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RESUMO

A busca por complexos que possam atuar como miméticos de enzimas é
algo notavel na pesquisa e no desenvolvimento da quimica bioinorgani-
ca. Esse estudo se refere a sintese e caracterizacdo de um ligante simé-
trico e trés complexos binucleares com centros metalicos sendo os me-
tais Fe'', Co" e Cu", para mimetizar as enzimas, tais como catecéis
oxidases, em reacdes de oxidacdo e fosfatases acidas purpuras (PAPS)
para reacdes de hidrolise. Também procurou-se avaliar quais dos centros
metalicos seria 0 mais promissor para futuras modificacfes nas cadeias
laterais, visto que o ligante possui em sua estrutura dois centros aldei-
dos. Os fendis caracterizam a parte dura do ligante e as piridinas, sao
consideradas macias. O ligante e seus novos complexos foram comple-
tamente caracterizados por métodos espectroscopicos, eletroquimicos,
espectrométricos e analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogé-
nio. Posteriormente os complexos FeL;, ColL; e Cul,, foram analisados
frente aos substratos modelos 3,5-di-terc-butilcatecol e 2,4-BDNPP. A
partir da obtencdo de pardmetros cinéticos foi possivel verificar a in-
fluéncia do centro metalico nas atividades cataliticas. Diferentes estudos
como testes de deteccdo de perdxido e cinética na auséncia de oxigénio
para catalise de oxidagdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol e efeito
isotdpico, monoéster e cinética com excesso de substrato para hidrolise
do substrato 2,4-BDNPP ajudaram a elucidar os mecanismos envolvidos
na catalise. O complexo FelL,, teve bons resultados nas reacbes de oxi-
dacdo e hidrolise, acredita-se que a dureza do centro metélico tenha
influenciado nesses resultados. Estudos iniciais de interacdo com o
DNA, utilizando os complexos FeL; e Cul,, indicam claramente dife-
rencas nas interagbes com a mudanga do centro metalico. Estudos mais
aprofundados podem ajudar a elucidar o mecanismo de reconhecimento
e a clivagem da ligacao fosfodiéster desses complexos.

Palavras-chave: Catecol Oxidase. Fosfatases Acidas Pdrpuras. Promis-
cuidade Catalitica, Clivagem do DNA.






ABSTRACT

The search for complexes that can act as enzyme mimetics is a remarka-
ble thing in the research and development of bioinorganic chemistry.
This study refers to the synthesis and characterization of a symmetric
ligand and three binuclear complexes with metal centers (Fe'"', Co", and
cu") to mimic enzymes, such as catechol oxidases, in oxidation reac-
tions and purple acid phosphatases (PAPs) for hydrolysis reactions.
Furthermore, it was also sought to evaluate which of the metal centers
would be the most promising for future modifications in the lateral
chains, since the ligand has in its structure two aldehyde centers. The
phenols characterize the hard part of the binder and the pyridines, are
considered soft. The ligand and its new complexes were completely
characterized by spectroscopic, electrochemical, spectrometric and ele-
mental analysis of carbon, hydrogen and nitrogen. Subsequently, the
FeL;, CoL,, and CuL, complexes were analyzed against the substrates
models 3,5-di-tert-butylcatechol and 2,4-BDNPP. After obtaining the
Kinetic parameters, it was possible to verify the influence of the metallic
center upon the catalytic activities. Different studies such as peroxide
and kinetics detection testes in the absence of oxygen for oxidation ca-
talysis of the substrate 3,5-di-tert-butylcatechol and isotopic, monoester
and excess-substrate kinetics for 2,4-BDNPP substrate hydrolysis have
helped to elucidate the mechanisms involved in catalysis. The Fel;
complex had good results in the oxidation and hydrolysis reactions, it is
believed that the hardness of the metallic center influenced these results.
Initial DNA interaction studies, employing the FeL, and CulL; complex,
clearly indicate differences in interaction with the change of the metal
center. Further studies may help elucidate the mechanism of recognition
and cleavage of the phosphodiester linkage of such complexes.

Keywords: Catechol Oxidases. Purple Acid Phosphatases. Catalytic
promiscuity. DNA cleavage.
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1 INTRODUCAO

Entre tantos assuntos estudados em quimica, a bioinorganica tem
ganhado grande destaque nos Gltimos anos por apresentar uma ampla
interdisciplinaridade e relevancia quanto aos estudos dos metais em
meio bioldgico. Um dos focos de estudo dessa area € a sintese de com-
postos biomiméticos, os quais atuam de modo a imitar compostos biolo-
gicamente naturais, como as enzimas, as quais sdo conhecidas por seu
papel como catalisadores de reagcdes metabolicas.

Tamanha é a importancia desses compostos naturais, que muitos
estudos sdo realizados fazendo o “design” de miméticos, ou seja, imitam
0 centro ativo dessas moléculas, com a finalidade de compreensdo da
atuacdo das enzimas como catalisadores. A utilizacdo de modelos mimé-
ticos que se assemelham as metaloenzimas é muito vantajosa, pois as
moléculas sintetizadas apresentam menor complexidade, menor massa
molecular, sdo relativamente mais estaveis e apresentam baixo custo
comparado as enzimas nativas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Com base em pesquisas e leituras, € apresentado um breve histd-
rico dos compostos biomiméticos, os principais trabalhos publicados nos
Gltimos anos sobre 0 assunto além dos tdpicos de relevancia para este
trabalho, para um melhor entendimento da pesquisa realizada.

2.1 QUIMICA BIOINORGANICA

A quimica bioinorgéanica pode ser definida, de modo simplifica-
do, como a investigacdo da funcdo do metal em ambientes biolégicos. O
surgimento da bioinorgéanica se deu por volta dos anos 70 e por ser uma
ciéncia ampla e multidisciplinar atrai pesquisadores de diversas areas do
conhecimento como, por exemplo: Quimica, Bioquimica, Fisica e Ma-
tematica. O crescimento desta area deve-se principalmente a necessida-
de de compreender plenamente o0s processos biolégicos mediados por
metais (LU, et al., 2018; COWAN, 1993).

A quimica inorganica e a biologia sdo ciéncias que se beneficiam
muito uma da outra. Portanto, a quimica inorganica sintética e fisica foi
bem sucedida em esclarecer o papel dos ions metalicos nos sistemas
bioldgicos. A quimica bioinorganica sintética é possivel gracas a uma
série de desenvolvimentos em biologia. Com isso, chega-se a concluséo
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de que sistemas de modelos biomiméticos é a combinacdo dessas duas
areas (LU, et al., 2018).

Embora as metaloproteinas sejam conhecidas ha quase um sécu-
lo, foi somente na década de 1960 que os quimicos inorganicos tentaram
sintetizar cofatores bioldgicos. Esta abordagem bem sucedida utiliza
ligantes multidentados contendo heterodtomos relevantes para ligar
metais com no minimo um estado de oxidacdo e nimeros de coordena-
¢do. Uma grande vantagem estratégica foi que pequenas moléculas eram
faceis de cristalizar, permitindo que complexos bem definidos fossem
usados como modelos para espectroscopia e reatividade nos sitios das
metaloproteinas enigmaticas. Através destes estudos, muitos sistemas
bioinorgénicos interessantes foram revelados (MOCNY & PECORA-
RO, 2015).

No entanto, apesar do grande progresso na modelagem biomimé-
tica, ainda é dificil imitar algumas das caracteristicas das metaloprotei-
nas, como por exemplo: modulacdo de sitios especificos da esfera de
coordenacdo secundaria e régio-estéreo seletividade do sistema. Mode-
los que produzem tanto a estrutura como a funcdo das metaloproteinas
sdo raras e esse talvez seja um dos maiores desafios no design de ligan-
tes para essa funcdo (HOLM & SOLOMON, 2004).

Diversos sistemas requerem a presenca de ions metalicos para o
seu funcionamento, com isso 0 numero de artigos publicados em quimi-
ca bioinorgéanica tem aumentado consideravelmente com o passar dos
anos. Além disso, metais ndo essenciais também tém sido introduzidos
na biologia humana tanto no diagndstico como também no tratamento
de doencas na forma de farmacos (MAECK, 2016; MOCNY & PECO-
RARO, 2015; LIPPARD & BERG, 1994).

2.2  OPAPEL DOS METAIS NAS METALOENZIMAS

As proteinas sdo classificadas como macromoléculas e apresen-
tam diferentes papéis biolégicos. Sdo formadas a partir de aminoacidos
por ligacdes peptidicas, sendo que muitos destes possuem atomos doa-
dores de elétrons adequados a quelacdo de ions metlicos (NELSON &
COX, 2008; FENTON, 1995).

As enzimas sdo as proteinas mais notaveis, sdo unidades funcio-
nais do metabolismo celular, pois apresentam atividade catalitica, ou
seja, elas aceleram as reacfes quimicas sem a formacéo de subprodutos,
apresentam maior grau de especificidade por seus substratos e funcio-
nam, na sua grande maioria, em solucGes aquosas diluidas em condigdes
brandas de temperatura e pH (HOLM, 1996; FENTON, 1995). A sele-
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cdo de um metal para sua utilizagdo na catalise enzimatica resulta da
combinacdo de suas propriedades fisico-quimicas como o potencial
redox e a quimica de coordenacdo, e sua acessibilidade ao ambiente de
coordenacdo por sistemas bioldgicos (WIESZCZYCKA & STASZAK,
2017).

Os ions metalicos tem um papel muito importante e realizam uma
variedade de fungdes associadas aos sistemas vivos, podem atuar no
sistema estrutural para estabilizar a estrutura da proteina e no funcional
em que os ions metalicos estdo envolvidos na reatividade do sitio ativo
(FENTON, 1995). As interacdes entre ions metalicos e biomoléculas sdo
geralmente da mesma natureza das existentes em complexos, e por isso
sdo tratadas de acordo com as teorias da quimica de coordenagdo, por
esse motivo as propriedades das biomoléculas que contém metais de-
pendem do nimero e distribuicdo de elétrons de valéncia nos orbitais d
(COWAN, 1993).

Pesquisadores estudaram por muito tempo propriedades, funcédo e
mecanismo das metaloenzimas, e foi concluido que sua atividade de-
pende de fatores como: ajuste de suas propriedades redox, acessibilidade
ao substrato e acidez de Lewis de seu centro metalico. A reatividade e
seletividade das enzimas podem ser modificadas pela mudanca do carac-
ter doador e/ou receptor dos ligantes, controlando sua geometria e dis-
posi¢do ao redor do centro metélico (WIESZCZYCKA & STASZAK,
2017; MOCNY & PECORARO, 2015). A Figura 1 mostra em um es-
guema as propriedades necessarias de um composto de coordenacdo
para que possa atuar como um catalisador enzimatico.
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Figura 1- Propriedades quimicas dos metais.
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Adaptado de (WIESZCZYCKA & STASZAK, 2017).

As enzimas sao divididas em seis classes diferentes, e ainda
apresentam subclasses. Como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1- Classificagdo das enzimas.

N° da Nome da Funcio
Classe Classe ¢
1 Oxirredutases Transferéncia de elétrons
2 Transferases Transferem grupos funcionais
3 Hidrolases Reacdes de hidrélise
. Adicionam ou removem elementos de
4 Liases . . A
agua, amonia ou didxido de carbono.
Realizam reagdes de interconverséo entre
5 Isomerases

isdbmeros 6ticos ou geométricos
6 Ligases Catalisam a ligacdo entre duas moléculas.

Adaptado de (NELSON & COX, 2008).

Destacam-se neste trabalho, as enzimas que tem como fungdo a
transferéncia de elétrons e as que realizam reac6es de hidrélise. No en-
tanto, muitas enzimas ndo conseguem realizar suas fungdes sozinhas e
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precisam da ajuda de um cofator. Os cofatores sdo compostos organicos
ou inorganicos essenciais para a atividade de uma enzima, e estdo liga-
dos permanentemente a molécula da enzima, mas na auséncia deles a
enzima é inativa. A vitamina B1,, também conhecida como cobalamina,
responsavel pelo crescimento celular e respiracdo, é formada por um
atomo de cobalto em um anel tetrapirrélico e é um exemplo de coenzima
(GRUBER, 2011).

O ion cobalto pode estar ligado variavelmente a grupos metila,
5’desoxidenosil, hidroxi ou ciano, dando origem as diferentes formas da
vitamina:  metal-cobalamina,  desoxidenol-cobalamina,  hidroxi-
cobalamina e ciano- cobalamina. Sendo as duas primeiras formas suas
coenzimas. A Figura 2 mostra a vitamina B, e a forma de coenzima.

Figura 2- Formula estrutural das cobalaminas Vitaminas By, (R =CN, CHs e
adenosicobalaminos).
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Adaptado de (GRUBER, 2011).

Assim, o desenvolvimento de complexos miméticos com o obje-
tivo de melhor compreender as fungdes e reacdes enzimaticas tem sido
foco de quimicos bioinorgénicos durante as Ultimas décadas. Além de
compreender o possivel mecanismo de atuacdo da enzima através de tais
miméticos, uma ideia de longo prazo é desenvolver complexos que seri-
am muito Uteis como catalisadores.
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2.3  CATECOL OXIDASE
2.3.1 Reages na catalise oxidativa

Reacdes de oxidacdo sdo fundamentais em sintese organica e de-
sempenham um papel importante na produgdo de produtos farmacéuti-
cos, agroquimicos e produtos finos. Por isso, 0s processos de oxidacdo
em inddstrias quimicas envolvem predominantemente 0 uso de oxigénio
molecular como o oxidante priméario (DEY & MUKHERJEE, 2016;
COWAN, 1993).

Quando as reagdes de oxidacdo sdo promovidas por enzimas, 0
cofator deve possuir pelo menos um estado de oxidagdo e um sitio de
coordenacdo disponivel para ligacdo com o substrato. A estrutura eletr6-
nica do cofator também promove a facil coordenagdo ao substrato e
posterior liberacdo do produto, sendo que este sitio de coordenagdo vago
geralmente pode estar ocupado por uma molécula de agua fracamente
coordenada que pode ser rapidamente substituida pelo substrato (WIES-
ZCZYCKA & STASZAK, 2017; COWAN, 1993). As reacdes de oxidacéo
promovidas por enzimas envolvem basicamente a transferéncia de elé-
tron, e uma das mais conhecidas por promoverem esse tipo de reacdo
sdo as catecOis oxidases. ReacOes utilizando catalisadores que ativam a
formacdo de oxigénio molecular séo inspiradoras, além disso, s&o uma
forma de elucidar o mecanismo de atuacdo das enzimas e auxiliar na
compreensdo de compostos de coordenacdo para quimicos bioinorgani-
cos.

2.3.2 A enzima catecol oxidase

As catecdis oxidases, sdo metaloenzimas com centro binuclear de
cobre que pertencem a classe das oxirredutases, e sdo classificadas como
enzimas de cobre do tipo Ill. Elas sdo conhecidas por promoverem a
catalise de reacOes de transferéncia de dois elétrons, durante a oxidacdo
do substrato o-difenol para sua o-quinona correspondente (ZERON, et
al., 2017; DEY, et al., 2014; MARTINEZ, et al., 2012; MAJUMDER,
et al., 2013). A atividade de catecolase ocorre a partir da reducdo do
oxigénio molecular a 4gua, em um processo conhecido como atividade
de catecolase. As quinonas resultantes altamente reativas sofrem auto
polimerizagdo, formando um pigmento polifendlico marrom (melanina),
gue serve para proteger um tecido danificado de patégenos e insetos
(MOLITOR, et al., 2016; SOLEM, et al., 2016; KOVAL, et al., 2006).
A Figura 3 demonstra a estrutura do sitio ativo da catecol oxidase da
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Ipomoeas batatas (batata doce) na sua forma oxidada (forma met). Em
laranja estdo representados os atomos de cobre e em vermelho o 4&tomo
de oxigénio da ponte exdgena p-hidroxo (SOLOMON, 2014).

Figura 3- Sitio ativo da catecol oxidase na forma oxidada (forma met) encontra-
da na Ipomoeas batatas.

Adaptado de (SOLOMON, 2014).

A primeira enzima da catecol oxidase foi isolada em 1937 a partir
de uma gama de vegetais e frutas — como, por exemplo, batata, espina-
fre, macd e uva. No entanto, a presenca das catecOis oxidases nao se
restringe somente as plantas. Essa enzima esta presente também em
insetos e crustaceos e suas principais funcdes incluem a fotossintese,
coloracdo de flores e a protegdo contra ataques patogénicos. (PENTTI-
NER, et al., 2018; KREBS, et al., 2002).

As enzimas tém uma massa molar que varia de 38 a 45 kDa e seu
formato elipsoidal com dimens6es de 55 x 45 x 45 A e a estrutura se-
cundéria é denominada por regies de o-hélice. Sua estrutura cristalina
guanto extraida da batata doce Ipomoes batatas, foi resolvida, nas for-
mas oxidada Cu(Il)-Cu(ll) e reduzida Cu(l)-Cu(l) (EICKEN; ZIPPEL;
BULDT-KARENTZOPOULOS; KREBS, 1998, KLABUNDE et al.,
1998). A Figura 4 apresenta a estrutura tridimensional da catecol oxida-
da encontrada na Ipomoeas batatas (batata doce) onde os atomos de
cobre estdo representados em laranja, alfa hélices em azul, folhas beta
em verde e ligacBes dissulfeto em amarelo (KREBS, et al., 2002).
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Figura 4 — Representagédo da estrutura tridimensional da enzima catecol oxidase
encontrada na Ipomoeas batatas.

Adaptado de (SOLOMON, et al., 2014).

Klabunde, em 1998 descreveu a estrutura cristalina da catecol
oxidase, em que se concluiu que a enzima apresenta em seu sitio ativo
um centro binuclear de cobre(ll), uma ponte hidréxido e cada um dos
centros de cobre(ll) esta coordenado por trés atomos de nitrogénio pro-
venientes dos residuos de histidina o qual adota um ambiente quase
trigonal-piramidal, cuja estrutura é conhecida como a forma met da en-
zima. Portanto, a estrutura cristalina da catecol apresentaria trés estados
distintos: o estado nativo met, no qual o centro metalico estaria na forma
(cu"cu"), a desoxi, na qual os dois centros de cobre estariam reduzidos
e, portanto, na forma (Cu'Cu') e o estado de complexagdo com o inibi-
dor tiofenil. Assim o dioxigénio produz a forma oxi, a qual sofre ataque
nucleofilico da molécula de difenol. A oxidagdo para a o-quinona cor-
respondente conduz a forma met novamente, fechando o ciclo catalitico,
como apresentado na Figura 5 (Mecanismo A). Muitos trabalhos pro-
pdem que inicialmente o substrato se liga a enzima de forma monoden-
tada apds a desprotonacdo da hidroxila, facilitando a reducdo da forma
met (Cu''Cu") (DEY & MUKHERJEE, 2016; SOLEM, et al., 2016;
EICKEN, et al., 1999; KLABUNDE, et al., 1998). No entanto, ainda
existem muitas especulagdes sobre tal fato, pois 0 mesmo ndo foi con-
firmado. Um exemplo de como ocorre o ciclo catalitico com o substrato
coordenando-se de forma monodentada é apresentado na Figura 5 (Me-
canismo B). O ciclo inicia-se com a forma met, onde o substrato coor-
dena-se e é liberado na forma de o-quinona. Neste momento o centro
metalico apresenta-se na forma reduxida desoxi, enquanto isso o dioxi-
génio produz a forma oxi, a qual sofre ataque nucleofilico da molécula
de o-difenol. A oxidacédo para a quinona correspondente conduz a forma
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met novamente, fechando o ciclo catalitico (PENTTINER, et al., 2018;
DEY & MUKHERJEE, 2016; KLABUNDE, 1998).

Figura 5- Mecanismo da catélise oxidativa.
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Complexos de cobalto tém sido pouco investigados como mimé-
ticos para atividade de catecolase e poucos grupos realizaram o estudo
de um possivel mecanismo para esses complexos. Na maioria dos casos
observa-se que é algo muito semelhante ao que ocorre com 0s centros de
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cobre(ll). O mecanismo de oxidacdo do substrato 3,5-DTBC para 0s
modelos de cobalto foram significativamente analisados por Majunder e
colaboradores, e foi observado que para centros de Co"Co'"' é possivel a
ocorréncia de tautomerismo de valéncia entre o centro do catecol e ca-
balto exibindo rearranjos induzidos termicamente e/ou fotoinduzidos,
associados a uma transferéncia eletrénica intramolecular reversivel entre
o ligante redox coordenado e o ion metalico, formando dois isdmeros
eletronicos. (MAJUNDER, S. et al., 2013; DEY & MUKHERIJEE,
2016). A Figura 6 apresenta um mecanismo de oxidagdo para centros de
Co"'Co" em que, duas moléculas de 3,5-DTBC podem ligar-se simulta-
neamente aos centros metalicos para a oxidacgéo, sendo que a formacdo
do intermediario semiquinona, foi detectado por espectroscopia de RPE
(DEY & MUKHERJEE, 2016; DEY & MUKHERJEE, 2014).

