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RESUMO

Este trabalho consiste na sintese, caracterizacdo e estudos de atividade
de trés novos complexos binucleares de cobre(ll) como modelos
biomiméticos e como agentes de clivagem de DNA. Os complexos
foram sintetizados a partir de ligantes que se diferenciam pela
guantidade de atomos de carbono, sendo estes ligantes caracterizados
via RMN de 'H, espectroscopia de IV e espectrometria de massas. Os
complexos foram caracterizados por espectroscopia na regido do UV-
Vis e IV, espectrometria de massas, absor¢do atdmica, voltametria de
onda quadrada e titulacdo espectrofotométrica. Estudos cinéticos de
oxidacdo do 3,5-di-terc-butilcatecol na presenca dos complexos
evidenciaram que estes mimetizam a acgdo da catecol oxidase por meio
de um mecanismo distinto do realizado pela enzima. Ensaios com DNA
plasmidial e CT-DNA elucidaram que os complexos interagem com o
DNA via atracdo eletrostatica e ligacdo pelos sulcos e que a clivagem é
realizada por uma via preferencialmente oxidativa. Os parametros
cinéticos da oxidacdo do 3,5-di-terc-butilcatecol e da clivagem do DNA
plasmidial foram determinados e auxiliaram a compreender que as
alteragdes no nimero de membros dos anéis quelatos dos complexos
influenciam na sua atividade frente aos substratos estudados, sendo a
alteracdo no lado macio dos complexos a mais significativa.

Palavras-chave: Complexos de cobre. Compostos biomiméticos.
Catecol oxidase. Clivagem de DNA.






ABSTRACT

Herein we show the synthesis, characterization and evalutation of the
activity of three new binucleating copper(ll) complexes, both as
biomimetic models and as DNA-cleaving agents. The complexes were
synthetized using ligands that have different number of carbon atoms as
spacer groups. The ligands were characterized by H' NMR and IR
spectroscopies and mass spectrometry. The complexes were
characterized by UV-Vis and IR spectroscopies, mass spectrometry,
atomic absorption spectroscopy, square wave voltammetry and
spectrophotometric titration. Oxidative kinetic studies of the substrate
3,5-di-tert-butylcatechol in the presence of the complexes evidenced
that the compounds act as catechol oxidase mimetics by a distinct
mechanism of the enzyme. Assays using plasmid DNA and CT-DNA
helped to elucidated that the complexes interact electrostatically,
binding by the grooves, and the cleavage occurs mainly by an oxidative
pathway. The oxidation Kkinetic parameters of the 3,5-di-tert-
butylcatechol and of the plasmid DNA cleavage were determined and
helped to gain insight in how the modifications in the chelate ring
members of the complexes influenced in the activity of these substrates,
with the most significative differences detected in the softer moiety.

Keywords: Copper complexes. Biomimetic Compounds. Catechol
Oxidase. DNA cleavage.
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1 JUSTIFICATIVA

Grande parte da histdria da bioquimica envolve pesquisas sobre
enzimas. Apesar dos Varios avancos nessa area, ainda nos dias atuais o
mecanismo de atuacdo de diversas enzimas ndo é totalmente elucidado.
Os estudos com as enzimas nativas sdo dificultados por alguns fatores
como a sua purificacdo e preco, por exemplo. Sendo assim, para
viabilizar estudos que contribuam para a compreensdo do mecanismo
das mesmas, é de grande interesse sintetizar compostos inspirados nas
enzimas que consigam mimetizar a sua acéo catalitica.

Além de auxiliar na resolugdo da acdo enzimatica, varios
compostos bioinspirados também conseguem acelerar a degradagéo do
DNA, sendo considerados nucleases sintéticas. As nucleases sintéticas
sdo utilizadas tanto em pesquisas de biologia molecular quanto no
desenvolvimento de novos farmacos, por exemplo. Atualmente, h uma
busca por compostos que consigam clivar o DNA de forma especifica e
gue possuam efeitos colaterais menores do que o0s antitumorais
usualmente utilizados em tratamentos de doencas com origens genéticas.

