oxidacdo do 3,5-DTBC
com o pH para os complexos 1, 2 e 3. Condi¢Ges: [C] = 2,94 x 10° mol.L?;
[3,5-DTBC] = 7,0 x 102 mol.L%; [Tampdes] = 2,94 x 102 mol.L* (pH 5,5 - 6,5
MES; pH 7,0 -9,0 TRIS); solu¢do MeOH/H20 (30:1) a 25 °C.
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Os dados obtidos pelo estudo do efeito de pH foram ajustados
pelo modelo de Boltzmann, por apresentarem um perfil sigmoidal,
de maneira que o ponto de inflexdo das curvas forneceu os valores
de pKa cinético podem ser atribuidos a desprotonacao do préprio
substrato 3,5 - DTBC.
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Tabela 11 Valores de pKa para umas das moléculas de agua coordenadas ao
centro de cobre(ll) para os complexos 1, 2 e 3.

Complexo pHo6timo  pKacinético  pKapotenciométrico

1 28,5 7,50 -
2 28,5 7,64 8,96
3 28,5 7,62 9,02

4.2.8.2 Efeito da concentracdo do substrato na reacdo de
oxidacdo do 3,5-DTBC

Com o objetivo de se determinar 0s parametros cinéticos da
reacdo de oxidacdo do 3,5-DTBC catalisada pelos complexos 1, 2
e 3, estudos da influéncia da concentracdo do substrato 3,5-DTBC
sobre a velocidade de oxidagdo do mesmo foram investigados em
pH 8,5.

A Figura 36 apresenta os graficos de velocidade inicial (vo) em
funcdo da concentragdo do 3,5-DTBC para os complexos 1, 2 e 3.

Observa-se, na Figura 34, que com o0 aumento da concentragdo
do substrato, as curvas tendem a um perfil de saturacdo. Esta
dependéncia da velocidade com a concentracdo do substrato
sugere que a reacao de oxidacdo ocorre com a formacdo de um
intermediario complexo-substrato. Assim, o modelo de Michaelis-
Menten pbde ser aplicado para os trés sistemas. Os parametros
cinéticos estdo apresentados na Tabela 12.
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Figura 36 Dependéncia da velocidade de reacdo do 3,5-DTBC com a
concentragdo do substrato para os complexos 1, 2 e 3. Condigdes: [C] = 2,94
x 10 mol.L?; [3,5-DTBC] = 1,2-7,0 x 102 mol.L; [Tamp&o] = 2,94 x 102
mol.L! (TRIS, pH 8,5) em solugdo MeOH/H20 (30:1) a 25 °C.
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Tabela 12 Comparagdo dos parametros cinéticos de alguns complexos selecionados e da catecol oxidase da Ipomoea

batatas. Ref.: 3 EICKEN , ZIPPEL, et al., 1998); 2(OSORIO, 2007); ¢(PANDA et al, 2011).

Vomax Keat Aw.pv Km Kass E=Kcat/Km
(mol.L.s?) (mol.L1) (L.mol ) (L.molt.s?)
Catecol - 2293,0 2,5x 103 400 9,17 x 10°
Oxidase?
AP 5,58 x 107 0,023 2,66 x 103 375,2 8,75
2b¢ 5,98 x 107 1,6 x 103 2,70 x 103 370,4 0,59
1 (9,18+0,58) x 107 0,031 +£0,21 (3,50+0,33) x 103 288,3+27,18 8,95+0,28
2 (9,99+0,15) x 107 0,034+0,05 (4,56+0,75) x 102 225,4+37 7,63+1,15
3 (3,75£0,07) x 107  0,013+0,03  (1,37#0,1) x 103  733,8+53,6 9,32+0,5
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De acordo com a Tabela 12, a presenca dos grupos substituintes
nos complexos 1, 2 e 3 ndo influenciou de maneira significativa a
atividade catalitica dos complexos na oxidacdo do substrato 3,5-
DTBC, sendo que estes apresentaram valores de eficiéncia
catalitica muito parecidos. Entretanto estes mostraram-se mais
eficientes frente a oxidacdo de catecois quando comparados com
outro complexo mononuclear de cobre(ll) com ligantes contendo
unidades N,O doadoras (2b) reportado por Panda e colaboradores
(PANDA, 2011). Também os trés complexos apresentaram
valores de eficiéncia catalitica proximos do obtido por um
complexo binuclear de cobre(ll) (A) com ligantes contendo grupos
terc-butil substituidos no anel fenélico (OSORIO, 2007).