Figura 6- Mecanismo da catélise oxidativa para Co"'Co"".
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Adaptado de (DEY & MUKHERJEE, 2016).

A atividade da catecolase de complexos metalicos é controlada
por muitos fatores como, por exemplo, a distancia dos centros metalicos,
propriedades eletroquimicas dos complexos, influéncia da estrutura do
ligante ou de ligacdo exdgena. A variacdo na atividade com mudangas
sutis nos fatores eletrénicos sugere que o sinergismo do ligante e do
metal exerca um forte efeito sobre a afinidade pelo substrato e, além
disso, a mudanca no metal também altera essa interacdo (DEY &
MUKHERJEE, 2016). Por isso, muitos trabalhos sdo desenvolvidos com
a finalidade de se obter cada vez mais informagdes sobre 0 mecanismo,
e como variacdes nos centros metalicos ou ligantes podem intervir na
atividade destas enzimas.
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2.3.3 Complexos modelos para catecol oxidase

Muitos trabalhos vém sendo publicados ao longo dos anos, por
diversos grupos de pesquisa buscando principalmente compreender o
mecanismo destas enzimas. Como ja mostrado nas se¢des anteriores a
catecol oxidase apresenta um centro binuclear de cobre(ll) em seu sitio
ativo, portanto varios complexos com esse metal foram projetados para
tal estudo. Além da questdo mecanistica, pesquisadores buscam modifi-
cacdes que favorecam a atividade catalitica tanto no ligante como no
centro metalico do complexo de coordenacao.

Desta forma, pesquisas utilizando complexos de cobalto podem
ser destacadas, visto que neste trabalho também se utiliza esse sistema
para reacOes de oxidacdo. Dey e colaboradores, investiram no estudo da
atividade catecolase com diferentes ligantes o-doadores, com centro
bivalente de cobalto Co'"'Co" (Dey, et al., 2014). Majumder e colabora-
dores, também realizaram o estudo de um complexo binucleares com
valéncia mista de cobalto, para um complexo macrociclico (MA-
JUMDER, et al., 2013). Recentemente, Ghosh e colaboradores, realiza-
ram o estudo de dois complexos mononucleares de Cobalto(l1l), com
ligantes que apresentam em sua estrutura grupos N,O-doadores
(GHOSH, et al., 2017). Além de complexos contendo cobalto, centros
binucleares de cobre(ll), manganés(ll) e ferro(lll), também recebem
destaque nos estudos de reacdes de oxidagdo. (OLIVEIRA, et al., 2016;
MAGHESURAM, et al., 2018; CAMARGO, et al., 2015).

Recentemente foi publicado por Oliveira e colaboradores, um
complexo binuclear de cobre(Il) com ligantes do tipo triazinas, no qual
além de ser avaliada a atividade catalitica deste complexo e mecanismo
de atuacdo, também foi investigada a polimerizacdo de dopamina utili-
zando o complexo de cobre (OLIVEIRA, et al., 2016). Maghesuran e
colaboradores compararam a atividade catalitica de um ligante simétrico
contendo grupos imidaz6is coordenados a centros binucleares de co-
bre(Il), assim como o efeito causado na atividade quando esses centros
metélicos foram substituidos por manganés(Il). Observando que a pre-
senca de manganés(ll) promove a diminuigdo da atividade catalitica,
além disso suas pesquisas demostraram que metais de transicdo suporta-
dos por ligantes relativamente ricos em elétrons produzem maiores valo-
res de ke para a oxidacao do catecol (MAGHESURAM, et al., 2018).

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos utilizando porfirinas li-
gadas aos centros metalicos de cobre(ll) como, por exemplo, o trabalho
publicado por Castro e colaboradores, no qual utilizam macrociclo tetra-
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pirrélico para elaboracdo de complexos de cobre(ll) com a finalidade de
avaliar ndo somente a atividade catalitica da catecol oxidase, mas tam-
bém a utilizacdo destes complexos como agentes antitumorais (CAS-
TRO, et al., 2016). Rey e colaboradores estudaram as propriedades do
complexo binuclear utilizando fenantrolina ligadas ao centro metalico de
cobre(ll) além das propriedades do complexo como catalisador da rea-
cdo de oxidacdo, também foram testadas suas interagdes com &cidos
nucléicos e sua atividade como antitumoral (REY, et al., 2015).

Os trabalhos citados sdo apenas alguns exemplos do que ja foi es-
tudado recentemente com centros metéalicos em reagles de oxidacao
envolvendo a enzima catecol oxidase. Apesar de sempre ser buscado um
melhor entendimento do mecanismo de atuacdo da enzima e melhoria
das atividades cataliticas dos complexos modelos, muitos trabalhos tém
investido no estudo de propriedades secundarias, como por exemplo:
atividades antitumorais, antibacterianas ou interagdes com &cidos nu-
cleicos, com a finalidade de aprofundar os estudos dos complexos com
meios biolégicos. Alguns exemplos destes estudos sdo apresentados na
Figura 7.

Figura 7- Complexos publicados na literatura com atividade catecolase, sendo:

a) MAGHESURAM, et al., 2018; b) OLIVEIRA, etal., 2016; c) PERALTA, et al.,
2010 e d) NEY, et al., 2015.
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2.4 ACIDOS NUCLEICOS E LIGACOES FOSFODIESTER

Muitos foram os pesquisadores que direta ou indiretamente con-
tribuiram para elucidar as questdes sobre funcéo e estrutura da molécula
do DNA. Compreender e esclarecer essa estrutura incentivou a busca do
entendimento dessas moléculas no ambiente biolégico (PATHAK, et al.,
2017; OLIVEIRA, et al., 2004).

O DNA e RNA séo conhecidos como &cidos nucleicos, no entan-
to se diferem, em suas estruturas e funcionalidade. O DNA possui em
sua estrutura duas cadeias helicoidais enquanto o RNA possui apenas
uma. Além disso, O DNA ¢é responsavel pelo armazenamento das in-
formagdes genéticas, enquanto o0 RNA é responsavel por sintetizar pro-
teinas. Sdo compostos por estruturas chamadas nucleotideos as quais se
unem para formar uma dupla hélice, a qual foi descoberta pelos cientis-
tas James Watson e Francis Crick em 1956. De modo geral, o0 DNA ¢
um polimero, o qual carrega em sua estrutura todas as informacgdes ge-
néticas (NELSON & COX, 2008).

Os nucleotideos, que fazem parte da estrutura do DNA, sdo com-
postos de uma base nitrogenada, a qual pode ser tanto adenina, guanina,
citosina, timina ou (no caso de RNA, a timina é substituida por uracila),
um agucar de cinco carbonos, a ribose, e um ou mais grupos fosfato. Sua
estrutura apresenta duas cadeias polinucleotidicas em formato de hélice,
formando uma dupla-hélice, cujas fitas se envolvem em torno do préprio
eixo em sentidos opostos (uma 5°—3’ e outra 3°’—5’, seguindo suas
ligacdes fosfodiéster junto aos atomos de oxigénio do aglcar. A Figura
8 exemplifica a estrutura do DNA (WATSON E CRICK, 1953; NEL-
SON & COX, 2008).

As duas unidades de agUcar-fosfato se retorcem em uma confor-
macao helicoidal em torno do pacote de pares de bases central. Dessa
maneira é formada duas regides bem definidas na estrutura do DNA, as
quais sdo denominadas de sulco maior e sulco menor. Devido a caracte-
ristica de pareamento as duas fitas de DNA sdo ditas complementares.
Essa propriedade garante a replicacdo precisa do DNA e por sua vez a
transmissdo dos codigos genéticos (BERG, 2002). A Figura 8 apresenta
a estrutura do DNA, sendo possivel observar a composicdo da estrutura
do DNA assim como as bases nitrogenadas que compde a macromolécu-
la, assim como as regibes de sulco.
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Figura 8- Composicéo e estrutura tridimensional do DNA mostrando a interacéo
entre os nucleotideos, o esqueleto aglcar-fosfato e os sulcos maiores e menores
da molécula.
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Adaptado de (HORTON, 2006).

As enzimas podem alterar ou reconhecer uma conformagdo em
lugares especificos do DNA. A estrutura tridimensional mais encontrada
em sistemas bioldgicos é a forma B, porém outras conformacgdes tam-
bém séo encontradas como as A e Z (NELSON & COX, 2008;
BLACKBURN, 2006).

As interacGes entre pequenas e/ou macromoléculas com o DNA
se ddo por meio de forcas intermoleculares classicas (ligacdo covalente,
ligacdo de hidrogénio, interacGes eletrostaticas, interacdes de Van der
Waals, interagdes hidrofébicas, entre outras), associadas a uma regido
ou macroestrutura da hélice do DNA (bases nitrogenadas, sulco maior
ou menor, eixo da hélice ou esqueleto de fosfato-carbono, por exemplo).
Existem trés maneiras principais em que complexos de baixa massa
molar podem interagir com a dupla cadeia de DNA: Interaces eletrosta-
ticas, que envolve a ligacdo da molécula no exterior da hélice por meio
de interagBGes ndo especificas, principalmente com o esqueleto de agu-
car-fosfato; intercalacdo, no qual um sistema de um anel aromatico pla-
nar se insere entre dois pares de bases adjacentes, perpendiculares ao
eixo helicoidal; e ligacdo pelos sulcos, no qual o ligante faz contato
direto com grupos funcionais sobre as bordas das bases que se projetam
em ambos os sulcos maior ou menor. Além disso, varios compostos
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podem ligar-se ao DNA de modo covalente como é o caso da cisplatina,
por exemplo. Os compostos que tém o potencial para ser clinicamente
Uteis normalmente sdo intercalantes ou ligantes de sulcos (BLACK-
BURN, 2006). A Figura 9 exemplifica os tipos de interacdo com o
DNA.

Figura 9- Representagdes dos trés modos principais de interacdo de moléculas
com o DNA. O ligante é mostrado em vermelho e as cadeias de DNA em preto:
(a) Interacéo eletrostatica. (b) intercalacéo. (c) Ligagao pelos sulcos

a b c

Adaptado de (BLACKBURN, 2006).

Atualmente, ha um grande interesse da comunidade cientifica no
desenvolvimento de biomiméticos que possam desempenhar a funcéo de
clivagem do DNA e até mesmo atuarem como possiveis antitumorais,
além do desenvolvimento de sistemas quimicos mais reativos e eficien-
tes na hidrolise de ligagdes fosfodiéster (PATHAK, et al., 2018; SILVA,
et al., 2017; SILVA, et al., 2011; WANG, et al., 2011; PERALTA; et
al., 2010).

25  FOSFATASES ACIDAS PURPURAS

Os ésteres de fosfatos sdo, sem duvida, um dos mais importantes
grupos em ambientes biolégicos, uma vez que desempenham um papel
central em varios processos, como a energia intracelular, transferéncia
de energia e metabolismo. Sua alta estabilidade pode ser a principal
razdo pela qual a natureza prefere este grupo na estrutura biomolecular
porque as taxas de hidrélise do fosfato na auséncia de um catalisador séo
extremamente lentas. No entanto, ligacdes de ésteres de fosfato (P-O)
podem hidrolisar na presenca de alguns catalisadores especificos como
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as Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs) (PATHAK, et al., 2018; ESTE-
VES, et al., 2015).

As Fosfatases Acidas Parpuras (PAPs) sdo metaloenzimas pre-
sentes encontrados em animais, plantas, fungos e bactérias e estdo asso-
ciadas a uma variedade de fun¢fes bioldgicas. Pertencem a classe das
hidrolases, catalisando a hidrélise de varios substratos fosforilados e tem
atividade maxima em uma faixa de pH de 4 a 7. A cor purpura é resul-
tante de um processo de transferéncia de carga do tipo ligante-metal
(OTyr—Ferro(l1l) que ocorre em torno de 560 nm e estdo entre as enzi-
mas mais eficientes, sendo conhecidas por sua capacidade de reduzir
drasticamente a energia de ativicdo associada a clivagem hidrolitica das
ligagdes fosfodiéster (McGEARY, et al., 2014; SCHENK, et al., 2013;
DESBOIUS, et al., 2012; SMITH, et al., 2007; SCHENK, et al., 2008).

O sitio ativo das PAPs é composto por um centro binuclear
Fe(l111)-M(I1) (M=Fe, Mn ou Zn), e foram isoladas de uma variedades de
fonte de animais, plantas e leveduras. No entanto as PAPs mais estuda-
das sdo provenientes do feijdo vermelho (kbPAP) e foi a primeira desse
grupo a ter a estrutura cristalina resolvida por Difratometria de raio X. O
centro bimetalico desta enzima é composto por Fe(lll) e Zn(ll) os quais
estdo ligados a residuos de aminoacidos de forma a proporcionar um
ambiente de coordenagdo com menor polarizabilidade e maior densidade
eletronica na regido do ion Fe(lll) e uma regido com maior polarizabili-
dade e menor densidade eletrénica na regido do ion Zn(ll) (McGEARY,
etal., 2014; SCHENK, et al., 2013; DESBOIUS, et al., 2012). A estru-
tura geral das PAPs ¢ apresentada na Figura 10.

Figura 10- Sitio ativo das Fosfatasses Acidas Purpuras.

m''= Fe'l, Mn' ou Zn!!

Adaptado de (KLABUND, 1996).
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A primeira PAP que teve sua estrutura resolvida por difratometria
de raio X do grupo das metaloenzimas foi a kbPAP. Com a resolucédo
das estruturas das PAPs, detalhes acerca do mecanismo em que as meta-
loenzimas hidrolisam os ésteres de fosfato comecaram a ser elucidados e
a partir disso foi proposto que a reagdo ocorre por um mecanismo de
catalise do tipo Sy2 (DESBOIUS, et al., 2012; KLABUNDE, 1996),
como mostrado na Figura 11.

Figura 11- Proposta mecanistica de ésteres de fosfatos promovidas pelas PAPs.

(HisIN (A p) OAspl (HisIN {A p)
O(Tir}

Sy \\ P

o .
(His]N H “NiHis) N[Hls)

O(Asp)

o(Tir)

e
U/O
A,

P ov O--- N
ot \=(
(His) I {His) (N ,0
OR N
/& /> ANy
N ‘\7(
-PO4* || +ROPO,Z l
(HiN (Asw /0{A ? (His)N (Asp) Olhsp)
{Asp) O, \ / /O(Tm \ 5 / o
(Asp) O, (Tir)
\ - \ \Mz‘/ \.FE=+/
LN o -OH SN, e
‘7“? o .
(HisjN" \O \\H D‘{k "N(His) e HEN 8 “N{His)
- o, o
\p< -OH R \F/
0/ Oy " \0'\/:“' oo Ny
N - p—
! ) N 0 \={
HN N I .
)l /> k\r /(Z/) HN
/U‘ ,>
N

Adaptado de (KLABUNDE, 1996).

Com base na similaridade estrutural verificada para rbPAP, Lind-
gvist e colaboradores sugeriram um mecanismo semelhante ao proposto
por Klabunde, em que o grupo fosfato de substrato liga-se ao centro do
M" de maneira monodentada, pelo deslocamento de uma molécula de
agua (LINDQVIST, 1999).

Como o atomo de fosforo tem sua eletrofilicidade aumentada
guando o grupo fosfato se coordena, o ataque nucleofilico do ion hidro-
xila coordenado ao centro de Fe'"' é favorecido, visto que esta na posicéo
adequada para um ataque “em linha” sobre o dtomo de fésforo, como



44

consequéncia deste ataque ocorre a inversdo de configuragdo no atomo.
Além disso, ha trés histidinas (His202, His295 e His 296) proximas ao
centro bimetalico em posi¢des que podem interagir com o ion fosfato.
Para enzimas PAPs de mamiferos este papel é desempenhado por dois
residuos de histidinas e um aspartato (LINDQVIST, 1999).

O ataque nucleofilico resulta em um estado de transicdo pentaco-
ordenado que deve ser estabilizado pelos residuos de histidinas, His202
e His 295, conservados no sitio ativo. A hidrdlise deve ocorrer a partir
da protonacdo do grupo alcool abandonador pelo residuo de histidina
His296, e consequentemente a clivagem da ligacdo P-OR. Recentemen-
te, Selleck e colaboradores propuseram um mecanismo para (UfPAPS), o
qual esta ilustrado na Figura 12.

Figura 12- Proposta mecanistica de ésteres de fosfatos promovidas pelas PAPs.
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Adaptado de (SELLECK, 2017).

Na etapa 1, o substrato interage via ligacfes de hidrogénio, com o
grupo u-OH no local ativo. Este modo de ligagdo foi incialmente pro-
posto com base em medidas cinéticas de fluxo interrompido. Seguindo
para a etapa 2, o substrato se reorganiza para formar um complexo de
Michaelis, cataliticamente competente, ligando-se de forma monodenta-
da. Possivelmente, nesta fase, uma molécula de agua entra no sitio ativo
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e coordena-se ao centro de Ferro(l11). Assim, o substrato esta preparado
para o ataque por este mesmo centro metalico. O ataque do substrato
leva a um estado de transi¢do pentacoordenado, e a ligacdo entre oxigé-
nio e o u-OH desempenha um papel fundamental na estabilizacdo neste
estado. A liberacdo do grupo de saida (etapa 3) leva a um complexo
ligado ao produto. A liberagdo subsequente da fracdo de fosfato regene-
ra o sitio ativo para o proximo ciclo catalitico (SELLECK, et al., 2017).

O papel das PAPs em organismos vivos ainda ndo foi totalmente
esclarecido, entende-se apenas que a mesma esteja envolvida em uma
diversidade de processos, que vao desde a geracdo de espécies que rea-
gem ao oxigénio (ROS) em macrdfagos até doencas metabdlicas dos
0SS0S como osteoporose e cancer com metastases (McGEARY, 2014).
Desta forma, a elaboracdo de complexos modelos se mostra bastante
atil, uma vez que se consiga simular todo o ambiente enzimatico envol-
vido no processo de catdlise. Na préxima secdo, serdo apresentados
alguns trabalhos recentes de compostos de hidrolases sintéticas.

2.5.1 Complexos modelos para Fosfatases Acidas Purpuras

Um grande nimero de estudos envolvendo compostos miméticos
gue funcionam como modelo para as PAPs foram relatados na literatura.
No entanto, pesquisadores bioinorganicos tem dado atencdo a sintese de
complexos metalicos que favoregam a formacdo de ponte exdgenas
entre os metais ligados a grupos N,O-doadores e presencga de sitios 14-
beis, os quais mostram-se importantes no processo catalitico (ZHAO,
M. et al., 2013).

Peralta e colaboradores, investigaram o efeito de uma série de li-
gantes com grupos retiradores para um complexo de Fe''zn" na ativida-
de catalitica além do estudo mecanistico da acdo dos catalisadores. Nes-
te trabalho também se investigou como modificagdes nos ligantes pode-
riam influenciar na clivagem do DNA plasmidial e citotoxicidade dos
compostos de coordenacdo (PERALTA, et al., 2010).

Muitos trabalhos tém levado em consideragdo a varia¢do do cen-
tro divalente e como a atividade catalitica é influenciada com a mudancga
do metal coordenante. Trabalhos como este foram publicados por
Schenk, no qual realizou-se um estudo utilizando o centro metalico de
Fe"'Mn". Lanznaster e colaboradores pesquisaram a atividade catalitica
para centros binucleares de Fe''Cu" utilizando o ligante (BPBPMP), que
apresenta trés grupos piridinicos e um grupo fenolato, este ligado ao
centro de Ferro(l11). Em seu trabalho também foram realizados estudos
de interacdo com ésteres de fosfato. Em 2017, Pathak e colaboradores
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também avaliaram a eficiéncia de variados centros metalicos para um
ligante com grupos piridinicos coordenados a Fe"'M" no qual M" (zn,
Ni, Co e Cu) enquanto, Smith e colaboradores estudaram um centro
metalico de Fe"Fe'"'. (SMITH, et al., 2015; PATHAK, et al., 2017;
LANZNASTER, et al., 2005; SCHEN, et al., 2005). Com isso, é possi-
vel observar a importancia dos centros metalicos com diferentes metais,
em ligantes com atomos N, O-doadores.

Atualmente, além da variacdo dos centros metalicos tem se inves-
tido na modificacdo dos ligantes, principalmente na segunda esfera de
coordenacdo, isso é possivel devido a adigdo de grupos ativos cataliti-
camente, como o trabalho realizado por Piovezan e colaboradores no
qual foi sintetizado um derivado do ligante H2BPBPMP com um grupo
aldeido presente no fenol lateral, o qual foi nomeado como H,L. A pre-
senca deste grupo permite a reacdo deste ligante com diversos outros
compostos e suportes como a silica 3-aminopropril funcionalizada. Esse
sistema foi utilizado por Piovezan e colaboradores e apresentou um fator
catalitico em torno de 118.500 vezes mais rapido quando comparado a
reacdo ndo catalisada (PIOVEZAN, et al., 2012). O ligante H,L ¢ apre-

sentado na Figura 13.
Figura 13- Esquema do ligante H,L.
(? @

Adaptado de (PIOVEZAN, et al., 2012).