Nesse sentido, a proposta deste trabalho envolve o
desenvolvimento de uma série de complexos bioinspirados e o estudo
destes como modelos biomiméticos da catecol oxidase e como agentes
de clivagem do DNA. A sintese, caracterizacdo e atividade de catecolase
dos complexos sdo apresentadas e discutidas na Se¢éo 2 do trabalho e os
estudos de interacédo e clivagem do DNA s&o reportados na Se¢ao 3.
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2 SINTESE, CARACTERIZACAO E ATIVIDADE
BIOMIMETICA DOS COMPLEXOS

2.1 A QUIMICA BIOMIMETICA

H& uma grande interface entre a Quimica e a Biologia, o que
pode ser constatado pela diversidade de pesquisas envolvendo essas
dreas. Conhecimentos quimicos auxiliam significativamente na
compreensao de varios processos bioldgicos, como a respiracdo celular
e 0 metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. Por sua vez, a
Biologia também pode ser de grande valia para 0s quimicos em diversas
situacGes como, por exemplo, no planejamento de compostos sintéticos
inéditos. Muitas vezes, este planejamento é inspirado em biomoléculas,
haja vista que geralmente as reacfes bioldgicas sdo altamente eficientes.

A Quimica Biomimética pode ser vista como uma area que
permeia a Quimica e a Biologia, pois envolve o design de novos
compostos que possam mimetizar macromoléculas biolégicas, seja
estruturalmente e/ou funcionalmente (BRESLOW, 2009). Os materiais
biologicamente inspirados possuem potencial para serem aplicados em
varios setores da indlstria, podendo atuar como catalisadores,
biosensores, farmacos, etc. (ARTERO, 2017; SCOGNAMIGLIO et al.,
2015; WEGST et al., 2015).

Uma das maiores areas de foco da Quimica Biomimética é o
desenvolvimento de catalisadores sintéticos que possuam a eficiéncia e a
seletividade das enzimas, visto que estas tém algumas limitagdes, como
a degradacdo em temperaturas elevadas e a baixa estabilidade em
solventes organicos e valores extremos de pH (IYER;
ANANTHANARAYAN, 2008). Além de aplicagdes industriais, 0s
biomiméticos enzimaticos podem ser utilizados para auxiliar na
resolucdo de propriedades fisico-quimicas e/ou mecanisticas das
enzimas de interesse. Estudos com modelos sintéticos foram utilizados
para compreender a clivagem especifica de ligacdes C=C da B-caroteno
15,15’-monooxigenase, por exemplo, uma enzima de ferro ndo-heme
gue atua na biocoversdo de carotenoides (WOGGON, 2005).

2.1.1 Metaloenzimas e a modelagem biomimética

As enzimas sdo moléculas complexas que catalisam diferentes
tipos de reacBes necessarias para a manutencdo dos organismos Vvivos
(NELSON; COX, 2014). As principais caracteristicas de uma enzima
sdo a alta especificidade pelos substratos e o elevado poder catalitico.
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Algumas nucleases, por exemplo, catalisam a hidrdlise da ligacdo
fosfodiéster do DNA em até 10" vezes (SIGMAN; MAZUMDER;
PERRIN, 1993).

Do ponto de vista estrutural, todas as enzimas — com excecdo da
RNase — sdo proteinas (biopolimeros compostos por aminoacidos) e
algumas destas necessitam de um cofator para possuir atividade
catalitica. O cofator pode ser uma molécula organica, uma coenzima ou
um ion metélico (NELSON; COX, 2014). As enzimas que apresentam
um ou mais ions metalicos como grupo prostético sdo denominadas de
metaloenzimas. O Quadro 1 apresenta alguns exemplos de
metaloenzimas.

Quadro 1 — Enzimas contendo diferentes ions metalicos como cofatores.

Enzima Cofator Classificacgo’
Citocromo c oxidase CueFe” Oxidorredutase
Piruvato quinase Mg~ e K Transferase
Fosfatase acida parpura | Fe** e Mn”™", Fe** ou Zn** Hidrolase
Anidrase carbdnica Zn~ Liase

Fonte: RCSB protein data bank (ROSE et al., 2017).