Para fins de esclarecimento do mecanismo desempenhado pelo
complexo na oxidacdo do substrato 3,5-DTBC, foi realizado um
teste de deteccdo de perdxido. Através de modificacdo do método
de iodometria, foi estudada a formagao de peroxido de hidrogénio
durante a reacdo de oxidacdo do 3,5-DTBC catalisada pelos
complexos 1, 2 e 3. O teste foi positivo para a presencga de H203,
gue 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 + O, — 3,5-DTBQ +
H20:.

Embora a deteccdo de perdxido de hidrogénio ja tenha sido
reportada na literatura, 0 mecanismo exato da formacéao de H2O;
na reacdo de oxidacdo de substratos modelo ainda nao foi
completamente esclarecido (KOVAL, 2006). Para complexos
mononucleares, um dos mecanismos em discussdao, é que
somente um elétron deve ser transferido resultando na formacao
de um intermediario Cu(l)-semiquinona. Em sequéncia, a reacao
desta espécie com oxigénio deve resultar na reducdo de dois
elétrons da molécula O». Este processo resultaria ha reoxidacao
do centro de cobre, na liberacdo da molécula de quinona e na
formacdo do peroxido de hidrogénio, sendo que somente uma
molécula de quinona estaria se formando por ciclo catalitico. Outra
caracteristica deste mecanismo proposto € que um intermediario
radicalar estaria se formando (KAIZER, 2002).

De acordo com os resultados obtidos, a proposta de um
mecanismo pelo qual os complexos 1, 2 e 3 estariam oxidando o
substrato modelo 3,5-DTBC ao seu correspondente produto
guinona torna-se bastante especulativa. A fim de sugerir um
mecanismo catalitico, mais estudos devem ser realizados na
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tentativa de se determinar o que ocorre em solugdo. Assim, um
estudo de efeito da concentracdo de complexo sobre o substrato
3,5-DTBC poderia esclarecer a questao se é o préprio complexo
mononuclear que possui atividade catalitica, ou se sdo duas
unidades de complexo que estariam se juntando para realizar a
catdlise. Ja estudos de EPR em solucdo na presenca deste
substrato poderiam indicar tanto a formacao de uma espécie
binuclear, quanto detectar a presenca de um radical, caso este
esteja se formando durante o ciclo catalitico.
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5 CONCLUSOES

Os pro-ligantes Hbpa-CHs, Hbpa-H e Hbpa-Br, bem como os trés
novos ligantes tripodais Hbpaa-CHs, Hbpaa-H e Hbpaa-Br, foram
sintetizados com rendimentos satisfatérios e com grau de pureza
adequados, sendo caracterizados por técnicas de IV e RMN H.

Foram sintetizados trés novos complexos de cobre(ll) com os
ligantes Hbpaa-CHs, Hbpaa-H e Hbpaa-Br. Estes foram
caracterizados por andlises espectroscépicas e eletroquimicas. O
complexo 1 apresentou duas moléculas de complexo na cela
unitaria, conforme a difracdo parcial de raios X.

A espectroscopia na regido do UV-Vis demonstrou a presenca
de bandas d-d em regides de mais baixa energia caracteristicas
para os trés complexos, além de se observar a presenca de uma
banda de transferéncia de carga fenolato — Cu'" na regiéo de 450
nm quando da adicdo de NaOH as solucbes de complexo,
promovendo a desprotonacdo do fenol coordenado ao centro
metalico.

A eletroquimica revelou que 0s grupos substituintes presentes

no anel fendlico dos ligantes tripodais apresentam um
deslocamento no sentido anddico, ou seja, potenciais mais
positivos, em relacdo ao grupo doador de elétrons (CHs).

Os complexos mostraram-se ativos frente a oxidacdo do
substrato 3,5-DTBC, obtendo-se valores de eficiéncia catalitica de
8,95+0,28 L.mol*.s* para o complexo 1, 7,63+1,15 L.mol.s para
o complexo 2 e de 9,32+0,5 L.mol.s* para o complexo 3. N&o foi
observado uma grande influéncia com relagdo aos grupos

substituintes frente & oxidacdo de catecdis visto que o0s trés
complexos apresentaram valores de eficiéncia catalitica similares.
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6 PERSPECTIVAS

VI.