Comba e colaboradores buscaram em seus ligantes comparar a
atividade dos complexos com aminas presentes nas cadeias laterais,
enquanto Camargo e colaboradores investiram na adi¢do de grupos pire-
no em uma das cadeias laterais estudando propriedades fluorescentes
desses sistemas e suas aplica¢fes. Ja Silva e colaboradores, buscaram a
modificacdo do anel quelato em complexos binucleares de Fe'”Zn pro-
movendo o aumento da cadeia carbdnica. (CAMARGO, T. et al., 2017;
SILVA, G. etal., 2017; COMBA, P. et al., 2012).
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Para todos esses complexos estudados, além de ser feito estudo
da atividade catalitica e de mecanismo de rea¢do, 0s compostos de coor-
denacdo também foram avaliados frente a interacdo com o DNA bus-
cando aplicagcbes em meios biol6gicos. A Figura 14 apresenta alguns
trabalhos envolvendo o estudo das PAPs.

Figura 14- Trabalhos publicados na literatura de biomiméticos para as PAPs,

sendo: a) CAMARGO, et al., 2017; b) COMBA, et al., 2012; ¢c) SMITH,
etal., 2012 e d) PERALTA, et al. ,2010.
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2.6 PROMISCUIDADE CATALITICA

Por definicdo, a promiscuidade catalitica é a habilidade que um
Unico sitio ativo possui de catalisar mais de uma transformacdo quimica
diferente. Ela constitui uma importante propriedade enzimatica e de-
sempenha um papel natural na evolugdo e, ocasionalmente, na biossinte-
se de metabdlitos secundarios (KAZLAUKAS, 2005).

A promiscuidade foi explorada por Rona e colaboradores no ini-
cio da década de 1930 em uma série de experiéncias com lipase de figa-
do de porco e pancreatico em solventes organicos para a resolucdo de
alcoois quirais e ésteres. Um bom exemplo de promiscuidade de substra-
tos é uso da piruvato descarboxilase para formar ligacdes carbono-
carbono, o que foi inicialmente estudado em 1921 e é, hoje, uma ativi-
dade industrial. Dentre as muitas enzimas que apresentam promiscuida-
de de substrato, a metano monooxigenase € a que catalisa a reacdo de
um maior nimero de substratos (COPLEY, 2003).

E de grande interesse desenvolver compostos de coordenacéo que
possuam promiscuidade catalitica, sendo possivel realizar o estudo de
atuacdo e seu respectivo mecanismo de acdo para reacGes diferenciadas.
Como exemplo, Camargo e colaboradores publicaram, recentemente,
um complexo binuclear de Fe''Fe""" utilizando um ligante simétrico, que
atua tanto na catalise oxidativa de catecéis como na hidrélise de fosfatos
(CAMARGO, et al., 2015). Em 2010, o sistema Fe""'Fe" ja havia sido
utilizado para o estudo de atividade catalitica por Neves e colaborado-
res, no entanto o ligante utilizado era assimétrico e bons resultados fo-
ram obtidos tanto na atividade de catecol oxidase quanto para as fosfata-
ses acidas puarpuras (NEVES, et al., 2010). Complexos com centros
binucleares Cu''Cu"" também apresentaram promiscuidade catalitica, nos
estudos de Rey e colaboradores. Esses complexos também apresentaram
atividade na oxidagdo de catecdis, assim como na reacdo de hidrolise
promovida pela fosfatase. Rey utilizou em seu estudo, um ligante simé-
trico contendo grupos diazepinicos (AAZ) nas extremidades (REY,
2007). Na literatura, existem muitos outros trabalhos que tratam de ca-
sos na promiscuidade catalitica natural, ocasionada ou até mesmo forga-
da, como aquelas que ocorrem com grandes varricdes de temperatura,
pH ou solventes distintos (HULT & BERGLUND, 2007).

Assim, este trabalho buscou realizar um estudo de trés complexos
com centros binucleares de Fe""', Co"' e Cu", como catalisadores frente a
reacdes de oxidacao e hidrélise. A escolha destes metais para a realiza-
¢do dessa pesquisa esté diretamente ligada as publicacbes recentes, cita-
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dos em se¢des anteriores, mostrando os bons resultados frente as reacées
de interesse.
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3 OBJETIVOS

3.1.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral sintetizar e caracterizar
complexos binucleares de ferro(l11), cobalto(ll1) e cobre(ll) a partir de
um novo ligante simétrico e estudar a promiscuidade catalitica destes
utilizando o substrato 3,5-di-terc-butilcatecol para reacdes de oxidacao e
bis—(2,4-dinitrofenil)fosfato para reagdes de hidrélise, além de testar a
capacidade dos complexos frente a clivagem do DNA.

3.1.2 Objetivos especificos

1

2)

3)

4)

5)

Sintetizar, purificar e caracterizar por técnicas espectrométri-
cas e espectroscopicas o ligante 2py2mff-Fenol.

Sintetizar e caracterizar os complexos de ferro(lll), cobal-
to(I11) e cobre(ll) por andlises espectroscopicas (infraverme-
Iho, absorcdo na regido do ultravioleta-visivel e titulacdo es-
pectrofotométrica), espectrometria de massa e medidas ele-
troguimicas (voltametria ciclica e voltametria de onda qua-
drada).

Investigar a reatividade e promiscuidade catalitica dos com-
plexos obtidos frente a reacdo de oxidacdo do substrato 3,5-
di-terc-butilcatecol e a reagdo de hidrélise do substrato bis—
(2,4-dinitrofenil)fosfato.

Analisar os resultados obtidos para a proposicdo de novos
complexos e sua promiscuidade catalitica frente a reagdes de
oxidacdo e hidrdlise.

Avaliar o potencial dos complexos sintetizados frente a cli-
vagem do DNA plasmidial e ct-DNA.
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4 EXPERIMENTAL
41 MATERIAIS

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes, empregados
nas sinteses e analises, foram adquiridos de fontes comerciais e utiliza-
dos sem purificacdo prévia: hidréxido de sddio, acido cloridrico 37 %,
sulfato de s6dio anidro, hidréxido de potassio, trietilamina, acido trifluo-
racético, p-cresol, hexametilenotetramina, bicarbonato de sodio, carbo-
nato de sodio, borohidreto de sodio, hidroxido de litio, brometo de po-
tassio grau espectroscopico, cloreto de potassio, tampdes bioldgicos
MES, HEPES, CHES, perclorato de litio, acetato de cobre(ll) hexa-
hidratado, perclorato de ferro(ll) hexa-hidratado, perclorato de cobal-
to(Il) hexa-hidratado, acetato de sddio, perclorato de sédio, hexaciano-
ferrato(l11) de potéssio, perclorato de litio, argbnio 5.0, cloroférmio
deuterado, agua deuterada, cloroférmio PA, acetonitrila PA, diclorome-
tano PA, isopropanol PA, metanol PA, etanol absoluto, acetona PA, e
acetonitrila grau espectroscopico.

Os compostos 2-(aminometil)piridina e trietilamina foram purifi-
cados (destilado a pressdo reduzida) antes de sua utilizagdo. O solvente
acido trifluoracético foi destilado a presséao reduzida e seco com P,0s. O
composto 3,5-di-terc-butilcatecol foi recristalizado utilizando éter de
petroleo e o composto bis—(2,4-dinitrofenil)fosfato foi sintetizado, puri-
ficado e caracterizado de acordo com o procedimento descrito na litera-
tura (BUNTON & FARBER 1969).

42  METODOS DE INSTRUMENTACAO
4.2.1 Espectroscopia no Infravermelho — 1V

Os espectros das amostras foram realizados utilizando um espec-
trofotdmetro com Transformada de Fourier e com acessorio de Refle-
tancia Total Atenuada Horizontal (FTIR - ATR) da Perkin-Elmer Spec-
trophotometer Spectrum 100, no laboratério de Bioinorgénica e Crista-
lografia do Departamento de Quimica - UFSC. As amostras tanto soli-
das como 6leo, foram empregadas diretamente no aparelho, sobre o
cristal e analisadas por refletancia total atenuada, no intervalo de 4000 —
500 cm™ em temperatura ambiente. As medidas foram corrigidas utili-
zando background sem a insercdo da amostra.
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422  Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio - RMN 'H

Os espectros de RMN de *H foram obtidos em um espectrometro
Bruker — AC 200, na Central de Anélises do Departamento de Quimica
— UFSC, em 200 e 400 MHz. Os deslocamentos quimicos de hidrogénio
foram registrados em ppm utilizando como referéncia interna tetrametil-
silano (TMS, 6 = 0,00 ppm) e como solvente CDCls.

4.2.3 Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros eletrénicos na regido do ultravioleta-visivel e infra-
vermelho préximo foram obtidos em um espectrofotdmetro Perkin-
Elmer modelo Lambda-750, no Laboratério de Bioinorganica e Crista-
lografia do Departamento de Quimica - UFSC.

As leituras foram realizadas utilizando solvente com grau espec-
troscépico em cubetas de quartzo com volume total de 1 mL e caminho
optico de 1 cm. Para espectros de refletancia difusa, em estado sélido,
foi utilizado o mddulo acoplavel, em que as amostras foram dispersas
em pastilhas de KBr espectroscopico.

4.2.4 Espectrometria de massas

Os compostos sintetizados (ligante e complexos) foram analisa-
dos via espectrometria de massa com ionizacdo via eletrospray (ESI-
MS). Os espectros foram medidos pelas técnicas responsaveis, sendo
obtidos no equipamento Amazon - lonTrap MS, do Centro de Biologia
Molecular Estrutural — UFSC. As analises foram realizadas a partir das
soluges dos ligantes e complexos em CH;OH grau MS com concentra-
céo de aproximadamente 500 ppb e fluxo de 180 uL min™. A temperatu-
ra do capilar foi mantida entre 180 e 200 °C e a voltagem do capilar
entre - 400 e - 500 V. Os dados obtidos sdo expressos pela relacdo m/z
dos fragmentos que apresenta a intensidade relativa dos picos frente ao
pico base (100%).

4.2.5 Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por vol-
tametria ciclica e de onda quadrada em um postenciostato/galvanostato
modelo Basi, Epsilon no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia,
Departamento de Quimica — UFSC.
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Os experimentos foram realizados em CH5CN com [C]= 1,0x107
mol L™, sob atmosfera de argonio. As analises foram realizadas em uma
cela eletroquimica contendo trés eletrodos: eletrodo de trabalho de car-
bono vitreo, eletrodo auxiliar de platina e eletrodo de pseudo referéncia
Ag/AgCI. Para as anlises realizadas em CH3CN foi utilizado hexafluo-
rofosfato de tetrabutilamonio (TBAPFs 0,1 mol L™) como eletrélito
suporte e o par ferroceno/Ferrocinio como padrédo interno (E1,vs ENH =
400 mV) (GAGNE, KOVAL et al., 1980).

4.2.6 Titulacdo Espectrofotométrica

As constantes de protonacdo foram determinadas por titulagdo
espectrofotométrica utilizando um espectrofotdmetro Perkin-Elmer mo-
delo Lambda-750 no Laboratério de Quimica Bioinorgéanica e Cristalo-
grafia— UFSC. Os pK, foram calculados utilizando o programa Origin.

Os experimentos foram realizados em CH3;OH/H,O (50:50,
%v/v), com forca iénica de KCI & 0,1 mol L™ e os valores de pH foram
ajustados com KOH 0,1 mol L™, variando de 2,5 a 9,0. As titulages
foram realizadas em uma cela termoestabilizada a 25 °C, controlada por
um banho termostatizado Visomes Plus. Os valores de pH foram contro-
lados utilizando um pHmetro previamente calibrado e as leituras foram
realizadas de modo manual adicionando-se aliquotas de aproximada-
mente 1 mL da solu¢do em uma cubeta de quartzo.

Apos cada medida, a aliquota foi devolvida para a solucéo que es-
tava sendo titulada. As medidas foram realizadas em um volume de
solucdo final de 30 mL, com concentra¢do dos complexos de aproxima-
damente 1,89x10™ mol L™. Os pontos do grafico foram ajustados com
uma curva sigmoidal e os valores de pK, foram obtidos pelo ponto de
inflexdo. Os diagramas de espécies presentes em solugdo em fungéo do
pH foram plotados com o programa SPECIES.

4.2.7 Analise elementar de CHN

As medidas para a determinacdo dos percentuais de carbono, hi-
drogénio e nitrogénio para os complexos sintetizados foram realizadas
na central de analises do departamento de quimica da - UFSC. Foi utili-
zado um analisador elementar CHNS/O Analyser PerkinElmer (Modelo
— 2400 Series 1) acoplado com balan¢a PerkinElmer (Modelo — Autoba-
lance AD 6000). Gas de arraste: hélio grau 5.0 e combustdo: oxigénio
grau 6,0.
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4.2.8 Testes cinéticos

A atividade catalitica dos complexos foi avaliada através da rea-
¢do de oxidagdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5- DTBC). Os
experimentos cinéticos foram realizados em triplicata, sob condicdes de
excesso de substrato monitorado por um espectrofotdmetro UV-Vis
Varian Cary 50 BIO acoplado a um banho termostatizado. A variagdo de
absorbancia ocorrida em 400 nm (e=1645 L mol™ cm™) (CHAVES,
2015) é referente & formagdo da 3,5-di-terc-butilquinona (3,5-DTBQ).
As reagdes foram monitoradas por 5 minutos para complexos de cobre e
10 minutos para os complexos de cobalto e ferro e os dados foram trata-
dos pelo método das velocidades iniciais.

Para as atividades cataliticas de reacdo de hidrélise do substrato
bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) o0s experimentos cinéticos
foram realizados em triplicata sob condicfes de excesso de substrato,
sendo monitorado por um espectrofotdmetro UV-vis Varian Cary 50
BIO acoplado a um banho termostatizado, ocorrida em 400 nm, referen-
te a liberacdo do anion 2,4-dinitrofenolato, como produto da reagdo de
hidrélise, a variacdo de absorbancia em relacdo ao pH e é apresentada na
Tabela 2.

Tabela 2- Valores do coeficiente de absortividade molar (g) do fenolato do
substrato 2,4-BDNPP em diferentes valores de pH.

pH  &(Lmol* cm™)

5,0 10078
5,5 11405
6,0 12004
6,5-9,0 12100

Adaptado de (PERALTA, et al. 2010).

As reacfes foram monitoradas por 10 minutos e os dados foram
tratados pelo método das velocidades iniciais. Para ambos os testes ciné-
ticos foram utilizados graficos das velocidades iniciais (vo) em funcéao
do pH, que permitiu a obtengdo do pH 6timo, valor no qual a atividade
catalitica é maxima. A determinacédo das velocidades iniciais em funcédo
da concentragdo do substrato foi realizada no pH 6timo sob as mesmas
condi¢des descritas para o estudo de influéncia no pH, resultando em
cinéticas de saturacdo com comportamento de Michaelis-Menten. Por
meio deste experimento determinou-se a velocidade maxima (Vmsx) € a
constante de Michaelis-Mentem (Ky). Também foi determinada a cons-
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tante catalitica (Kea= Vmax/[C]), € a eficiéncia catalitica foi determinada
pela razdo entre a constante catalitica e de Michaelis-Mentem
(E:kcat/KM).

3.3.9.1 Atividade catalitica frente a reacdes de oxidacéo

Os estudos em funcdo do pH para a atividade de catecolase dos
complexos FeL;, CoL; e Cul,, 0s quais visam a obtencdo do pH 6timo
de atividade frente a oxidacdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol, fo-
ram realizados pela variagdo da concentracdo de substrato em uma faixa
de pH entre 5,5 e 10,0 a 25°C.

Para o complexo FeL; adicionou-se 50 pL da solugdo aquosa do
tampao, 50 pL de uma solucdo em metanol do complexo ([3,02x10°
mol L™) e 1500 uL de metanol, a reacéo foi iniciada com adicdo de 50
L de uma soluco de substrato em metanol ([S]= 2,4x10°° mol L™). J&
para o complexo CoL, adicionou-se 50 pL da solucdo aquosa do tam-
pdo, 25 pL de uma solucdo em metanol do complexo ([C]= 2,86x10°
mol.L™") e 1550 uL de metanol a reagdo foi iniciada com adicéo de 25
uL de uma solugdo do substrato em metanol ([S]= 5,0x10° mol.L™). Por
fim para o complexo Cul; adicionou-se 50 pL da solucdo aquosa do
tamp&o 50 pL de solugdo aquosa de tamp&o 0,1 mol L™ MES (pH 5,5 a
6,5), HEPES (pH 7,0 a 8,0) e CHES (9,0 a 10,0), 30 pL de uma solugéo
em metanol do complexo ([C]= 2,74x10”° mol L™) e 1550 pL de meta-
nol, a reacdo foi iniciada com a adicdo de 25 pL de uma solugdo do
substrato em metanol ([S]= 5,0x10™ mol L™).

Os experimentos cinéticos em condic8es de excesso de substrato,
para determinacdo dos pardmetros cinéticos, foram realizados nas mes-
mas condicGes, porém alterando o volume de metanol e de solucéo de
substrato mantendo a proporgdo CH;OH/H,0 (32:1, %v/v), para que a
concentracdo de substrato variasse de 3,03x10™ mol L™ a 3,63x10°
mol L™ para o complexo Fel;, 1,20x10° mol L™ a 7,20x10° mol L™
para o complexo de CoL, e 3,64x10™ mol L™ a 4,24x10° mol L™ para o
complexo Cul;. CorrecBes de oxidacdo espontanea do substrato 3,5-
DTBC foram realizadas em condicdes idénticas, sem a adi¢cdo do com-
plexo.

A formacdo de perdxido de hidrogénio nas reacdes de oxidacédo
do 3,5-DTBC catalisadas pelos complexos de cobre, ferro e cobalto por
uma modificagdo do método de iodometria (CAMARGO, 2015), onde
uma mistura reacional foi preparada nas mesmas condicdes cinéticas.
Apobs uma hora de reacdo, um volume igual de agua foi adicionado e a
quinona formada no meio reacional foi extraida com diclorometano. A
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porcao aquosa foi acidificada com 4cido sulfdrico ([4cido]=5 x 10 mol
L™) a pH = 2, para interromper a reagdo de oxidac&o. Posteriormente, 1
mL de solucéo aquosa de iodeto de potassio (0,3 mol L™) foram adicio-
nados.

Na presenca de perdxido de hidrogénio ocorre a seguinte reacéo
apresentada pela Equacéo 1:

H,0, + 21~ + 2H* > 2H,0 + I, 1)

Em excesso de iodeto ocorre a formagdo do tri-iodeto, mostrado
na Equacéo 2:

Iz(aq) +I" - I3 (2)

Esta reagdo geralmente é lenta, mas em meio &cido torna-se prati-
camente instantanea. A formacdo do I3” pode ser monitorada espectrofo-
tometricamente devido ao surqimento de uma banda caracteristica em
353 nm (e = 26000 L mol™* cm™) (ACKERMANN, et al., 2002).

A variacdo da estequiometria da reacdo foi realizada nos valores
6timos de pH 6timos de cada complexo nas mesmas condicdes cinéticas,
na auséncia de oxigénio, durante 20 minutos a 25 °C. Em todos 0s expe-
rimentos corre¢des da oxidacdo espontdnea do substrato 3,5-DTBC
foram realizadas em condic6es idénticas sem a adi¢do do complexo.

3.3.9.2 Atividade catalitica frente a reacdes de hidrolise

Os estudos em fungdo do pH para atividade de hidrélise foram
realizados em uma faixa de pH entre 4,5 e 10,0 a 25 °C. Utilizaram-se
cubetas de vidro com capacidade para 4,0 mL e caminho éptico de 1,0
cm, nas quais foram adicionados 750 uL de solucdo aquosa de tampéo
0,1 mol L™* MES (pH 3,5 a 6,5), HEPES (pH 7,0 a 8,0) e CHES (9,0 a
9,5) com forca iénica mantida constante ([1] = 0,1 mol L™, LiCIO,), 30
FL de uma solucdo em acetonitrila do complexo ([C]= 3,02x10™ mol L’
) e 450 pL de acetonitrila, onde a reacdo foi iniciada com a adi¢do de
2010 L de uma solucéo do substrato em acetonitrila ([S]= 2,0x10° mol
L™).

Os experimentos cinéticos em condic8es de excesso de substrato,
para determinac@o dos pardmetros cinéticos, foram realizados nas mes-
mas condicGes, porém alterando o volume de acetonitrila e de solucéo
de substrato mantendo a propor¢do CH;CN/H,0 (50:50, %v/v), para que
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a concentracdo de substrato variasse de 3,33 x 10 mol L™ a 4,0 x 107
mol L™ Correcdes de hidrélise espontanea do substrato 2,4-BDNPP
foram realizadas em condi¢des idénticas, sem a adicdo do complexo.