Diversas metaloenzimas possuem caracterizagfes descritas na
literatura — principalmente estruturais — porém ainda restam duvidas
sobre seus mecanismos cataliticos. Desta forma, estudos com compostos
sintéticos de baixa massa molar que imitem a acdo enzimética sdo de
grande valia, visto que constituem sistemas menos complexos, o0 que
facilita a interpretacdo dos dados experimentais, podendo auxiliar na
elucidacdo do mecanismo da enzima (DAUMANN et al., 2014).

As estratégias para desenvolver modelos biomiméticos sdo
variadas, porém geralmente sdo utilizados ligantes que possuem funces
guimicas semelhantes as dos residuos de aminoacidos presentes no sitio
catalitico da enzima de interesse, bem como sdo usados ions metélicos
existentes nos sistemas nativos (DAUMANN et al, 2014). A
comparacdo das propriedades fisico-quimicas e cataliticas destes
compostos com as da enzima possibilita classifica-los como bons ou
maus modelos estruturais e/ou funcionais desta.

Estudos correlacionando a estrutura e atividade de biomiméticos
fornecem escopo para a melhoria do design de modelos futuros, a fim de

! As enzimas sdo divididas em seis grandes grupos, de acordo com a
reacdo que catalisam: oxidorredutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e ligases (NELSON; COX, 2014).
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construir sistemas que se aproximem mais da atividade catalitica da
enzima mimetizada.

2.2 A BIOINORGANICA DO COBRE

O cobre estd presente em uma grande quantidade de enzimas,
participando de varios processos bioquimicos, principalmente
envolvendo reacdes de transferéncia de elétrons e o transporte e ativacao
de oxigénio e de outras pequenas moléculas, como 6xidos de nitrogénio,
metano e monoxido de carbono (SOLOMON et al., 2014).

Os estados de oxidagdo mais comuns encontrados para o cobre
em sistemas bioldgicos sdo +1 e +2 e os sitios de coordenagdo deste
metal em proteinas sdo dominados por residuos de histidinas, cisteinas e
metioninas, concordando com a maciez do Cu' e o caréter intermediério
do Cu" pela teoria de Pearson. Ha uma preferéncia por aminoacidos que
possuam nitrogénio ou enxofre como atomos doadores, como os citados
acima, em relacdo a aminoacidos com cadeias laterais compostas por
hidroxilas, carboxilas ou aminas primarias, como serina, asparagina,
glutamina e arginina, por exemplo (RUBINO; FRANZ, 2012).

Historicamente, as proteinas de cobre sdo divididas em grupos, de
acordo com a composicdo dos ligantes e geometria dos centros
metalicos: tipo 1, tipo 2 e tipo 3 (RUBINO; FRANZ, 2012).

As proteinas do tipo 1, conhecidas como proteinas azuis de cobre,
possuem um centro mononuclear de cobre(ll) com geometria tetraédrica
distorcida, que estd coordenado a uma cisteina resultando em um
espectro eletrdnico com Ams em 600 nm (¢ > 2000 L mol™ cm™)
referente a transferéncia de carga da cisteina para o cobre(ll). Estdo
presentes neste grupo enzimas que promovem a transferéncia de
elétrons, como a plastocianina e a azurina.

As proteinas do tipo 2, denominadas de proteinas normais de
cobre, também apresentam centros mononucleares de cobre(ll), porém
com geometria quadrado planar. Em seu estado oxidado, apresentam
uma fraca coloracdo azul devido as transi¢des d-d do centro metalico.
Pertencem a este grupo enzimas como a galactose oxidase e a
superoxido dismutase.

Diferenciando-se das proteinas do tipo 1 e do tipo 2, as proteinas
de cobre do tipo 3 apresentam centros binucleares de cobre em seus
sitios ativos, acoplados antiferromagneticamente. Uma caracteristica
destas proteinas é a ponte entre os centros metalicos, que auxilia na
ligagdo reversivel dos fons Cu' ao oxigénio molecular em condigdes
ambientes (SOLOMON et al., 2014). Pertencente a este grupo,
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destacam-se a proteina hemocianina, que € responsavel pelo transporte
de O, em alguns moluscos e artropodes, e as enzimas tirosinase e
catecol oxidase que catalisam a reacdo de oxidacdo em aerobiose de
substratos fendlicos a catecois.