Obtencdao das estruturas cristalinas para os complexos 1,
2e3.

Analise elementar dos complexos 1, 2 e 3.

Estudo de efeito da concentragdo de complexo sobre o
substrato 3,5-DTBC para a elucidacdo do mecanismo da
reacao de oxidacao promovida pelos complexos 1, 2 e 3.

Realizar experimentos cinéticos na auséncia de oxigénio,
com o objetivo de se investigar o papel do Oz no ciclo
catalitico.

Estudos cinéticos, em diferentes temperaturas, com
objetivo de se obter a energia de ativagdo da reacéo de
oxidacdo do substrato 3,5 — DTBC para os trés
complexos.

Estudos de reatividade dos complexos 1, 2 e 3 frente ao
DNA.
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APENDICE 1

Estudo eletroquimico dos complexos 1, 2 e 3 em pH &cido

O comportamento eletroquimico dos complexos foi investigado
através da técnica de voltametria ciclica e voltametria de onda
guadrada em solu¢do aquosa. Os potenciais de reducdo foram
referenciados ao eletrodo normal de hidrogénio (ENH) pelo uso do
eletrodo de referéncia comercial Ag/AgCl (BASi). Os
voltamogramas obtidos para os complexos sao apresentados nas
Figuras 37, 38 e 39, e os potenciais catddicos (Epc) para os
processos eletroquimicos na Tabela 8.

Tabela 13 Dados de eletroquimica para os complexos 1, 2 e 3.

Complexo Epc V vs ENH pH
1 +0,043 3,50
2 - 0,037 3,47
3 - 0,307 3,33

Figura 37 Voltamogramas para o complexo 1 em Hz0. Eletrodo de trabalho:
Carbono; Referéncia: Ag/AgCl; Auxiliar: Platina. Eletrélito suporte: NaCl 0,1
mol.L%. (a) Voltametria Ciclica e (b) Voltametria de onda quadrada (pulso —
20 mV, frequéncia = 15 Hz).
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Figura 38 Voltamogramas para o complexo 2 em Hz0. Eletrodo de trabalho:
Carbono; Referéncia: Ag/AgCI; Auxiliar: Platina. Eletrdlito suporte: NaCl 0,1
mol.L%. (a) Voltametria Ciclica e (b) Voltametria de onda quadrada (pulso =
20 mV, frequéncia = 15 Hz).
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Figura 39 Voltamogramas para o complexo 3 em Hz0. Eletrodo de trabalho:
Carbono; Referéncia: Ag/AgCI; Auxiliar: Platina. Eletrélito suporte: NaCl 0,1
mol.L%. (a) Voltametria Ciclica e (b) Voltametria de onda quadrada (pulso =
25 mV, frequéncia = 15 Hz).
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Como pode ser observado nas Figuras 37, 38 e 39, os complexos
1, 2 e 3 apresentam um comportamento parecido tanto para a
voltametria ciclica quanto para a voltametria de onda quadrada.
Na voltametria de onda quadrada, pode-se observar uma onda de
reducdo +0,043, -0,037 e -0,307 para os complexos 1, 2 e 3
respectivamente, sendo estas atribuidas ao processo redox
Cu'"— Cu'. A onda de oxidacdo observada entre os potencias 0,25
a 0,23 para os trés complexos na voltametria ciclica pode ser
atribuida a deposicéo de cobre(0) na superficie do eletrodo, o que
gera uma caracteristica tipica de um processo de redissolucéao
durante a varredura no sentido reverso. Os valores de Epc em pH
acido (aproximadamente 3,5) para os complexos 1 e 2 em
potenciais mais positivos é consistente com o valor obtido por
Oliveira em seu trabalho, onde o0 mesmo apresenta um complexo
mononuclear de cobre com o ligante HL! (OLIVEIRA et al., 2005),
o qual possui duas unidades piridinicas, além de um fenol com um
grupo metil substituido na posicdo para. Comparando-se 0s
valores obtidos para os potenciais de redugéo dos complexos 1, 2
e 3 em pH &cido com os valores de pK. referentes a
desprotonacdo do grupo fendlico para os trés complexos (secéo
4.2.6), observa-se que em pH préximo de 3,5 h4 apenas a
presenca de espécies protonadas em solugdo, indicando que
neste valor de pH o grupo fenol estabiliza a espécie Cu'" para o
complexo 3, sugerindo-se uma menor densidade eletrdnica sobre
0 centro metélico.