O estudo do efeito isotopico de deutério na hidrélise do 2,4-
BDNPP foi realizado para o complexo Fel;, nas mesmas condicdes
cinéticas, ja descritas anteriormente. O tampdo foi feito utilizando agua
deuterada no pH “6timo” (pD=7,0). As reagdes foram monitoradas em
condicdes de 100 vezes de excesso do substrato e acompanhadas pelo
surgimento da banda referente ao substrato em 400 nm a 25 °C o trata-
mento de dados é feito pela relacdo entre (ku/kp).

A determinacdo do nimero de moléculas de substrato hidrolisa-
das por molécula de complexo foi realizada pelo acompanhamento es-
pectrofotométrico em 445 nm (e = 3600 L mol™ cm™ ) na condicéo de
50 vezes de excesso do substrato ([S]final = 2,0 x 10° mol L™ ) em
relacdo ao complexo ([C]final = 4 x 10™ mol L™ ), a reacéo foi acompa-
nhada por 24 horas a 25 °C.

Também foi realizado o acompanhamento da reacdo estequiomé-
trica em 400 nm entre os complexos e o substrato ([C]final = [S]final =
4x10"° mol L™) com duracéo de 55 horas a 50 °C. Em todos os experi-
mentos cinéticos a correcdo da hidrélise espontanea do substrato.

Para avaliar a atividade na presenca de um substrato monoéster,
2,4-dinitrofenila (2,4-DNPP), com a adi¢do consecutivade 1,2, 4, 6,8 ¢
10 equivalentes do monoéster ao complexo Fel,, pH 7,0, concentracdo
do complexo = 6,8x10° mol L™, em CH;CN:H,O (50:50%) tampéo
HEPES. Apds 7 horas das adi¢cGes dos equivalentes, foi adicionado 4
equivalentes do diéster 2,4-BDNPP e observado aumento da banda em
400 nm.

43 INTERAGAO COM O DNA

Os testes de interagdo com o DNA foram realizados no Centro de
Biologia Molecular e Estrutural (CEBIME) da UFSC. Para os testes de
interacdo foram utilizados 0 DNA plasmidial o qual foi utilizado para 0s
ensaios de clivagem o plasmideo pBSK-II (Stratagene, USA) dupla-fita
e superenovelado, com 2961 pb. Este plasmideo foi amplificado a partir
da transformacdo em células competentes, neste caso a bactéria Escheri-
chia coli DH5-a, seguindo protocolo preconizado por Ausubel e colabo-
radores (1995) e detalhadamente descrito por Oliveira (2006). Apés a
multiplicagdo, as culturas bacterianas foram centrifugadas e o DNA
extraido e purificado seguindo o protocolo do kit de extracdo e purifica-
¢do de DNA plasmidial HiSpeed Plasmid Maxi Kit (Qiagen). A concen-
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tracdo do DNA plasmidial extraido foi quantificada por espectrofotome-
tria UV-Vis (A260 = 1,0 = 50 ug mL™ de DNA) e a integridade verifi-
cada por eletroforese em gel de agarose (Ausubel, 1999; Oliveira, 2006).
Para testes de constante cinética de clivagem (Kqs) foi utilizado ct-DNA
proveniente da Sigma-Aldrich.

4.3.1 Efeito do pH na Clivagem do DNA

Para analisar o efeito do pH na clivagem do DNA plasmidial me-
diadas pelos complexos estudados neste trabalho, foram realizados tes-
tes de clivagem do DNA em diferentes tampdes (MES pH 6; HEPES pH
7 e 8; CHES pH 9 e CAPS pH 10). As concentrages finais dos comple-
x0s para os testes foram [FelL;] = 10 uM e [CuL,] = 25 uM. Para o
complexo Fel, foi necessario a utilizacdo de uma concentracéo inferior
comparada ao complexo CuL,, devido a sua precipitacdo em concentra-
¢cdes mais elevadas. Cada reacdo ocorreu por 8 horas a 50 °C. Os tam-
pdes foram selecionados por sua estabilidade e inércia em reacdo (Mash
et al., 2003). A determinagdo do pH “’6timo” foi realizada pela técnica
de eletroforese em gel de agarose (1%), na presenca de brometo de eti-
dio (intercalante com DNA). Os géis foram fotografados e posterior-
mente quantificados por densimetria.

4.3.2 Constante Cinética dos complexos (Kops)

Os ensaios de kqps foram realizados com a finalidade de se obter
as constantes cinéticas dos complexos FelL; e CulL; Em cada tubo ep-
?endorf adicionaram-se 14 pL de DNA pBSK-1l ([DNA]J=25 mmol L
), 14 mL de tampdo MES 6,0 (10 mmol L™), 77 mL de 4gua e 35 mL
de solucdo estoque de complexo, totalizando 140 mL. Aliquotas de 20
mL dos sistemas reacionais foram retiradas no inicio das reacdes e apds
transcorridas (0, 1, 3, 4, 7 e 8) horas a 50 °C. Apds a retirada de cada
aliquota, adicionou-se 5 mL de tamp&o de corrida a mesma para finali-
zar a reacdo de clivagem.

Controles nas mesmas condi¢fes reacionais, mas na auséncia dos
complexos, foram realizados para observar a degradacdo espontanea do
DNA. A constante cinética de clivagem (kops) para os complexos Fel; e
CuL; foram calculadas, tomando a reacdo como de pseudo primeira
ordem. O valor de ks foi obtido diretamente a partir do coeficiente
angular da regressao linear e originada do plote do logaritmo natural da
guantidade de forma intacta de DNA em funcéo do tempo de reacdo. Os
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valores de kqps de cada complexo foram corrigidos subtraindo-se destes
o valor do ke obtido do controle, que foi considerado equivalente a
degradacdo espontanea do plasmidio pBKS-II.

4.3.3 Dicroismo Circular

Os ensaios de CD foram realizados com o espectropolarimetro de
CD modelo J-815 (Jasco, USA). Uma amostra de 200 uM de CT-DNA
em 10 uM de tampdo (MES pH 6,0) foi titulada com concentracfes
crescentes dos complexos na razdo de [Complexo]/[DNA] de 0,05 a 1.
As varreduras foram realizadas na faixa de 220 a 500 nm, a 37 °C. Es-
pectros contendo somente os complexos foram determinados na ausén-
cia de DNA e nenhum sinal significativo foi encontrado.

4.3.4 Constante de ligacdo (Kb)

Os métodos de interacdo dos complexos necessitam de prévia
analise do DNA utilizado. Para determinacdo se o CT-DNA obtido de
fonte comercial estava livre de proteina, determinou-se a razao entre 260
nm e 280 nm dando um valor de 1,85, satisfatorio para 0s experimentos.
O valor da razéo 260/280 nm deve ficar entre 1,8 e 1,9 para uma amos-
tra livre de proteina (REICHMANN, et al., 1954). A concentracdo do
DNA foi determinada através da espectroscopia eletrdnica em um espec-
trofotdbmetro Perkin-Elmer modelo Lambda-750, no Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia do Departamento de Quimica - UFSC no
méximo de absor¢do em 260 nm para o DNA com € = 6600 L.mol™*.cm”
! (REICHMANN, et al., 1954). O experimento foi realizado em um
sistema de duas cubetas: Na cubeta 1 (controle) adicionaram-se inicial-
mente 480 pL do tampdo (MES, pH 6,0), e 240 uL de CH3CN espec-
troscopica; Na cubeta 2 (leitura) adicionaram-se inicialmente 480 pL do
tampdo (MES, pH 6,0), 155 mL de CH5CN e 85 pL de solucdo de com-
plexo 1,73x10° mol L™. Foram realizadas de 20 de 1,0 uL adicdes de
CT-DNA na concentracdo de 6,43x10° mol L™. Os espectros da titula-
cdo espectrofotométrica foram obtidos a partir da adicéo das sucessivas
guantidades de CT-DNA as solucfes dos complexos.

A andlise de dados da titulagdo permite o calculo da constante de
ligacdo intrinseca (Kb) entre o complexo e o DNA, utilizando um grafi-
co de [DNAYJ/ (eA — €F) x [DNA]. A constante de ligacdo intrinseca
mede a forca de ligagdo do complexo ao DNA. O Kb é calculado através
da Equacdo 3 (PYLE et al., 1989).
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[DNA]  [DNA] 1
(eA—€F)  (eB — ¢F) *xB (B — €F)

3)

Nesta equagio €F, €A e €B correspondem respectivamente ao co-
eficiente de absor¢cdo molar para o complexo metéalico livre, ao coefici-
ente de absorcédo para cada adi¢cdo de DNA e ao coeficiente de absor¢éo
para o complexo totalmente ligado ao DNA.
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5 SINTESES

5.1 SINTESE DO PRECURSOR (2-CLOROMETIL-4-METIL-6-
FORMOFENOL)-CMFF.

CH, CH, CH,4
CHCl, HCI
NaOH 0O HCHO Cl _0
OH OH OH

Inicialmente preparou-se o 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (HMB)
em uma reacao de formilacdo do p-cresol (THOER, 1988). Em um bal&o
de 3 bocas de 5L, equipado com um agitador mecéanico e um condensa-
dor. Adicionou-se o p-cresol (21,6 g, 200 mmol, 108,14 g mol™) em 1,5
L de cloroférmio. A solucdo foi mantida em agitacdo em banho com
temperatura controlada entre 56 — 60 °C. Foi realizada a adi¢do de
NaOH (480 g, 12 mol, 40,00 g mol™), solubilizado em 200 mL de agua
destilada, em pequenas porc¢Ges durante 3 primeiras horas. A reacao foi
mantida por mais uma hora e entdo o sistema foi resfriado até a tempera-
tura ambiente. Foram adicionados aproximadamente 1,5 L de agua des-
tilada e, sob agitacdo, foi acidificado com HCI concentrado, aproxima-
damente 1200 mL, até pH = 2.

A fase organica (6leo escuro viscoso) foi separada, lavada com
agua destilada, seca com Na,SO, anidro e o solvente foi removido a
pressdo reduzida. O produto foi entdo destilado a pressdo reduzida. O
HMB foi obtido como um sélido amarelo e purificado com coluna cro-
matografica em silica, utilizando diclorometano como eluente. O solven-
te foi retirado a pressdo reduzida sendo obtido um sélido cristalino. Na
segunda etapa da sintese, em um baldo de 500 mL adicionou-se 0 HMB
(6,4 g, 47 mmol, 136,15 gmol'l), formaldeido 37% (3,81 g, 94 mmol) e
acido cloridrico concentrado (25 mL). O sistema foi mantido em refluxo
e agitacdo por 30 minutos e, posteriormente, resfriado a 0 °C, formando
um precipitado no fundo do baldo, que foi triturado, filtrado sob vacuo e
recristalizado a quente em diclorometano, sendo obtido um sélido bran-
co, o qual foi deixado no dessecador com silica sob vacuo para secar.
P.F.: 94-96 °C com rendimento de 85% (7,4 g, 40 mmol,184,62 g mol'l)
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em relagcdo ao HMB. A Figura 15 apresenta o grafico de IV para o pré-
ligante CMFF.

IV (KBr) em cm™: v (C-Ha € C-Hai) 3028-2918; v (CHag) 2850; v
(C=0) 1663; v (C=C) 1600-1470; & (O-Hienot) 1372; v (C-Osencr) 1256; 3
(C-Hay) 703; v (C-CI) 612.

Figura 15-Espectro na regido do infravermelho em ATR do precursor CMFF.
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'H-RMN SH (200 MHz; CDCl3) em ppm: 11,25 (s, 1 H, OHynq); 9,86
(s, 1 CHgyq); 7,46 (s, 1 H, CHy); 7,35 (s, 1 H, CHy); 4,67 (s, 2 H, CHy);
2,35 (s, 3 H, CHy).

Figura 16- Espectro de RMN 'H (200 MHz) em CDCl; do precursor CMFF.

Chemical Shift (ppm)

Atencdo: durante a Ultima etapa de reacdo pode formar o composto bis-
(clorometil)éter, altamente toxico e comprovadamente um potente agen-
te carcinogénico. Portanto, essa reacdo deve ser realizada em capela
com boa exaustdo, utilizando-se méscara e luvas, e todo o material
utilizado deve ser lavado com solucdo alcalina (por exemplo, eta-
nol/agua/KOH: 60 mL/40 mL/5 g, na capela), pois o bis- (clorome-
til)éter € rapidamente hidrolisado a formaldeido na presenca de base. A
solucdo reacional e todos os residuos devem ser descartados somente
apoés correcdo do pH (pH>9,0) por adicdo de hidréxido de sédio ou
potassio.
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52 SINTESE DO PRECURSOR 2ALD-FENOL (2-HIDROXI-1,3-
METILALDEIDO).

OH OH
N
BN TFA 0”7 o0
L\N) Refluxo, 72 horas

A sintese do precursor foi realizada de acordo com (LINDOY,
1998). Em um baldo de 125 mL foram adicionados 25 mL de acido
trifluoroacetico, em banho de gelo. Em seguida, foi adicionado hexame-
tilenotetramina (10,59 g, 75,5 mmol, 140,13 g mol™) e p-cresol (4,35 g,
26,4(9 mmol, 164,05 g), as adicdes foram realizadas em atmosfera de
argonio. O sistema foi mantido em refluxo a 70 °C durante 72 horas. O
produto obtido foi adicionado em uma solucéo de 100 mL de &cido clo-
ridrico 2 mol L™ e deixado por 10 minutos. Em seguida, a mistura foi
transferida a um funil de extracdo, no qual o produto foi extraido utili-
zando (1 x 200mL) de CHCl,, (1 x 200 mL) de HCI, (1 x 200 mL) de
H,0 e por fim (1 x 200 mL) de solu¢do salina de NaCl. A fase orgéanica
foi seca utilizando Na,SO, realizando uma filtragdo simples, seguida de
evaporacdo do solvente, a pressdo reduzida, e como produto obteve-se
um solido amarelo claro, com rendimento de 71,27%, relagdo ao p-
cresol. A reagdo foi acompanhada por placa CCD, a partir disso foi esti-
pulado o tempo reacional.
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IV em cm™: v( C-Hy . C-Halif) 3028 e 2926; v (C-Haq) 2870; v (C=0)
1678; v (C=C e C=N) 1600 e 1456; & (O-Heno)) 1330; v (C-Ofenor) 1211;
& (C-Hay) 746.

Figura 17- Espectro na regido do infravermelho em ATR do precursor 2ald-
fenol.
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RMN de *H: (200 MHz; CDCl) 8/ppm: 2,39 (s, 3H, CHa); 7,77 (d, 2H,
CHarom), 10,22 (d, 2H, CHag); 11, 45 (s, 1H, OH).

Figura 18- Espectro de RMN de 'H (200 MHz) em CDCl, do 2ald-Fenol.
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53  SINTESE DO PRECURSOR 2PY-FENOL - [4-METIL-2,6-BIS
(3- (PIRIDIN-2-IL) PROPIL) FENOL].

O| OH(") OH

[ CH,OH, 25°C ! NN NS
-
+ 2N__= NH; NaBH,, 0 °C =N N__=

Em um baldo de 100 mL foi adicionado o 2-hidroxi-1,3-
metildialdeido (1,59 g, 9,68 mmol, 164,16 g mol™) que foi solubilizado
em 30 mL de metanol. Em seguida, foi realizada a adic8o lenta, utili-
zando um funil de adicéo, de uma mistura de 2-aminometilpiridina (2,09
g, 19,37 mmol, 108,14 g mol™) e 20 mL de metanol ao bal&o contendo o
2ald-Fenol, sendo que a reagdo ocorreu por aproximadamente 3 horas.
Como produto obteve-se a formacdo da imina apresentando coloracdo
laranja. Em seguida, foi realizada a adigdo de NaBH, (0,756 g, 20 mmol,
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37,83 g mol™) em banho de gelo, com a finalidade de promover a redu-
¢do da imina formada, a reacdo ocorreu por 1 hora. Em seguida, o pH do
meio reacional foi corrigido para 7,0 utilizando uma solucéo de HCI 2
mol L™. Posteriormente, foi realizada a evaporagdo do solvente, o pro-
duto restante no baldo foi solubilizado com CH,CI, e extraido com agua
(5 x 15 mL). A fase organica foi seca utilizando Na,SQO, realizando uma
filtracdo simples, seguida de evaporacdo do solvente, a presséo reduzida,
e como produto obteve-se um 6leo amarelo escuro, com rendimento de
53,10%, em relacdo ao ligante 2ald-fenol. A reacdo foi acompanhada
por placa CCD, a partir disso foi estipulado o tempo reacional.

IV em cm™: v (N-Hamina) 3220 v( C-Har e C-Haiif) 2909 e 2842; v (C=C e
C=N) 1592 e 1433; & (O-Hsenor) 1297; v (C-Ofenor) 1243; & (C-Har) 753.

Figura 19- Espectro na regido do infravermelho em ATR do 2Py-Fenol.
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RMN de *H (200 MHz; CDClg) &/ppm: 2,32 (s, 3H, CHs); 4,00-4,03 (d,
8H, CHy); 5,39 (s, 1H, OH);6,94 (d, 2H CHaom); 7,29-7,42(t, 4CHyiridina);
7,74 (t, 2CHpiridina); 8,65 (d! 2CHpiridina)-

Figura 20- Espectro de RMN *H (200 MHZ) em CDCl, do ligante 2py-Fenol.
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54 SINTESE DO LIGANTE SIMETRICO 2PY2MFF-FENOL [3,3
- ((((2-HIDROXI-5-METIL-1,3-FENILENO) BIS (METILE-
NO)) BIS (PIRIDIN-2-ILMETIL) BIS (METILENO)) BIS (2-
HIDROXI -5-METIL-BENZALDEIDO))]

OH CHs q
i trietilamina
@/\H H&[@ N CHzC‘z
=N N~ 2cl refluxo 6 dias
OH

Em um baldo de 250 mL foi adicionado o 2Py-Fenol (2,23 g, 6,08
mmol, 366,21 g mol‘l) dissolvido em 50 mL de CH,Cl,. Em seguida, foi
adicionado lentamente trietilamina (1,23 g, 12,50 mmol, 101,19 g mol'l)
ao baldo. Seguidamente, em um béquer o cmff (2,24 g, 12,50 mmol,
184,03 g mol'l) foi solubilizado em CH,Cl, e adicionado gota a gota ao
meio reacional em banho de gelo. A reacdo foi mantida em refluxo a 45
°C durante 6 dias, e foi extraida (4 x15mL) com NaHCOze (8 x 15 mL)
com H,0. A fase orgénica foi seca utilizando Na,SO, realizando uma
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filtracdo simples, seguida de evaporacdo do solvente, a presséo reduzida,
como produto obteve-se um sélido amarelo claro, com rendimento de
88,95%, em relacdo ao 2py-Fenol. A reagdo foi acompanhada por placa
CCD, a partir disso foi estipulado o tempo reacional.

IV em cm™: v( C-Hy . C-Halif) 3009 e 2921; v (C-H,q) 2857; v (C=0)
1674; v (C=C e C=N) 1594 e 1475; & (O-Hzenor) 1375; v (C-Ofenor) 1261;
8 (C-Hy) 731.

Figura 21- Espectro na regido do infravermelho em ATR do 2py2mff-fenol.

100

95 - ﬂ
90 -
85 1
80 -

T (%)

75 4

70 1

65 -

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
namero de onda (cm™)



72

RMN de H (400 MHz; CDCly) 8/ppm: 2,22-2,25 (m, 9H, CHaarom),
3,77-386 (t, 12H, CH,); 6,88 (m, 2H, CHgom); 7,23 (t, 4H, CHarom); 7,39
(t, 4H, CHyirigina) 8,60-8,62 (M, 2H, CHyjrigina); 10,15 (M, 2H, CHay).

Figura 22- Espectro de RMN 'H (400 MHZ) em CDCl, do ligante 2py2mff-
Fenol.
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5.5 SINTESE DO COMPLEXO Fel,

Figura 23- Rota sintética do complexo FeL;.

LA LT
? N OH O + 2 Fe(CIO,).aH;0 MeOH NalOAg) MeOH, Na(OAc) :?\/
\Q) \Q/ /\O O/\
0”

%o Cloy

A uma solugdo metandlica contendo 0,32 g (0,5 mmol; 644,30 g
mol™) do ligante 2py2mff-Fenol com algumas gotas de diclorometano,
utilizado para facilitar na solubilidade. Em seguida, foi adicionado 0,25
g de Fe(ClO,),.6H,0 (1,0 mmol; 362,87 g mol™), sob agitago e leve
aquecimento. Apds 10 minutos adicionou-se 0,13 g de NaOAc (1,0
mmol; 136,08 g mol™). A solucéo pirpura resultante permaneceu em
agitacdo e aquecimento por aproximadamente 30 minutos. A seguir,
filtrou-se o complexo e deixou-se em repouso. Apds a lenta evaporacao
do solvente, lavou-se com isopropanol e éter etilico gelado, foi obtido
um po de coloragdo purpura com massa de 0,27 g e rendimento 67 % em
relacdo ao ligante 2py2mff-Fenol.
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IV(ATR), em cm™: v (C-Ha & C-Hair) 3009 € 2922; v (C=Hyq) 2858;
v (C=04y) 1656; v (C=C e C=N) 1608 € 1552; Vs (OAC) 1561; Viim
(OAC) 1461; v (ClO,) 1086 e (C-Har) 621.

Figura 24- Espectro na regido do infravermelho em ATR do complexo FeL;.
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56  SINTESE DO COMPLEXO Col,

Figura 25- Rota sintética do complexo CoL,;.

+
| » 4 | =
=N OH N = I'
OI OH "N N™ OH IO"‘ 2 Co(CIO, ), 6H,0 2CNCHIOH,_ CH;CZI;’EHJOH
a(0Ac) -"“Co
/ \o o/\

cwoa
A uma solugdo de acetonitrila e metanol contendo 0,32 g do li-
gante 2Py2mff-Fenol (0,5 mmol; 644,30 g.mol'?, foi adicionado 0,25 g
de Co(ClOg4),.6H,O (1,0 mmol; 365,93 g.mol™), sob agitagdo e leve
aquecimento. Ap6s 10 minutos foi adicionado 0,13 g de NaOAc (1,0
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mmol; 136,08 g.mol™). A solucdo marrom resultante permaneceu em
agitacdo e aquecimento por aproximadamente 30 minutos. A seguir,
filtrou-se e deixou-se em repouso. Apos a lenta evaporagao do solvente,
lavou-se 0 complexo com isopropanol e éter etilico gelado, foi obtido
um poé de coloragdo marrom com massa de 0,229 e rendimento de 51 %
em relacdo ao ligante 2py2mff-Fenol.

IV(ATR), em cm™ v (C-Hy e C-Haif) 3010 e 2922; v (C=Haqg)
2855; v (C=044) 1655; v (C=C e C=N) 1652 e 1550; V4 (OAC) 1561;
Vsim (OAC) 1459; v (ClO,) 1088 e (C-Har) 621.

Figura 26- Espectro de infravermelho em ATR do complexo CoL;.
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5.7  SINTESE DO COMPLEXO Cul,

Figura 27- Rota sintética do Complexo CulL,.

P
K@) ﬁ K@) +2 Cu(OAC)4.6H;0 W )\/\@f/p/

/\c

cio,

As sinteses dos complexos foram realizadas segumdo metodolo-
gias conhecidas. Em um béquer foi adicionado o 2py2mff-Fenol (0,32 g,
0,5 mmol, 664,30 g mol™) dissolvido em 20 mL de Metanol. A solucéo
foi mantida em agitacdo e aquecimento brando até a completa solubili-
zacdo do ligante. Em seguida, foi adicionado lentamente o sal do metal
Cu,(OAC)4.6H,0 (0,199 g, 1,0 mmol, 181,63 g mol™). A solucéo foi
mantida em agitacdo durante 15 minutos, e posteriormente foi realizada
a adicdo do sal NaClO, (0,12 g, 1,0 mmol, 122,44 g mol™). A solucio
permaneceu em agitacdo e aquecimento durante 20 minutos, esta apre-
sentou coloragdo esverdeada. Depois da evaporagdo lenta do solvente o
po obtido foi lavado com isopropanol e éter gelado, obtendo massa de
0,34 g e rendimento de 81 % do complexo em relacdo ao ligante
2py2mff-Fenol.

IV(ATR), em cm™ v (C-Hy € C-Hyir) 3008 e 2919; v (C=H.y4) 2862;
v (C=041) 1649; v (C=C e C=N) 1605 e 1476; V.s (OAC) 1545; Vi
(OAc) 1447; v (ClO,) 1076 e (C-Har) 620.
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Figura 28- Espectro de infravermelho em ATR do Complexo CuL,.
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Atencdo: Embora nenhum problema tenha sido encontrado nas sinteses
e purificagBes dos complexos, sempre devem ser tomadas precaucdes no
manuseio de sais de perclorato, por serem potencialmente explosivo!
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentadas as caracterizacOes e respectivas
discussdes em relacdo as sinteses do ligante e complexos. Também se-
rdo apresentados resultados relacionados a atividade dos complexos
frente a reagbes de oxidacdo e hidrdlise e finalmente resultados de inte-
racdo dos complexos com &cidos nucléicos. Na Figura 29, estdo apre-
sentados os complexos de estudados neste trabalho.

Figura 29- Complexos sintetizados a partir do ligante 2py2mff-Fenol.

Fonte: A Autora.
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6.1 CARACTERIZAGCAO DO LIGANTE

A partir das rotas sintéticas descritas na se¢do experimental foi
possivel obter tanto na sintese dos precursores quanto do 2py2mff-
Fenol, bons rendimentos. O ligante foi obtido com grau de pureza ade-
quado para ser utilizado na sintese dos complexos, sendo caracterizado
por técnicas de espectroscopia de infravermelho (IV), espectroscopia de
ressonancia magnética (RMN 'H) e espectrometria de massa.

6.1.1 Espectroscopia no Infravermelho — IV

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica simples e efici-
ente, onde a partir dela foram atribuidas as principais bandas dos precur-
sores e do ligante final 2py2mff-Fenol, com base na semelhanca, de
modo a serem utilizadas para acompanhar a formagdo dos compostos em
cada etapa de reacdo. As bandas caracteristicas dos precursores e ligante
sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3- Relacdo das bandas caracteristicas dos precursores e ligantes obtidos
pela técnica de infravermelho em ATR (SILVERSTEIN, WEBSTER, 2000).

S i : 2py2mff-
Atribuicdes 2ald-Fenol 2py-Fenol Fenol
v (N-H amina) o 3220 o
v (C-H gome
C-H ajitatico) 3028/2926 2909 / 2842 3009/2921
V(C-H aigeico) 2870 2857
v (C=O aldel'do) 1678 e 1674
v (C=C e C=N) 1600/--- 1502/1433  1594/1475
8 (0-H ena) 1330 1297 1375
V (C-O fenor) 1211 1243 1261
8 (C-H om) 746 753 731

Os resultados provenientes dos estiramentos e vibracdes das mo-
léculas para os precursores até o 2py2mff-Fenol forneceram resultados
preliminares das sinteses realizadas. Na sintese do ligante 2ald-Fenol foi
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observado principalmente a presenca das bandas intensas em 1678 cm™
referentes ao estiramento da banda C=O do grupo aldeido (PAVIA,
2009; SILVERSTEIN, WEBSTER, 2000). Em seguida, para a formagéo
do ligante diamina, a presenga dos estiramentos das ligagcfes N-H dos
grupos aminas em 3220 cm™, C=N em 1456 cm™ foram um forte indica-
tivo de que a reacdo foi bem sucedida. Posteriormente, para a formacao
do 2py2mff-Fenol, é observado novamente o aparecimento de uma ban-
da intensa referente ao estiramento C=0 aldeido (1674 cm™), além da
auséncia de estiramentos referentes ao grupo amina (SILVERSTEIN,
WEBSTER, 2000). A Figura 30 apresenta o espectro com a variacdo das
bandas dos precursores e ligante final, 2py2mff-Fenol.

Figura 30- Comparacdo dos espectros dos precursores e ligante final,
2py2mff-Fenol.

——2ald-Fenol

— 2py-Fenol

— 2py2mff-Fenol

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ntmero de onda (cm™)



82

6.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN *H

A espectroscopia de RMN de *H foi uma técnica Gtil para a carac-
terizacdo dos compostos sintetizados. Os deslocamentos quimicos e a
integracdo dos sinais de cada espectro permitiram determinar o nimero
de hidrogénios presentes em cada composto. Os valores de deslocamen-
to quimico (8 em ppm), o0 nimero de hidrogénios correspondentes e as
atribuicdes dos sinais do 2py2mff-Fenol estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4- Tabela das atribui¢Ges de deslocamento quimico do ligante 2Py2mff-
Fenol.

Posicdes (ppm) X X
2,20-2,26 (s, 9H) |/N N'/
3,74-3,79 (s, 12H) OH

6,85 (s, 2H) O OH N N” OH O
7,21-7,34 (m, 8H) | |

7,64 (t, 2H)

8,59 (d, 2H)

10,13 (s, 2H)

Os sinais de ressonancia apresentam no campo de maior blinda-
gem 0s grupamentos metila, em campo intermediério estdo presentes o0s
sinais referentes a grupamentos metilenos e em campo de menor blinda-
gem estdo representados os hidrogénios relacionados aos anéis aromati-
cos. Também, é notada a sinais em 10,13 referentes aos hidrogénios dos
grupos aldeidos. A Figura 31 apresenta o espectro de RMN do ligante
2py2mff-Fenol.
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Figura 31- Espectro de RMN 'H (400 MHZ) em CDCl, do ligante 2py2mff-

Fenol.
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6.1.3 Espectrometria de massa do ligante 2py2mff-Fenol

A espectrometria de massa por ionizacgdo eletrospray foi aplicada
na caracterizagdo do ligante final (2py2mff-Fenol), com o proposito de
obter informagbes qualitativas referentes as espécies carregadas em
solucdo. A técnica indicou para o ligante a presenca de um pico de ion
molecular com (m/z = 644,30), referente & espécie [M+H]". Acredita-se
gue a espécie mais provavel para estar protonada seria um dos aldeidos
presentes na molécula. Também foi verificada a auséncia de outros pi-
cos significativos para a analise. A Figura 32 evidencia o espectro obti-
do experimentalmente sobreposto ao teérico.
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Figura 32- Espectro de ESI-MS do 2py2mff-Fenol em metanol em (a) distribui-
¢do isotopica e (b) simulagéo da espécie [CagH4N,Os]".
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6.2 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

A partir dessa se¢do, o ligante 2py2mff-Fenol serd denominado
L, todas as vezes que seu nome for associado aos complexos.

6.2.1 Espectroscopia no infravermelho -1V

As anélises de infravermelho para os complexos sdo utilizadas
como uma técnica preliminar para as demais caracterizagfes. A técnica
fornece as bandas caracteristicas associadas aos nimeros de onda dos
grupos funcionais caracteristicos de vibragdes moleculares dos compos-
tos em estudo. Os complexos foram comparados com o ligante L; com a
finalidade de obter informagdes iniciais a respeito da coordenagdo do
ligante com os centros metélicos. A Tabela 5 compara as bandas do L,
com cada um dos complexos.

Tabela 5- Relagdo das bandas do ligante 2py2mff-Fenol e dos respectivos com-
plexos a partir da técnica de infravermelho por ATR (SILVERSTEIN, WEBS-
TER, 2000; NAKAMOTO, 1977).

Estiramentos 2py2mff-Fenol FelL, CoL, CuL,

v (C-H gomeC-Haif)  3009/2921 3009/2922  3010/2922 3008/2919
V(C-Hap) 2828 2858 2855 2862
Vv(C=0gq) 1671 1656 1655 1649

v(C=C/C=N) 1608/1473 1608/1552 1652/1550 1605/1476
Vass(COO- acetato) 1561 1561 1545
Vsim(COO- eetato) 1461 1459 1447

8 (O-H fenc)) 1376 1313
V(C-O fenar) 1264 1268 1260 1258
v(C-N) 1148 1156 1161 1161
v(ClOg4-) 1086 1088 1076
8 (C-Harom) 729 621 621 620

A partir dos nimeros de onda, decorrente das vibracGes das liga-
¢Oes, é possivel observar uma diferenca significativa nos valores obser-
vados entre 0s grupos presentes nos complexos em comparagdo aos do
ligante. Foi observado um deslocamento para regido de menor energia
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das bandas dos complexos. Essa diferenga ocorre porque ao se coorde-
nar ao centro metalico, o comprimento das liga¢cdes dos atomos adjacen-
tes diminui logo, o deslocamento das bandas dos complexos comparadas
as bandas do ligante livre € menos energético.

Destaca-se 0 desaparecimento das bandas referentes aos estira-
mentos O-Hgno dos complexos Fel; e Col;, sendo um indicativo de
que os fenois estejam desprotonados, por outro lado observa-se a pre-
senca dessa banda para o complexo de Cul; sendo um indicativo de que
pelo menos um dos fendis estejam protonados no complexo.

A presenca de bandas referentes as vibragdes dos grupos acetatos
assimétricos e simétricos é notada em todos os complexos, apesentando
uma diferenca entre as mesmas de 100 cm™ para Fel,, 102 cm™ para
ColL, e 98 cm* para CulL; sendo esses um forte indicativo de que 0s
grupos acetatos estdo coordenados em ponte de forma bidentada aos
complexos (NAKAMOTO, 1977). Uma banda intensa referente ao esti-
ramento do perclorato também esta presente em cada um dos espectros
dos complexos, indicando a presenca do contra-ion. A Figura 33 compa-
ram os espectros dos complexos com o ligante.

Os valores atribuidos na tabela referente aos estiramentos tanto
dos ligantes quanto dos complexos, estdo de acordo com valores ja pu-
blicados na literatura (NEVES, et al., 2001; SMITH, et al., 2012; ME-
GHERSAN, et al., 2018).
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Figura 33- Espectro de infravermelho em ATR do ligante (preto), FeL, (azul),
CoL,; (vermelho) e CuL, (verde).
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Todos esses fatores sdo um indicativo de coordenacdo do ligante
com 0s metais em estudo. N&o é possivel notar grande diferenca em
relacdo aos espectros de infravermelho para os complexos FeL,, CoL; e
Cul,, visto que apenas 0s metais que coordenam o sistema mudam,
sendo mantido 0 mesmo ligante para todas as sinteses.

6.2.2 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas foi de grande importancia no estudo
dos complexos, fornecendo um indicativo das espécies geradas em solu-
¢do e seus respectivos ions moleculares. Os espectros de massa dos
complexos Fel,, CoL; e CuL, sdo apresentados nas Figuras 32, 33 e 34.

O complexo FeL; apresenta um grupo de picos com razdo mas-
sa/carga em 815,18 o qual foi atribuido a espécie [CsHasFeN4O7 +
2CH;07", sendo que a diferenca entre os sinais forneceu o valor de
carga da espécie, desta maneira o fragmento mais estavel apresenta car-
ga (1+). A presenca dos grupos metdxido na forma de aduto é atribuida
a presenca de metanol tanto na sintese como na utilizacdo como solvente
na analise realizada. A partir do grafico de distribuicdo das espécies €&
observado que as intensidades dos demais conjuntos de espécies apre-
sentam uma intensidade menor que 20%, portanto foram desconsidera-
dos na andlise. A simulacéo isotopica da espécie, sobreposicdo dos es-
pectros tedricos e experimentais assim como a estrutura proposta é apre-
sentada na Figura 34.
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Figura 34- Espectro de ESI-MS do complexo FeL, em metanol em (a) distribui-
¢ao isotopica e (b) simulagéo isotpica da espécie proposta.
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O complexo Col; apresentou um pico em relagdo massa/carga
em 881,23 que pode ser atribuido a espécie [Cs3H47C0,N4Og + 2CH50-
+ C3HgO]", a diferenca entre os sinais forneceu para a espécie analisada
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uma carga (1+). Um segundo pico em 849,20 foi atribuido a espécie
[C4oHasCONs0; + CH30™ + CHsCN + H,0O]" e outro em 895,25
[C44Hs51C0,N50g + 2CH30H + CHLCN + CH3;07". A presenca de grupos
metdxido na forma de aduto pode ser atribuida a presenca de metanol
tanto na sintese como solvente na andlise, a presenca de acetonitrila
também pode ser atribuida a utilizagdo da mesma na sintese do comple-
X0 e a presencga de isopropanol é atribuida a utilizagdo do mesmo na
purificacdo do complexo apos a sintese. A primeira proposta, apresenta-
da em (b) atribuiu-se que os dois centros de cobalto estdo presentes
como Co*". Para as demais espécies propostas, apresentadas em (c) e (d)
atribui-se que um dos centros de cobalto sobre reducdo, ficando na for-
ma Co®*. A simulagdo isotdpica da espécie, sobreposicdo dos espectros
tedricos e experimentais assim como a estrutura proposta é apresentada
na Figura 35.

Figura 34- Espectro de ESI-MS do complexo CoL; em metanol em (a) distribui-
cdo isotopica e (b), (c) e (d) apresentam simulagdo isotopica das espécie pro-
posta.
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Ja o complexo CuL; apresenta um grupo de picos em razdo mas-
sa/carga em 430,60 o qual pode ser atribuido a espécie [C4,H47Cu,N4Og
+ CH3OH]*". A diferenca entre os sinais forneceu o valor da carga da
espécie, dessa maneira o fragmento mais estavel apresenta carga (+2).
Na proposta, é observada a presenca da ponte acetato, assim como de
uma molécula de metanol. Este pode ser atribuido tanto pela utilizagdo
do mesmo na sintese do complexo quanto na solubilizacdo da amostra.
A simulacao isotdpica da espécie, sobreposicdo dos espectros tedricos e

experimentais assim como a estrutura proposta é apresentada na Figura
36.
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Figura 36- Espectro de ESI-MS do complexo CuL; em (a) distribuigdo isotopica
e (b) simulagéo isotdpica da espécie proposta.
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A presenca de grupos metdxidos, presentes como adutos, para as
propostas de espécies ja vem sendo reportado na literatura (LANZNAS-
TER, et al., 2005; SMITH, et al., 2007).
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7 Anélise elementar de CHN

Os resultados obtidos em relagdo a analise elementar apresentam
uma boa correlagdo entre os valores tedricos e calculados. A Tabela 6
apresenta a formula molecular e as porcentagens de C, H e N (calcula-
da/encontrada) para os complexos sintetizados bem como a proposta
relativa as composicdes quimicas de cada complexo.

Tabela 6- Porcentagem (calculada/encontrada) de C, H, N para os com-
plexos sintetizados.

Com Férmula % C % H % N
plexo molecular

FeL;  CysgHssClLFe;N,O95  42,66/42,50 4,18/4,79 4,36/5,03
ColL, C43H15CIC0;N40145 50,61/51,33 4,62/4,81 5,48/5,57
CulL, C41H46Cl,Cu,N,4O45 47,27/47,68 4,29/4,49 5,31/5,42

Composicdes quimicas Massa Molar

Fel, [FeL,(1,5CH;0H) (3H,0) (2CI0O,)] 1114,49
Col, [CoL, (1,5H,0) (CIO4)] 1006,18
CulL, [CuL, (2CH50OH) (2CI0,)] 1032,82

Alguns desvios foram encontrados nas formulas moleculares pro-
postas para 0os complexos, visto que a presenca de umidade ou molécu-
las de solvente adsorvidas nas amostras podem alterar os resultados.

Em todas as amostras foram encontradas moléculas de agua que
podem ser provenientes do préprio ambiente. Também séo encontrados
percloratos, referentes aos sais dos metais utilizados na sintese dos com-
plexos, como no caso dos complexos FelL; e CoL,. No caso do comple-
x0 Cul; a presenca de perclorato é decorrente a utilizagdo do mesmo
como contra-ion na sintese.
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7.1.1 Espectroscopia eletrénica na regido do UV-Vis

Os espectros de absorcéo dos complexos estudados foram inves-
tigados na regido de 300 e 900 nm, utilizando-se como solventes: agua,
metanol, diclorometano e acetonitrila, como solventes. Os espectros dos
complexos foram plotados em funcdo dos valores de seus coeficientes
de absorcdo (¢ /L mol™ cm™) e podem ser observados na Figura 37.

Figura 35- Espectro eletronico dos complexos FeL;, CoL, e CuL,; em solucéo de
MeOH, MeOH/H,0 e CH,CI, 50% (v/v), sendo: a) FeL, b) CoL, e c) CuL,.
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Os espectros eletrénicos dos complexos Col; e Cul; apresenta-
ram bandas de absorcdo de baixa intensidade em reigides de menor
energia, em 672 e 664 nm, respectivamente, as quais sdo referentes as
transicbes do tipo d-d dos centros metalicos de cobalto(l11) e cobre(ll)
em diclorometano, mutualmente. Para o complexo Fel;, ndo é possivel
observar este tipo de transicédo, visto que a mesma é proibida pela regra
de selecdo de spin para sistemas d° spin alto, como é o caso do ferro(I11)
(MIESSLER, 2014). No entanto, esse complexo apresenta uma banda



97

intensa entre 606 nm em diclorometano, a qual é atribuida a um proces-
so de transferéncia de carga do tipo ligante — metal (TCLM) provenien-
te os orbitais pr dos grupos fenolato para os orbitais dn* do ion fer-
ro(I1) (GABER, 1974).

Os trés complexos apresentaram uma banda referente a um pro-
cesso de transferéncia de carga ligante — metal (TCLM) na regido entre
338 a 386 nm referentes as transferéncias de carga entre os orbitais do
pr do fenolato para os orbitais do* do metal (COMBA, et al., 2012;
PALHANO, 2017; PERALTA, et al., 2010). Para alguns solventes, ¢
possivel essa transi¢do aparecer na forma de ombro, por estarem parci-
almente encobertos por transi¢des intraligante do tipo 7 — n* dos anéis
piridinicos e fendlicos (KREBS, 1994; GABER, 1974).

Os complexos CoL; e CuL; ndo tiveram seus espectros eletroni-
cos estudados em acetonitrila e em condices cinéticas de hidrélise, uma
vez que estes ndo apresentaram atividade frente a hidrolise do 2,4-
BDNPP. Um resumo dos dados obtidos via espectroscopia UV-Vis para
0s complexos Fel;, CoL; e Cul, estdo dispostos na Tabela 7.

Tabela 7- M&ximos de absorgdo (M) € coeficiente de absortividade molar (g)
para os complexos em diferentes solventes e em meio solido.

A (nm) [¢] mol L™ cm?

Complexo. — = S CH,OHH,0 _ CH,Cl, CH,CN __ CH,.CN:H,0 _ S6lido
538
Fol. [2862]  524[2558]  606[4142] 582[3932] 526 614
1 338 350 [7606]  342[12469]  340[1007] 350 390
[8533]
CoL. 676[407)  600[630]  672[741] 671
1 300[402]  382[9657] 372 [9120] 398
e, 0L eusa0)  esapes 677
L (sp6)  960L6080] 386 [3510] 396

Os espectros eletrénicos do complexo Fel; apresentaram um des-
locamento batocrémico na regido de transferéncia de carga dos orbitais
pr dos grupos fenolato para os orbitais do* do ion ferro(lll), (desloca-
mento para a regido do vermelho) de acordo com a polaridade do sol-
vente seguindo a ordem: CH30H:H,0 < CH30H < CH3CN< CH,CI, .
Também foi observado hipocromismo em meio aquoso e esta mudanca
pode ser atribuida a liberagdo de pontes p-acetato podendo ocorrer uma
substituicdo das mesmas por moléculas de agua ou hidréxido. Compor-
tamentos semelhantes também foram reportados por Xavier e colabora-
dores (2009) para complexos contendo ferro(lll).
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Ja para o complexo Col,, foi observada uma hipercromismo em
diclorometano em relacdo aos solventes préticos, o que era esperado,
visto que o diclorometano se trata de um solvente aprético, com um
menor forca de coordenacéo e, portanto, ndo interfere na esfera de coor-
denacéo do complexo. J& em metanol, o solvente pode interagir com o
metal, fazendo com que 0 mesmo deixe de estar totalmente disponivel
para transferéncia de carga com o fenolato. No entanto, em meio aquo-
so, € observado um aumento no coeficiente de absorcdo. A presenca de
agua no meio promove a hidrélise dos acetatos, proporcionando o au-
mento no coeficiente de absorgéo.

Para os espectros eletrdnicos do complexo CuL; ndo sdo obser-
vadas mudangas significativas nos comprimentos de onda com a troca
dos solventes. No entanto, nota-se uma variagdo pronunciada nos coefi-
cientes de absor¢do. Em diclorometano, por exemplo, nota-se um menor
coeficiente de absorcdo, em quanto em meios coordenantes como meta-
nol e metanol:dgua, o coeficiente de absorcdo aumenta consideravel-
mente, tal fato pode estar diretamente relacionado com o raio iénico dos
metais, visto que complexos Cu(ll) apresentam um raio de 73 pm, supe-
rior aos dos centros de Fe(lll) e Co(ll) (HOUSECROFT, C. & SHAPE,
A.G, 2012).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 7 é observa-
do que a medida que aumenta a dureza do centro metalico ocorre um
deslocamento para a regido de menor energia (deslocamento batocrémi-
co). Considerando o ligante utilizado como tendo caracteristicas, base
dura, é possivel sugerir que quando 0 mesmo interage com o centro
metalico, acido duro, a interacdo duro-duro é favorecida, portanto a
energia € minimizada, esse deslocamento segue a seguinte ordem de
dureza: ferro(l11) > cobalto (111) > cobre(ll).

7.1.2 Eletroquimica

Os comportamentos eletroquimicos dos complexos foram estuda-
dos utilizando as técnicas de voltametria ciclica e voltametria de onda
quadrada. Por questfes de solubilidade e melhor definicdo dos processos
as medidas foram realizadas em acetonitrila. Todos o0s potenciais redox
foram referenciados ao eletrodo normal de hidrogénio (ENH) utilizando
como padréo o par redox ferroceno/ferrocinio (Ey,= 400 mV) (GAGNE,
KOVAL et al., 1980). Os voltamogramas ciclicos e de onda quadrada
dos complexos FeLy, CoL; e CuL;, sdo apresentados nas figuras 38, 39 e
40 respectivamente.
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Figura 36- Voltamograma do complexo FeL; (1,0x10”° mol L"), em CH;CN.
Eletrodo de trabalho: Carbono vitreo; Referéncia: Ag/AgCl; Auxiliar: Platina;
Eletrdlito suporte: TBA(PFs) 0,1 mol L™ (a) voltametria ciclica e (b) voltametria
de onda quadrada (pulso — 25 mV, frequéncia = 15 Hz).
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Figura 37- Voltamograma do complexo CoL; (1,0x10° mol L™), em CH,CN.
Eletrodo de trabalho: Carbono vitreo; Referéncia: Ag/AgCl; Auxiliar: Plating;
Eletrélito suporte TBA(PFs) 0,1 mol L™ (a) voltametria ciclica e (b) voltametria
de onda quadrada (pulso — 25 mV, frequéncia = 15 Hz).
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Figura 38- Voltamograma do complexo CuL; (1,0x10° mol L™), em CH,CN.
Eletrodo de trabalho: Carbono vitreo; Referéncia: Ag/AgCl; Auxiliar: Platina;
Eletr6lito suporte TBA(PFs) 0,1 mol L™ (a) voltametria ciclica e (b) voltametria
de onda quadrada (pulso — 25 mV, frequéncia = 15 Hz).
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Os potenciais eletroquimicos obtidos a partir dos voltamogramas
apresentados nas Figuras 38, 39 e 40, estdo sumarizados na Tabela 8.

Tabela 8 - Dados eletroquimicos para 0s complexos.

Complexo Epc, (V) Epc, (V) Epa; (V) Epa, (V) Ey, 1 Ey, »

Fel, -0,066 -0,603 0,023 0,035 -0,018 -0,482
Col, -0,181 -0,847 -0,220 0,887  -0,200 -0,866
CuL, -0,448 -0,959 0,824 - 0,891 -
18 0,067 0,243 e e e e
1° -0,270  -0,920
1° -0,559 R

12 refere-se a [Fe,"' (u-OH)(bbpmp)]; (CAMARGO et al., 2015)
1° refere-se a [(Co""2(HoL)2(OAGC),)]CHsOH; (Dey&Mukherjee, 2014).
1°refere-se a [Cu,(Hzbbppnol) (U-OAC)(U-CIOL)]* ;(NEVES, et al., 2001).

A partir dos valores apresentados na Tabela 8, é observada uma
tendéncia em relacdo ao potencial de reducdo dos complexos. Nota-se
gue quanto maior a dureza do centro metalico maior a facilidade de
reducdo. Além disso, os valores encontrados sdo condizentes com a
literatura (CAMARGO et al., 2015; DEY et al., 2014; XAVIER et al.,
2009; PALHANO, 2017; NEVES, 2001).

Como os complexos estudados neste trabalho sdo simétricos, o0s
voltamogramas dos complexos poderiam apresentar sobreposicéo apare-
cendo uma Unica onda referente a cada um dos processos. O apareci-
mento dos dois processos é um indicio de acoplamento, o0 que é se espe-
rar em virtude da presenca da ponte acetato entre 0s centros metalicos.

Os voltamogramas ciclicos investigados na faixa de +1,2 a -1,0
V, e de onda quadrada para o complexo Fel; apresentaram dois proces-
s0s quasi-reversiveis, ou seja, a diferenca entre 0s potenciais varia pro-
nunciadamente de acordo com a velocidade de varredura. O primeiro
processo aparece em -0,066 V vs ENH, referente ao par redox Fe''Fe"
'fFe"'Fe" e 0 segundo potencial de reducio em -0,603 V vs ENH refe-
rente ao processo Fe''Fe'/Fe''Fe'". Valores similares foram reportados
por (CAMARGO, et al., 2015) para processos realizados em pH 6,8
sendo este um valor préximo ao pH 6,5 o qual é um valor aparente do
complexo em solug&o.

Os voltamogramas ciclicos investigados na faixa entre +1,5e -1,2
V do complexo CoL; ndo apresentam nenhum processo referente aos
processos redox do cobalto. No entanto, o voltamograma de onda qua-
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drada apresenta dois processos irreversiveis, ou seja, ndo é observado
processo de retorno para o processo de oxidacdo. Além disso, 0s proces-
s0s se mostraram pouco intensos referentes a reducdo do cobalto. O
primeiro processo de redugéo ¢ atribuido ao par redox Co"'co"
'/Co"'Co" com potencial de -0,181 V vs ENH e o segundo apresenta
potencial em -0,847 V vs ENH atribuido ao processo Co"'Co"/Co"Co".
Os valores de Ejj, obtidos para o complexo CoL; estdo de acordo com a
literatura (DEY et al., 2014; XAVIER et al., 2009; PALHANO, 2017).
Também é observado um processo reversivel com potencial de +0,350
V, o qual pode ser atribuido ao ligante.

Processos referentes & oxidagdo de Co'" para Co'"' apresentam
maior dificuldade em ocorrer, tendo valores de corrente reduzidos, tal
fato pode ser explicado pela barreira de Franck-Condon (HOUSE-
CROFT & SHARPE, 2008). Portanto, a etapa determinante para o pro-
cesso redox € a velocidade com que ocorre a inversdo do spin eletrénico
restante nos orbitais ey logo apos o processo de oxidacdo seguido do
emparelhamento do mesmo em um dos orbitais t,g semi-preenchidos.
Isso porque, em relacdo as regras de sele¢do, essa transi¢do ndo é permi-
tida por spin, devido a mudanca na multiplicidade dos elétrons. Este
fendmeno sugere uma relagdo direta das velocidades de varredura com a
resposta de corrente ligada pelo equipamento. Comportamento seme-
Ihante foi observado no trabalho de (XAVIER, 2006). O processo que
envolve a barreira de Franck-Condon pode ser visualizado na Figura 41.

Figura 41- llustracdo da barreira de Franck-Condon para o processo redox
Co'"/Co".

1
tg q‘_ tg tg
—

d’ d6é d®

Barreira de Franck-Condon
Fonte: A autora.

O voltamograma ciclico investigado +1,2 a -1,2 V, e de onda
guadrada para o complexo de CuL; apresentou dois processos irreversi-
veis de reducdo, sendo o primeiro em -0,450 V vs ENH referente ao par
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redox Cu"Cu'"/Cu""Cu' e o segundo em -0,966 V vs ENH referente ao
par redox Cu"Cu'/Cu'Cu'. Valores similares para os processos sio repor-
tados por (NEVES, 2001), os quais sdo apresentados na Tabela 6 como
(1°). Também foi observada uma onda anddica intensa em aproximada-
mente -0,179 V, no entanto, este processo ainda é desconhecido, poden-
do ser atribuido a formacéo de 6xido de Cu' ou Cu° na superficie do
eletrodo ou ainda, a um processo de oxidagdo do tipo Cu'>Cu" do se-
gundo centro de cobre como reportado na literatura por (ADAMS et al,
1996 e ZURITA et al, 1996).

7.1.3 Titulac&o espectrofotométrica

Os estudos de titulacdo espectrofotométrica dos complexos FelL,
Col, e CuL, foram realizados em solu¢do metanol/agua (50:50 v/v). Os
experimentos foram executados para avaliar a presenca de moléculas de
agua coordenadas aos centros metalicos. A Tabela 9 apresenta as cons-
tantes de desprotonacdo para os complexos estudados.

Tabela 9- Valores de constantes de desprotonacdo para 0os complexos.

Complexo PKat PKaz PKas PKas
Fel, 3,41+0,07 4,71+0,03 6,25+0,05 7,51+0,05
Col, 3,03+0,05 4,96+0,03 6,47+0,05 7,25+0,02
CuL, - 4,43+0,01 6,57+0,02 7,08+0,01

12 2,90+0,10 4,22+0,20 6,25+0,20  7,560,20
(e — 4,81 5,93 7,60

12 refere-se a [Fe,"' (u-OH)(bbpmp)]; (CAMARGO, et al., 2015).
19 refere-se a [Cu," (HL-H)(m-OAC)(CI04)]+(u-OH)(bbpmp)]; (PERALTA, et al., 2010).

Para os complexos FeL; e ColL,; foram observadas quatro cons-
tantes de desprotonagdo, enquanto que para o complexo CulL; foram
observadas trés. Os complexos estudados tém grupos acetatos como
ponte, e a labilidade deste grupo aumenta com o aumento do pH, e po-
dem ser hidrolisados gerando aquo-complexos (GAHAM, 2009; XAVI-
ER, 2009). A coordenacdo de moléculas de dgua é observada a partir das
variagdes dos pK, para cada um dos complexos. As Figuras 42 e 43
apresenta o diagrama de espécies para os complexos FeL; e CoL;.
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Figura 39- Diagrama de distribuicdo das espécies em funcédo do pH para o com-
plexo FeL,;.
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Figura 43- Diagrama de distribuicdo das espécies em fungdo do pH para o com-
plexo CoL,.

100

80

60

40

% especies

20




106

Para os complexos FeL; e ColL; foram encontradas quatro cons-
tantes de desprotonacdo. A primeira foi atribuida a quebra da ponte (u-
OAc) e formagéo da ponte (u-OH) gerando a espécie (B) [(H,O)Fe""(u-
OH)Fe'"'(OH,)*] a segunda constante, é atribuida & desprotonacdo de
uma molécula de agua de um dos centros de ferro(l11), formando a espé-
cie (C) [(HO)Fe"'(u-OH)Fe"(OH,)]" o terceiro pK, é atribuido & forma-
¢do de uma ponte (u-O) entre os centros metélicos dando origem a espé-
cie (D) [(HO)Fe"'(u-O)Fe"'(OH,)]. Finalmente a quarta constante é
atribuida a desprotonagédo de uma molécula de agua do segundo centro
de Fe(l11) da molécula do complexo favorecendo a formacdo da espécie
(E) [(HO)Fe" (u-O)Fe" (OH)].

A sugestdo da formacao da ponte (u-O) é condizente com a litera-
tura (CAMARGO, et al., 2015; SMITH, et al., 2012; COMBA, et al.,
2012; WU, 1990). Os valores atribuidos a desprotonacdo das moléculas
de 4gua também vao de acordo com valores ja reportados (SILVA, et
al., 2017; CAMARGO, 2015; COMBA, et al., 2012). As mesmas espé-
cies sdo atribuidas para o complexo de cobalto. A Figura 44 esquemati-
za a distribuigdo de espécies com a variag¢do do pH dos complexos.
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Figura 44- Proposta de equilibrio observado para os complexos FelL; e CoL,,
Sendo M=(Fe"" para FeL, e Co"' para CoL,).

THz | THZ p THZ | TH2 NH, | NH,
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Os graficos obtidos através da titulagdo espectrofotométrica dos
complexos FeL; e ColL; sdo mais uma forte evidéncia da formacao das
espécies propostas, e estdo apresentados nas Figuras 45 e 46 respecti-
vamente.

Figura 40- Grafico da titulacdo espectrofotométrica do complexo Fel; em me-
tanol/agua (1:1 viv).
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Figura 41- Gréfico da titulagdo espectrofotométrica do complexo ColL,; em
metanol/agua (1:1 v/v).
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Observando os gréaficos da titulagdo dos complexos, é possivel
observar que desde o inicio da titulacdo as bandas de transferéncia de
carga dos complexos estdo presentes, sendo um forte indicativo de que
no inicio da titulacdo em pH de aproximadamente 2,5, os fendis ja estdo
desprotonados, na forma de fenolatos , isso porque os metais presentes
nestes complexos possuem maior acidez de Lewis, portanto os pK, de
desprotonagdo dos fenois devem ser menores do que encontrado.

Além disso, nota-se que para o complexo FeL; o pK,; é entre as
espécies A e C enquanto para o complexo CoL; o pKj; é entre as espé-
cies A e B. Dessa forma, assim que formada a ponte acetato entre o
complexo de Ferro ja existe uma grande quantidade da espécie ativa.

Ja o complexo CuL; apresentou trés constantes de desprotonacao.
Na Figura 47 é apresentado o diagrama de destruicdo de espécies em
relacdo a variacdo do pH.



109

Figura 42- Diagrama de distribuicdo das espécies em funcédo do pH para o com-
plexo CuL,.
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Diferente de como sugerido para os complexos anteriores, em
pH’s baixos acredita-se que os fenois coordenados ao complexo estejam
protonados. Portanto para o complexo Cul, a primeira constante pode
ser atribuida a quebra da ponte acetato e desProtonagéo dos grupos fe-
néis dando origem & espécie (B) [(H,O)Cu"Cu"(OH,)]*. A segunda
constante de desprotonacdo é atribuida a formacdo de uma ponte hidré-
xido entre os centros metalicos de cobre(ll), formando a espécie (C)
[Cu"(u-OH)Cu"(OH,). Finalmente a terceira constante é atribuida a
desprotonagdo de uma molécula de &gua presente em um dos centros do
metal formando a espécie (D) [Cu'"(u-OH)Cu'"(OH), espécie ativa. Os
valores encontrados estdo de acordo com os observados na literatura por
(PERALTA, 2010). A partir dessas informagdes foi proposto o seguinte
equilibrio para o complexo o qual é apresentado na Figura 48.



110

Figura 48- Proposta de equilibrio observado para o complexo CuL;.
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As informagdes podem ser obtidas através do grafico pela resul-
tante da titulagdo espectrofotométrica do complexo Cul, o que fortalece
as propostas feitas para as espécies e é apresentado na Figura 49.
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Figura 49 - Grafico da titulagdo espectrofotométrica do complexo Cul; em
metanol/agua (1:1 v/v).
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A partir do gréafico proveniente da titulacio espectrofotométrica,
é possivel observar a mudanca nas bandas em func¢éo da variacéo do pH.
Nota-se que no inicio da titulacdo existe a presenca de fenol na forma
protonada, com a adigdo de base ocorre a modificacdo da banda indi-
cando que o primeiro pK, é proveniente da desprotonacdo do fenol,
fortalecendo a proposta de equilibrio do complexo CuL,;.

7.2 REATIVIDADE
7.2.1 Reatividade dos complexos frente ao substrato 3,5-DTBC

Um dos principios no desenvolvimento de biomiméticos é a sin-
tese de moléculas que apresentem atividade catalitica semelhante a das
enzimas. Neste trabalho, foram desenvolvidos complexos com o ligante
L1, com centros metalico de ferro(lll), cobalto(lIl) e cobre(ll) com a
finalidade de observar a influéncia do metal na catalise de reacdes de
oxidacao.

A escolha do substrato modelo para a reacdo de oxidagéo foi rea-
lizada por este apresentar caracteristicas como: baixo potencial redox,
que facilita a formacdo da 3,5-di-terc-butilquinona (3,5 DTBQ), assim
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como substituintes volumosos que causam impedimento estérico, garan-
tindo que ndo ocorram reacGes de paralelas, como de polimerizacéo, por
exemplo (MAGHERUSAN et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2016; CAS-
TRO et al., 2016; DEY et al., 2016). A Figura 50 mostra a reacdo de
oxidacdao do catecol para quinona na presenca de catalisador.

Figura 50- Reacdo de oxidagéo do 3,5 DTBC para 3,5 DTBQ.

Catalisador

3,5-DTBC 3,5-DTBQ
Fonte: A autora

5.3.1.1 Efeito do pH para reacéo de oxidacgao do 3,5-DTBC

O estudo do pH 6timo para a reacdo de oxidacéo é feito pela ob-
servacgdo da variacdo de v, em relagdo ao pH, sendo possivel determinar
0 pK, cinético relacionando as moléculas de dgua coordenadas aos cen-
tros metalicos. Estes valores podem ainda ser comprados com os valores
obtidos na titulacdo espectrofotométrica. No entanto, tem sido atribuido
esse pK, a desprotonacédo do prdprio catecol e sua coordenagdo em ponte
com o metal, podendo mascarar o pK, cinético do complexo relacionado
as moléculas de agua coordenadas (CHAVES, 2015; CAMARGO, et
al., 2015). Além disso, uma informagdo muito importante fornecida a
partir do grafico é o pH 6timo para que a reacdo de oxidacdo ocorra. A
faixa de pH analisada foi de 5,5 até 10,0 na qual foram observadas regi-
des em que a velocidade de reacdo é independente do pH. As Figuras
51, 52 e 53 apresentam os graficos obtidos a partir dos valores de vy em
funcgdo pH para os complexos de Fel;, CoL; e CuL;.
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Figura 43 - Dependéncia da velocidade de reagdo de oxidagdo do 3,5 DTBC
com o pH para o complexo FeL,. Condig8es: [Complex0]=3,02x10"° mol L™;
[3,5-DTBC]= 2,4x10° mol L% [Tampdes]=3,3x10° mol L™ Solucéo

MeOH/H,0 (32:1 v/v) a 25 °C.
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Figura 44- Dependéncia da velocidade de reacéo de oxidagdo do 3,5 DTBC com
o0 pH para o complexo CoL,. Condicdes: [Complexo]=2,86x10"° mol L?; [3,5-
DTBC]= 2,4x10”° mol L™; [Tampdes]=3,3x10° mol.L™; Solucdo MeOH/H,0

(32:1viv)a25°C
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Figura 45- Dependéncia da velocidade de rea¢do de oxidacéo do 3,5 DTBC com
o pH para o complexo Cul ;. Condigdes: [Complexo]=2,74x10" mol L; [3,5-
DTBC]= 5,0x10° mol L*; [Tampdes]=3,3x10~ mol L™; Solugio MeOH/H,0
(32:1v/v) a 25 °C.
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A partir do estudo de efeito do pH, obtiveram-se os valores de pH
6timo para os complexos. Para os complexos CoL; e Cul,, esse valor
foi de-pH 8,5 enquanto que para o complexo Fel, observou-se um au-
mento da velocidade com o aumento do pH em toda a faixa analisada,
ndo sendo estabelecido um pH 6timo. Aparentemente existe um pK,
cinético na regido mais acida, podendo indicar uma espécie ativa, no
entanto, ndo tanto quanto a espécie (E) ja apresentada na Figura 45. Para
a comparacdo com valores da literatura para complexos semelhantes,
utilizou-se o pH 9,0 para a cinética (CAMARGO, et al., 2015).

Um comportamento atipico foi observado na catalise de oxidagao
em funcéo do pH dos complexos CoL, e CuLy, nos quais houve a dimi-
nuicdo da velocidade inicial com o aumento do pH apds pH 8,5. Acredi-
ta-se que com o aumento do pH pode ocorrer a desprotonacdo de algum
grupo existente nos complexos que fagam que ele perca a sua atividade.
Comportamento semelhante em relacdo ao perfil do grafico de efeito de
pH foi observado por Oliveira para complexos binucleares de cobre(ll)
(OLIVEIRA, 2013). No entanto, ndo é possivel fazer qualquer afirma-
¢do a cerca deste fato. A Tabela 10 relaciona os valores de pK, cinético
e espectrofotométrico.
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Tabela 10- Valores encontrados para “pH 6timo” dos complexos e a correlagio
entre pK, cinéticos e pK, espectrofotométricos na qual as constantes refletem a
coordenacéo da molécula de 4gua aos centros metalicos.

pH pKa pPKa
Complexo Otimo  Cinético  Espectrofotométrico
FelL1l >8,5 - 7,51+0,05
ColL1 ~ 8,5 7,04 7,25%0,02
CuLl ~ 8,5 7,27 7,08+0,01

Como ja mencionado, o pK, cinético dos complexos esta relacio-
nado com pK, do préprio substrato catecol, mascarando o pK, referente
a desprotonacdo de uma das moléculas de 4gua coordenadas aos centros
de cobalto(l1) e cobre(ll). No entanto, acredita-se que em pH mais ele-
vados ocorra a desprotonacdo de uma molécula de dgua coordenada aos
centros metalicos, a qual deve gerar a espécie cataliticamente ativa, para
a reacdo de oxidacgdo do 3,5-DTBC devido aos dados obtidos pela titula-
cdo espectrofotométrica. Complexos semelhantes descritos na literatura,
também reforcam essa proposta. (CAMARGO et al., 2015; OSORIO, et
al., 2015; PERALTA, et al., 2010).

5.3.1.2 Efeito da concentragdo do substrato na reacdo de oxidagdo
do 3,5-DTBC

A avaliacdo do efeito da concentragdo do substrato 3,5-DTBC
sobre a velocidade de oxidagdo promovida pelos complexos FelL;, ColL,
e CuL, foi investigada para o complexo FeL; em pH 9,0 e 8,5 e para 0s
complexos CoL; e CulL,, estes valores estdo proximos dos pH 6timos,
como ja descritos na se¢do anterior.

Nesse experimento é possivel observar que com o aumento da
concentracdo do substrato modelo, a relagdo entre vq € concentragéo de
3,5-DTBC tende a uma curva de saturacdo. Esta dependéncia foi obser-
vada para os trés sistemas, sugerindo que a catalise ocorre com a forma-
¢do de um intermediario complexo-substrato para todos os casos. Desta
forma, o modelo de Michaelis-Menten pode ser aplicado para os trés
sistemas. As figuras 54, 55 e 56 apresentam os graficos de dependéncia
da velocidade inicial (vo) em relacdo a concentracdo do substrato mode-
lo para os complexos Fel;, CoL; e CuL;.
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Figura 46-Dependéncia da velocidade do 3,5-DTBC com a concentragdo do
substrato para o complexo FeL ;. Condiges [C]= 1,51x10° mol L; [3,5 DTBC]
= (3,03x10™ a 3,63x10° mol L™); [tampéo] = 3,03x102 mol L; (TRIS, pH 9,0)
em solu¢do MeOH/H,0 (32:1 v/v) a 25 °C.
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Figura 47- Dependéncia da velocidade do 3,5-DTBC com a concentracdo do
substrato para o complexo CoL ;. Condicdes [C]=2,87x10™ mol L™"; [3,5 DTBC]
=(1,2x10” & 7,2x10° mol L™); [tamp&o] = 3,03x10°%; (TRIS, pH 8,5) em solu-
¢do MeOH/H,0 (32:1 V/V) a 25 °C.
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Figura 48 - Dependéncia da velocidade do 3,5-DTBC com a concentragdo do
substrato para o complexo Cul,. Condi¢des [C]=2,74x10° mol L* ; [3,5
DTBC] = (3,64x10™ & 4,24x10°® mol L™); [tamp&o] =3,03x10” mol L™; (TRIS,
pH 8,5) em solugdo MeOH/H,0 (32:1v/v) a 25 °C.
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A Tabela 11 apresenta os parametros cinéticos para 0s complexos mode-
los, e compara com complexos da literatura.

Tabela 11-Pardmetros cinéticos dos complexos Fel,, CoL, e CuL, e a compara-
¢do com a literatura.

VieX10T  Kyx10®  kax10®  Kuex107 Keat! Kt

Complexo ol s?)  (mol L) ) (mol L)  (mol L™ s

Fel, 14,37+1,87 1,39+0,47 9,52+0,84 71,90 6,84+3,56

Col, 12,30+1,39 2,94+0,91 4,28+0,88 34,00 1,45+0,79

CuL, 8,65+0,67 2,21+0,29 3,15+0,51 45,20 1,43+0,44
a

1 7,30 9,54 13,60 1,30
1° 8,70 21,0 11,50 2,41
1¢ 0,840 5,70 119,00 6,78

12 refere-se a [Fe," (u-OH)(bbpmp)]; (CAMARGO, et al., 2015).
1° refere-se a [(Co"'3(H,L),(OAC),)]CHsOH (Dey&Mukherijee, et al., 2014).
1°refere-se a [Cuz(Hzbbppnol) (U-OAc)(U-CIO4)]" (NEVES, et al., 2001).

A partir dos valores obtidos nos estudos cinéticos, observou-se
gue o complexo Fel,, apresentou 0 maior K, em relagdo aos comple-
x0s estudados neste trabalho, significando que a ligacdo do complexo
com substrato é favorecida. Também, nota-se que a constante catalitica
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ket € consideravelmente superior aos complexos de ColL; e CuLy, além
de apresentar uma boa eficiéncia catalitica.

Vérios trabalhos foram reportados na literatura, realizando estu-
dos de catélise oxidativa utilizando o cobre(ll) como centro metalico,
por esse metal apresentar resultados satisfatdrios relacionados a eficién-
cia catalitica (MAGHERUSAN et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2016;
DEY et al., 2016). No entanto, complexos de ferro(lll) ja vem apresen-
tando resultados razoaveis para catélises de oxidacdo, como apresenta-
dos por Camargo, et al., 2015 em que, assim com neste trabalho, o com-
plexo de ferro(l11) mostra-se promissor (CAMARGO, et al., 2015).

Em contrapartida, o complexo Col;, apresentou valores inferior
em relagdo a Ky entre 0s complexos estudados, indicando que sua asso-
ciacdo com o substrato ndo é tdo favoravel. A constante catalitica, Key, €
a segunda entre os complexos. Poucos trabalhos foram publicados utili-
zando centros binucleares de cobalto como catalisadores de reacGes de
oxida?éo, no entanto Dey & Mukherjee, 2014 apresentam um complexo
[(Co",(H,L),(OAC),)]CH3OH, o qual mostra eficiéncia catalitica de
2,41, sendo uma das maiores eficiéncias relatadas para complexos com
centros binucleares de cobalto. (DEY & MUKHERJEE, 2014). Portan-
to, comparando o CoL; aos ja publicados, esse complexo apresentou
uma eficiéncia catalitica consideravel para centros binucleares contendo
cobalto.

As constantes obtidas para o complexo Culy, o qual apresenta
centros metalicos de cobre(ll), apresentou a segunda melhor K entre
os complexos estudados, porém um menor kg, além disso os valores da
eficiéncia catalitica assemelham-se com o complexo CoL;. Acredita-se
gue essa semelhanga se deve as proximidades em suas propriedades
guimicas. Neves e colaboradores (2001), publicaram um complexo com
centro binuclear de cobre(ll) [Cuy(H,BBPPNOL) (u-OAc)(u-ClO,)]",
com um ligante simétrico contendo grupos fenolatos em suas extremi-
dades. Para esse complexo, obtiveram um K, de 1190 e eficiéncia cata-
litica de 6,78, valores superiores aos encontrados neste trabalho (NE-
VES, et al., 2001).

A constante cinética (k) estd diretamente relacionada com os
potencias redox, onde foi observada uma facilidade de reducéo para
metais com maior acidez de Lewis, seguindo a ordem decrescente
FelL;>CoL;>CuL,. Seguindo essa mesma ordem, foi observado que na
cinética, metais mais duros obtiveram maiores k., 0s quais favorecem a
reacdo catalitica.
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7.2.2 Proposta mecanistica para reacao de oxidagédo do 3,5-DTBC

Com a finalidade de esclarecer o mecanismo desempenhado pelos
complexos na oxidagdo do substrato 3,5-DTBC, foi realizado um teste
de deteccdo de perdxido de hidrogénio, por meio de modificacdo do
método de iodometria (CAMARGO, et al., 2015). Para tanto, foi avalia-
da a formacdo de perdxido durante a reacdo de oxidacdo do 3,5-DTBC
catalisadas pelos complexos Fel;, CoL; e CuL;, nas mesmas condi¢des
cinéticas em pH “6timo”. O teste mostrou-se positivo para a presenca de
H,0,, sendo confirmado pela reagdo com iodeto gerando I3, de forma
gue a oxidacdo dos complexos ocorra de acordo com a seguinte estequi-
ometria:

3,5—DTBC + 0, > 3,5— DTBQ + H,0,

Outro experimento realizado para o esclarecimento do mecanis-
mo da reagdo de oxidacdo do 3,5-DTBC foi 0 acompanhamento da rea-
¢do na auséncia de oxigénio. Neste experimento realizou-se uma reagao,
nas mesmas condic@es cinéticas em pH 4timo, sem a presenca de oxigé-
nio durante 20 minutos, no qual foi observado uma absorbancia reduzi-
da. Passado este intervalo, foi aplicado oxigénio na amostra, na qual se
verificou o aumento imediato da absorbéncia, indicando a formagdo da
3,5-DTBQ. A partir desse resultado pode-se afirmar que a presenca do
oxigénio é fundamental na reoxidacdo dos centros metalicos dos com-
plexos FeL;, CoL; e Cul,.

Com base em todos os resultados obtidos para os complexos es-
tudados é proposto que para pH > 8,5 o hidréxido ligado ao centro meté-
lico ajude a desprotonar o substrato, formando o aduto enzima-substrato.
A reacdo se da pela reducdo dos centros metalicos e oxidacdo do catecol
para a formacdo da quinona. Em seguida, o oxigénio molecular é coor-
denado, formando um estado intermediario, e 0s centros metalicos se
reoxidam e geram perdxido de hidrogénio, completando dessa maneira,
o ciclo catalitico. As Figuras 57, 58 representam uma proposta mecanis-
tica para a oxidacdo do substrato modelo 3,5- DTBC com os complexos
Fel,, CoL; e CuL; como catalisadores da reag&o.
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Figura 49- Proposta de mecanismo para a oxida¢do do 3,5-DTBC utilizando
complexo FeL; e ColL,, sendo M"'M": Fe"'Fe"', Co"'Co" e M"M": Fe"Fe",

Co"Co".
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Figura 58- Mecanismo propostos para oxidagéo do 3,5-DTBC com o complexo
Cul, como catalisador.
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Mecanismos semelhantes ja foram publicados na literatura, para com-
plexos contendo os metais tratados nesse trabalho (OLIVEIRA, et al.,

2016; CAMARGO, et al., 2015; PERALTA, et al., 2010; SMITH, et al.,
2008).

7.2.3 Reatividade do complexo FelL; frente ao substrato 2,4-BDNPP
— Estudo da promiscuidade catalitica

Foram realizados experimentos cinéticos com o objetivo de in-
vestigar a capacidade dos complexos em catalisar a hidrolise do substra-
to 2,4-BDNPP. A reacdo de liberacdo do ion 2,4-dinitrofenolato (2,4-
DNP) é apresentada na Figura 59.
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Figura 59 - Reagdo de hidroélise do substrato modelo 2,4-BDNPP.
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Fonte: A autora.

Os estudos iniciais frente ao substrato 2,4-BDNPP foram realiza-
dos para os trés complexos, porém apenas o complexo Fel; foi ativo na
catélise da reacdo de hidrélise desse substrato, portanto os resultados
aqui apresentados sao referentes a este complexo.

Para que complexos possam ser considerados eficientes como hi-
drolases sintéticas esses devem possuir as seguintes caracteristicas: ser
capazes de fornecer dois sitios labeis cis-orientados para coordenar o
ataque intramolecular, reduzir o pK, da molécula de agua em orientacédo
a um sitio metalico (acido de Lewis) e assim fornecer um nucledéfilo (ion
hidréxido) ligado ao metal em pH préximo ao neutro, ativar o substrato
frente ao ataque nucleofilico e ou estabilizar o estado de transicdo e
liberar os produtos a uma velocidade razoavel (HENDRY, et al., 1989;
HENDRY, et al., 1990).

Dessa forma, acredita-se que o complexo estudado, apresente as
caracteristicas necessarias para que seja considerada uma hidrolase sin-
tética eficiente. O complexo apresenta ponte u-OAc, a qual pode ser
hidrolisadas facilmente. As moléculas de 4gua encontram-se em posi¢do
adequada para atuarem tanto como nucleofilos, quanto para sua atuagéo
como grupos de saida, onde o substrato pode ligar-se a molécula de
forma efetiva. Essas informac8es podem ser sustentadas através os pK,
fornecidos pela titulacdo espectrofotométrica.

2
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5.3.2.1 Efeito do pH para reacdo de hidrolise do 2,4-BDNPP

O estudo do efeito do pH para a reacdo de hidrolise foi realizado
a partir da determinacdo de vy com a variacdo do pH. Essa analise teve
como intuito analisar a influéncia do pH na reacdo e por sua vez deter-
minar o pH &timo para prosseguir com os demais testes. Como conse-
guéncia, foi possivel determinar o pK, cinético das moléculas de agua
coordenadas aos centros metalicos e comparar com 0s ja encontrado
pela técnica de titulacdo espectrofotométrica.

A reacdo de hidrolise mostrou grande influéncia pelo pH, na qual
foi investigada em uma faixa entre 4,5 e 10 para o complexo FeL;. O
grafico de efeito de pH apresentou uma curva no formato de “sino” e
estd representado na Figura 60. O ajuste tedrico da curva foi feita se-
gundo a equacao descrita por Smith e colaboradores e esté representada
na Equacdo 4 e o grafico de efeito de pH esta apresentado na Figura 62
(SMITH et al., 2012).

YKo
1+ HH

[ +
] K, @
Ky +TH]

V=V0
1+

Nesta equacdo V, é a taxa inicial e V é a variacdo méaxima a qual
¢ atingida em determinadas condigdes. O fator y esta relacionado a ati-
vidade catalitica relativa das espécies ativas na equacdo. Neste caso,
atribuiu-se para y atribui-se um valor fixo de (y = 0,3).
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Figura 50- Dependéncia da velocidade de reacdo de oxida¢do do 2,4-BDNPP
com o pH para o complexo Fel,;. Condigdes: [Complexo]=3,02x10° mol L™;
[24 BDNPP]= 2,4x10° mol L™ [Tampdes]=3,3x10° mol L™; Solucéo
CH3CN/H,0 (1:1, v/v) a 25 °C.
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A Figura 60 apresenta o comportamento do complexo com a va-
riacdo do pH e juntamente com os resultados propostos nos estudos
espectrofométricos é proposto que a espécie ativa, em solucéo, no pH
7,0 seja formada por uma molécula de agua ligada a um dos centros de
Fe(l11), enquanto o segundo centro de Fe(lll) esteja ligado por um ion
hidroxido, estando presente a seguinte espécie [(OH)Fe"'(u-
O)Fe"'(OH,)]. Em pH 4cido, a velocidade inicial da reagdo é minima,
devido a coordenagdo de uma molécula de 4gua em cada um dos centros
de Fe(lll), logo a reacdo de hidrélise ndo é tdo favorecida, pois a agua
ndo é um bom nucle6filo. Nesse pH temos a presenga da seguinte espé-
cie [(H,0)Fe" (u-OH)Fe"'(OH,)]". Em pH acima de 7,0 é observada
novamente a diminuicdo da velocidade de reacdo, isso porque em valo-
res de pH mais bésico, ocorre a desprotonacdo das moléculas de agua
coordenadas aos centros metalicos, ndo tendo mais um bom grupo de
saida para que a reacdo de hidrolise seja favorecida, a espécie majorita-
ria neste pH ¢ a sequinte [(OH)Fe""(n-0)Fe'" (OH)].

O gréfico de efeito de pH esta de acordo com os resultados ja ob-
servados anteriormente na titulagdo espectrofotométrica, onde é obser-
vado que a partir do pH 5,0 tem-se um aumento da atividade do com-
plexo, nessa regido esta presenta aproximadamente 95 % da espécie
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ativa, em pH 7,0 ainda existe aproximadamente 70 % da espécie ativa,
indicando uma grande faixa de atividade desse complexo. Também
foram observados dois pontos de inflexdo, que sdo devido ao perfil de
“sino” da curva, com esses pontos foram obtidos dois pK, cinéticos, 0s
quais podem ser correlacionados com as constantes de protonacdo de-
terminadas espectrofotometricamente para as moléculas de agua ligadas
aos centros metalicos. A comparacdo dos valores € apresentada na Tabe-
la 12.

Tabela 12- Valores encontrados para “pH 6timo” do complexo FeL, e a correla-
cdo entre pKj, cinéticos e pK, espectrofotométrico no qual as constantes refle-
tem a coordenagdo da molécula de 4gua aos centros metalicos.

p H p Kal p Ka2 p Kal p KaZ
Complexo “4timo” Cinéticos Espectrofotométrico
Fel, 7,0 4,84 9,22 4,71+0,03 7,51+0,05

Comparando os valores de pK, obtidos por ambas as técnicas,
apresentadas é possivel observar uma boa concordancia entre 0s primei-
ros pK,, no entanto para o segundo pK, cinético e espectrofotométrico,
essas variaches podem estar relacionadas ao meio em que as analises
foram realizadas, no entanto, para uma precisao maior seriam necessa-
rias as analises dos pK, pela titulacdo potenciométrica.

5.3.2.2 Estudo da concentracdo do substrato 2,4-BDNPP

O efeito da concentracdo do substrato 2,4-BDNPP em relacédo a
velocidade de reacdo da hidrélise, promovida pelo complexo Fel, foi
realizada em pH 7,0 o qual estd em torno do pH “6timo” descrito na
secdo anterior.

Nesse experimento foi possivel observar a dependéncia linear da
velocidade inicial com baixas concentragdes de substrato, e com 0 au-
mento da concentracdo de 2,4-BDNPP, observando-se um perfil de satu-
racdo, de Michaelis-Mentem. Esta dependéncia entre v, e [S] sugere que
a reacao de hidrolise ocorre com a formacdo de um intermediario com-
plexo-substrato. A Figura 61 apresenta a dependéncia da velocidade da
reacdo de hidrélise em funcéo da variacdo da concentracdo de substrato
2,4-BDNPP catalisada pelo complexo FelL;.
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Figura 51- Dependéncia da velocidade 2,4-BDNPP com a concentracdo do
substrato para o complexo Fel,. Condicdes [Complexo]=1,21x10 mol L™;
[2,4- BDNPP]=(3,33x10™* & 4,0x10® mol L™; [Tampdes]=5,0x102 mol.L%;
Solugéo CH;CN/H,0 (1:1 v/v) a 25 °C.
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A partir do ajuste da equacdo ndo linearizada de Michaelis-
Mentem, foram obtidos os dados iniciais para que os calculos dos para-
metros cinéticos do complexo pudessem ser calculados. Os parametros
cinéticos entram-se dispostos na Tabela 13.

Tabela 13-Parametros cinéticos obtidos calculados para a reacéo de hidrdlise do
2,4-BDNPP catalisadas pelo complexo FeL,;.

Vinax X108 Km x10°° Keat X107 Kass X102 E=Kea/Km
Complexo ol Ls%)  (mol L) Gy (molL) (mol Ls")
Fel, 1,39+0,88 2,29+0,29  1,15+0,22 43,6 0,506+0,16
(R — 7,20+0,11  1,21+0,12 13,8 0,170+0,68
(A — 4,63 1,88 21,6 0,424

12 refere-se a [Fe,"(u-OH)(bbpmp)]; (CAMARGO, 2015).
1° refere-se a [Fe""Fe" (u-OAC)2(BF4).H,0; (SMITH, et al., 2012).

Os pardmetros cinéticos do complexo Fel; foram comparados
com o complexo 12 e 1°, reportados na literatura (CAMARGO et al.,
2015; SMITH et al., 2012) respectivamente. O complexo 12 é composto
por um ligante simétrico denominado (H,BBPMP), composto por um
lado macio proveniente de piridinas e um lado duro atribuido a presenga
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de dois fenois. J&4 o0 complexo 2, é composto por um ligante assimétrico
designado (H,BPBPMP) o qual apresenta atomos doadores macios
compostos por piridinas e um atomo doador duro proveniente de um
grupo fenol.

Os trés complexos apresentam Keg proximos, sendo isso um re-
flexo das proximidades dos pK, encontrados referentes a desprotonacao
da agua ligada a um dos centros de ferro(lll), gerando a espécie ativa
para a reacdo de hidrolise. Peralta e colaboradores mencionam, que se a
forca do nucledfilo é similar, entdo se espera que as atividades cataliti-
cas dos complexos sejam semelhantes (PERALTA, et al., 2010).

De acordo com os valores dispostos na Tabela 12, o complexo
FeL, apresenta um menor Ky, comparado aos complexos 12 e 1° indican-
do uma boa associagdo entre substrato e complexo. O complexo Fel;,
destaca-se na eficiéncia catalitica, sendo 4,72 e 1,19 vezes mais eficiente
que o complexos 12 e 1° respectivamente. Logo, a presenca dos grupos
metila e aldeido no ligante de certa forma influenciam positivamente na
ligacdo do substrato com o complexo, tornando a suscetibilidade de
ligacdo mais efetiva.

Também, é possivel levar em consideracdo a influéncia da ponte
gerada. Neste trabalho, foi proposta a partir dos pK, obtidos, a formacéo
de uma ponte (u-O) que esta presente na espécie ativa, a qual pode in-
fluenciar como um facilitador na saida da uma molécula de agua, quan-
do o substrato liga-se ao complexo. Assim, os valores encontrados em
relagdo & eficiéncia catalitica nada mais sdo do que uma resultante dos
valores de Ky

7.2.4 Proposta mecanistica para hidrélise do 2,4-BDNPP

Para avaliar a atividade de monoesterase, ou seja, se um ou dois
grupos 2,4-dinitrofenolato do substrato foram hidrolisados, realizou-se
uma reacdo estequiométrica entre o complexo Fel, e o substrato 2,4-
BDNPP ambos a uma concentracdo de (4,0x10° mol L™), no qual foi
observado durante o periodo de 55 h a 50 °C que duas moléculas foram
liberadas, indicando inicialmente que o complexo pode atual como fos-
fodiesterase e monoesterase. Desse modo, para confirmar esse resultado
0 complexo FeL; foi avaliado quanto a possibilidade de hidrolise do
monoéster (2,4-DNPP) em um experimento realizado em condigdes de
pH 6timo e excesso de substrato (1, 2, 4, 6, 8 e 10 equivalentes). Apds
oito horas de experimento, apenas a autohidrélise foi observada. Assim,
é possivel concluir que o complexo FeL; atua somente como fosfodies-
terase. Passado o periodo de oito horas, 0 substrato 2,4-BDNPP foi adi-
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cionado e pode ser observado um aumento da absorbancia, indicando a
interacdo entre complexo e substrato, no entanto, a interacdo entre o
substrato 2,4-BDNPP n&o é tdo intensa, 0 que pode ser atribuida a pe-
guena constante catalitica.

Figura 52- (1) Mudanca espectral observada devido & adi¢do consecutiva de 1,
2, 4, 6, 8 e 10 equivalentes do monoéster 2,4-DNPP ao complexo FeL,, pH 7,0,
concentragéo de complexo = 1,26x10™* mol L™, em CHsCN:H20 (50:50%) tam-
pdo HEPES. (2) Adicdo de 4 equivalentes do diéster 2,4-BDNPP ap6s 8 h de
tempo de rea¢do com 2,4-DNPP.
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Com o objetivo de avaliar se o complexo estudado, assim como
as enzimas, é capaz de regenerar-se a cada ciclo catalitico, foi realizado
um estudo em que reacdo de hidrdlise do 2,4-BDNPP em pH 7,0 sendo
acompanhada por espectroscopia em 445 nm (¢ = 3600 L mol™ cm™)
durante 24 horas a 25 °C. Neste intervalo de tempo, foi observado que o
complexo foi capaz de hidrolisar aproximadamente cinco equivalentes
de substrato, mostrando que o complexo Fel; é capaz de se regenerar e
atuar novamente no ciclo catalitico.

Para avaliar se o ataque nucleofilico ao atomo de fésforo do subs-
trato seria semelhante ao complexo 12, descrito por Camargo e colabo-
radores, que apresenta valores de (kn/kp=0,97) (CAMARGO et al,,
2015) e ainda elucidar o mecanismo de hidrélise do 2,4-BDNPP foi
realizado um experimento de efeito isotdpico de deutério na velocidade
de hidrélise em pH 7,0 (atividade méaxima).
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De acordo com valores descrito na literatura, caso a razéo entre
as constantes de velocidade de duas reacdes de hidrolise, realizadas nas
mesmas condi¢des, em H,0 e D,O (kn/kp), estiverem entre 0,80 e 1,50,
indica que ndo ha transferéncia de proton envolvida na etapa determi-
nante da reacdo, sugerindo que a reagdo ocorre por um mecanismo in-
tramolecular (Deal, et al., 1996). Para o complexo Fel, foi obtido um
valor de ky/kp > 2 indicando um mecanismo de catalise basica que leva a
transferéncia de prétons na etapa determinante da reacao.

Os estudos de efeito de pH, juntamente com os dados obtidos
através da titulagdo espectrofotométrica, os quais fornecem os pK,, evi-
denciam que a espécie ativa seja [(OH)Fe'(u-O)Fe''(OH,)]. O meca-
nismo proposto ocorre em trés etapas. Na primeira o substrato desloca a
molécula de 4gua coordenada de um dos centros de Fe"'. Em seguida,
uma molécula de agua, provoca o ataque do atomo de fdsforo do subs-
trato, ocorrendo a clivagem da ligagdo P-O e liberando 2,4-
dinitrofenolato. Apds a clivagem, o substrato 2,4-BDNPP permanece
ligado ao centro de Fe(lll) e a subsequente clivagem ocorre com o ata-
gue de uma segunda molécula de agua ao centro de Fe(lll) acarretando a
liberacdo de uma molécula de DNPP, restaurando o ciclo catalitico. A
proposta mecanistica da catalise promovida pelo complexo Fel; pode
ser observada na Figura 63.
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Figura 53- Mecanismo proposto para a hidrélise do 2,4-BDNPP promovida pelo
complexo FeL,.
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8 ESTUDOS DE CLIVAGEM DO DNA

Nesta secdo serdo apresentados os resultados dos estudos referen-
tes a interacdo dos complexos Fel; e Cul, frente ao DNA, a partir de
estudos de pH, interacdo e constantes de velocidade.

8.1 EFEITODO pH

Para investigar o efeito do pH no meio reacional no processo de
clivagem de DNA plasmidial pelos complexos FeL; e CuLy, foi realiza-
do teste de clivagem de DNA em diferentes tampdes (MES, HEPES e
CHES) em uma faixa de pH (5,5 a 9,0). A Figura 64 apresenta os resul-
tados do estudo de pH para os complexos FeL; e CuL,.

Figura 54- Efeito do pH para os complexos FeL, e CuL;. Condic¢Ges: [DNA] =
330 ng ~ 25 pmol L™; [Tampéo] = 10 mmol L™; (MES pH 6,0; HEPES pH 7,0 e
8,0; CHES pH 9,0; e CAPS pH 10,0); [FeL,] = 25 pmol L"; [CuL,] = 10 pmol
L™ Temperatura = 50 °C; Tempo = 4 h na auséncia da luz.
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A partir das figuras é observado que em pH 6,0 os complexos
proporcionam maior clivagem ao DNA plasmidial. Nota-se uma que em
pH maiores a clivagem diminui consideravelmente, sugerindo a forma-
cdo de uma espécie ndo ativa frente a clivagem do DNA. A partir deste
teste ficou estabelecido o pH ideal para os demais testes realizados, por
este propiciar uma maior atividade catalitica para ambos os complexos.
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8.2 ESTUDO DA CONSTANTE CINETICA (Kobs)

Para os complexos FelL, e Cul, foram realizados estudos deter-
minacdo da constante cinética, a qual pode-se acompanhar a clivagem
da forma (F I) do DNA em pH 6,0. A Figura 65 apresenta as curvas dos
complexos.

Figura 55 - Ensaios de Unica concentragdo e tempo de reagao para 0s complexos
Fel, e Cul,, condigdo: [CT-DNA] =200 pmol L™; [CuL,] = 0 — 200 pmol L*;
[FeL,] = 0 — 90 pmol L™; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); Temperatura
=37°C.
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In(F1)

3.6 T T
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Os valores de kq,s Obtidos para os complexos mostraram uma
maior constante cinética para o complexo FelL; em oito horas de reacao.
Esse resultado concorda com os obtidos na cinética de hidrélise do subs-
trato modelo 2,4-BDNPP, no qual o complexo Fel, foi o Unico ativo
como catalisador de éster de fosfato. Assim, acredita-se que a espécie
que interage tanto na reagdo de hidrolise quanto na clivagem do DNA
plasmidial é a mesma. A tabela 14 apresenta dos valores de kqps Obtidos
para os complexos em estudo e compara o0 valor de kqps com resultados
ja reportados na literatura.
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Tabela 14- Comparagdo dos valores de ks (h™) dos complexos e a comparagdo
com a literatura.

Complexo Cczz;e:ltlr_g%ao I((ﬁbf)
Fel, 0-90 0,05
Cul, 0-200 0,04

Fezn-L, 0-10 0,80
Cu(hyd)(bpy) 0-25 0,13

Os complexos descritos na literatura FeZn-Ly e Cu(hyd)(bpy) es-
tudados por Gabriel e Bortolotto, respectivamente, apresentaram maior
Kops COmparados aos complexos estudados, logo clivavam a (F 1) do
DNA com mais facilidade, enquanto os complexos Fel; e Cul, necessi-
tam de uma alta concentracdo para que ocorra a clivagem da (F 1) do
DNA. Isso pode ser atribuida tanto aos grupos ligantes ao centro metali-
o, no caso do complexo de cobre, como também a valéncia mista pre-
sente no complexo FeZn (GABRIEL, 2016; BORTOLOTTO, 2015). A
Figura 66 apresenta os ligantes utilizados para a comparagdo das cons-
tantes cinéticas com os complexos FeZn-L, e Cu(hyd)(bpy).

Figura 56 — Complexos utilizados para comparagdo das constantes cinéticas,
onde (a) (GABRIEL, 2016) e (b) (BORTOLOTTO, 2015).
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8.3 DICROISMO CIRCULAR

O dicroismo circular (CD) é um fenbmeno originado a partir da
interacdo de moléculas quirais com raios eletromagnéticos circularmente
polarizados (NAKANISHI, 1999). O espectro de absorcdo do DNA ¢
analisado comumente em luz ultravioleta em um intervalo entre 180-300
nm, faixa na qual as bases de DNA absorvem luz, esta absor¢éo da luz
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circularmente polarizada para direita e esquerda pelo DNA difere, e esta
diferenca é chamada de CD (JOHNSON, 1996).

O DNA em sua forma B (B-DNA) possui bandas caracteristicas
de CD, sendo uma banda positiva em 275 nm resultante da helicidade
direita deste DNA, e uma banda negativa em 245 nm devido ao empi-
Ihamento de bases (NAKANISHI, 1999). Portanto este método foi utili-
zado para verificar alterag@es na estrutura secundario do DNA.

Para entender as mudancas da estrutura secundaria do DNA des-
ses complexos, foi verificado o empilhamento de base e a helicidade
direita da dupla-fita. A adi¢do de concentragfes crescentes do complexo
ao ct-DNA (200 uM) foi realizada na razdo [complexo]/[DNA] de 0,0 a
0,45 para o complexo de FeL;. Como ja mencionado anteriormente 0s
estudos para esse complexo foram realizado com concentragdes menores
devido a sua precipitagdo, e a razdo [complexo]/[DNA] de 0,0 a 1,0 para
os complexos de Cul;. A Figura 69 apresenta os espectros de CD.

Foi observado que com a adicdo crescente dos complexos Fel; e
CuL; houve um hipocromismo das bandas do DNA em torno de 270 nm
e um hipercromismo em aproximadamente 235 nm. 1sso ocorre porque a
ligacdo do complexo tende a diminuir a helicidade direta do DNA, per-
dendo a tor¢do e consequentemente mudando o empilhamento das ba-
ses. (NAKANISHI, 1999). Resultados similares foram reportados nos
trabalhos de Silva e Gabriel para complexos binucleares de Fe''zn"
(Silva et al., 2017; Gabriel, 2016). Os espectros de CD do ct-DNA para
os complexo Fel; e Cul, sdo apresentados na Figuras 67.
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Figura 57- Espectros de CD do CT-DNA na presenga de concentragdes crescen-
tes dos complexos Fel,. Condiges reacionais: [CT-DNA] = 200 pmol L™
[CuL;] = 0 —200 pumol L™; [FeL;] = 0 — 90 pmol L™; [Tamp&o] = 10 mmol L™
(MES pH 6,0); Temperatura = 37°C.
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8.4 ESTUDO DA INTERAGCAO COM O DNA POR ESPECTROS-
COPIA ELETRONICA (Kg)

A interacdo de moléculas de DNA foi caracterizada por espec-
troscopia eletrnica, uma vez que as interacdes com o ct-DNA podem
ocasionar a mudanca em relacdo ao ambiente de coordenagdo do com-
plexo acarretando alteracdes nas transicdes eletrénicas. Assim € possivel
observar modificagbes nas bandas com a adicdo de pequenas quantida-
des de DNA como um indicativo de interagdo com os complexos. Com-
plexos metélicos que se ligam ao DNA através de intercalacdo normal-
mente resultam em hipocromismo e deslocamento batocrémico, devido
ao modo intercalativo envolvendo uma forte interacdo de empilhamento
entre o cromoforo aromético e os pares de base do DNA. A for¢a do
hipocromismo é comumente consistente com a forca da interacdo da
intercalacdo (ANITHA, et al., 2013).

A ligacdo de complexos a dupla fita do DNA pode ocorrer de di-
ferentes maneiras, em funcdo da sua estrutura, carga e tipo de ligante.
Assim, varias explicacdes tém sido sugeridas para a origem dos efeitos
mencionados, como por exemplo: pela interacdo eletrostatica do com-
plexo com o DNA em raz8o a formag&o de ligacBes de hidrogénio entre
0 ligante e as bases do DNA e até mesmo, sem excluir uma possibilida-
de de uma intercalacdo parcial (ANITHA, et al., 2013; POLICARPI,
2011; LIU, et al., 2002). A Figura 68 apresenta os espectros e graficos
para os complexos FelL; e Cul,,
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Figura 68- Espectro do estudo da consente de ligacdo em (a) FeL; e (b) CuL;.
Condigdes: [CT-DNA] = 6,43x10°° mol L™, adi¢&o (0 & 20 ul); [FeL,]= 1,76x10’
*mol L™ e [CuL,] = 1,07x10° mol L'™"; em pH (MES 6,0).
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O espectro inicial corresponde ao complexo livre (auséncia de
DNA), enquanto que as demais curvas foram coletadas apds adigdo
sucessiva de ct-DNA a solucdo do complexo. E notado, para ambos 0s
complexos a diminuicdo da absorbancia (hipocromismo) e um pequeno
deslocamento das bandas sendo um indicativo de que as interacdes que
acontecem entre os complexos e ct-DNA sdo de natureza eletrostaticas
ou até mesmo por sulco (LIU, 2002; NIKOLIS; METHENITIS;
PNEUMATIKAKIS, 2003). Os valores de K, para os complexos FeL; e
CuL; estdo apresentados na Tabela 15 e comparados com complexos da
literatura.

Tabela 15- Valores de Kg para os complexos Fel; e CuL,.

Complexo Kg
Fel, 4,63x10°
Cul, 2,23x10’

1° 1,90x10*
1 2,10x10°

Em que: 19 refere-se ao complexo [Cu,(HL-H)(u-OAc)(CIO,)]*; (PERALTA, et al.,
2010). 1 refere-se ao complexo [FeL(dpa)]; (ROY, et al., 2007).

A partir dos resultados observados na Tabela 14, podemos obser-
var que o complexo CuL; apresenta maior constante de ligacdo com de
ligagdo ct-DNA, tendo maior interagdo com essa molécula. Os valores
da constante dos complexos estudados, foram relativamente maiores aos
complexos comparados 1% e 1" (Figura 69) Acredita-se que os comple-
x0s FelL; e Cul, tendem a uma maior capacidade de modificacdo das
estruturas do DNA, podendo ocorrer por uma mais de um tipo de intera-
cdo (sulco e eletrostatica). No entanto, outros experimentos sdo neces-
sérios para que possa ser afirmado algo sobre 0 modo de interagdo dos
complexos com o DNA como testes utilizando sais.
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Figura 69- Complexos utilizados para comparacdo, onde: (a) (PERALTA, et al.,

2010) e (b) (ROY, et al., 2007).

@)
[Cuz(HL-H)(1-OAC)(CIO,)]

(b)
[FeL(dpa)]



141

9 CONCLUSOES

A sintese dos precursores e ligante final simétrico foram realiza-
das com sucesso e com pureza adequada, bem como a sintese de seus
respectivos complexos binucleares FelL,, CoL; e CuL,.

Os complexos foram caracterizados por infravermelho, sendo
possivel identificar as bandas provenientes dos ligantes e a presenca dos
contra-ions, espectroscopia eletrénica, na qual foi possivel atribuir as
bandas d-d e de transferéncia de carga, e eletroquimicas, cujos experi-
mentos forneceram os valores dos potenciais redox.

Por meio da técnica de titulacdo espectrofotométrica, foi possivel
determinar os pK, para 0s complexos e as respectivas espécies predomi-
nantes em cada faixa de pH, sendo essa uma informacao primordial para
0s estudos cinéticos.

Todos os complexos (FeL;, CoL; e CulL;) mostraram-se ativos
para cinéticas de oxidacdo utilizando o substrato modelo 3,5-di-terc-
butilcatecol no qual foi obtida a seguinte ordem de eficiéncia catalitica
para os complexos FelL;>Cul,;>CoL ;.

Os complexos foram testados para rea¢fes de hidrdlise, utilizan-
do o substrato 2,4-BDNPP, na qual somente o complexo Fel, foi pro-
missor para tal reacdo, mostrando-se promiscuo para as duas reagdes
estudadas.

Testes iniciais de interagdes com o DNA foram realizados utili-
zando os complexos Fel; e CulL,, 0s quais mostraram-se promissores na
clivagem do DNA plasmidial e nas interacfes com ct-DNA.
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10 PERSPECTIVAS

v

v

Aprofundar os estudos dos complexos frente ao DNA, realizan-
do testes como: andlise cinética, uso de sequestradores de espé-
cies reativas de oxigénio, ensaios na auséncia de oxigénio, blo-
gueadores de sulco do DNA e footprinting, os quais ajudam a
compreender 0 mecanismo de reconhecimento e a clivagem da
ligacdo fosfodiéster dos complexos que podem ser hidrolitico
ou oxidativo.

Comprovar os resultados obtidos ao longo desde trabalho em
relacdo a preferéncia de interacdo do ligante com complexos de
centros mais duros, que segue a ordem: FeL;>CoL;>CuL, utili-
zando calculos computacionais.

Visando a melhoria das atividades catalitica dos complexos es-
pera-se investir no efeito de segunda esfera dos complexos,
principalmente para o complexo de FelL; que mostrou-se pro-
missor para as catalises de oxidacéo e hidrolise.
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