Além das enzimas englobadas nesta classificagdo, existem
enzimas com centros binucleares de cobre que apresentam propriedades
espectroscopicas distintas das do tipo 3, como a citocromo ¢ oxidase;
enzimas com centros trinucleares de cobre, como a ascorbato oxidase; e
enzimas com centros tetranucleares, como a N,O redutase (RUBINO;
FRANZ, 2012).

2.2.1 Catecol oxidase

A catecol oxidase (CO), também denominada de o-difenol
oxidase ou polifenol oxidase, possui um sitio ativo do tipo 3 e esta
presente em uma gama diversificada de plantas, insetos e crustaceos
(SOLOMON et al., 2014). Esta enzima catalisa reacdes de oxidacdo de
catecOis (o-difendis) a o-quinonas, reduzindo oxigénio a agua neste
processo (Figura 1).

Figura 1 — Esquema da oxidagdo do catecol pelo oxigénio molecular catalisada
pela catecol oxidase.

OH Catecol o
2 + 0, Oxidase 2 <:\i + 2 H,0
OH O

Tal acéo catalitica é denominada atividade de catecolase. Outras
enzimas também possuem atividade de catecolase, como a tirosinase,
por exemplo, que se diferencia da CO por também catalisar a oxidacdo
de monofendis as quinonas (MESSERSCHMIDT, 2010). As polifendis
oxidases (PPOs) sdo as principais responsaveis pelo escurecimento
enzimatico de alimentos, por causa da autopolimerizacdo das quinonas
resultantes, formando melanina. Pesquisas relatam que a melanina de
frutas e vegetais esta relacionada a protecdo de tecidos danificados de
patogenos e insetos (MARTINKOVA et al., 2016; SOLEM; TUCZEK;
DECKER, 2016).

A CO foi isolada pela primeira vez em 1937, mas apenas em
1998 teve sua estrutura cristalina determinada (OPPENHEIMER;
GUNTER, 2013; KLABUNDE et al., 1998). Tridimensionalmente, a
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CO extraida da Ipomoeas batatas (batata doce) possui uma forma
elipsoidal com dimensdes de 55 x 45 x 45 A e apresenta uma estrutura
secundaria dominada por regiGes de a hélices (Figura 2).

Figura 2 — Estrutura tridimensional da CO extraida da Ipomoeas batatas (batata
doce). Atomos de cobre estdo representados em laranja, o hélices em azul,
folhas B em verde e ligagdes dissulfeto em amarelo.

Fonte: GERDEMANN; EICKEN; KREBS (2002).

O sitio ativo da enzima apresenta, assim como as outras proteinas
do tipo 3, dois centros metalicos de cobre. Em sua forma oxidada (forma
met), os a&tomos de cobre estdo no estado de oxidagdo +2 e em sua forma
reduzida (deoxi), o estado de oxidacdo destes é +1. A Figura 3 apresenta
0 sitio catalitico da CO na forma oxidada.
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Figura 3 — Representagdo esquematica do sitio ativo da CO extraida da batata
doce Ipomoeas batatas na forma met. Atomos de cobre estdo representados em
laranja, oxigénio em vermelho e nitrogénio em azul.

Fonte: SOLOMON et al. (2014).

Em sua forma met, os centros de cobre estdo separados por 2,9 A
e coordenados a um grupo hidréxido que atua como ponte entre estes,
determinado pelo mapa de densidade eletronica (Cua-O 1,9 A e Cug-O
1,8 A). Além disso, cada Cu" estd coordenado a trés nitrogénios
histidinicos, formando uma geometria piramidal trigonal, sendo que os
residuos His109 e His240 estdo na posi¢do apical dos centros metalicos
Cup e Cug, respectivamente (KLABUNDE et al., 1998).

A estrutura da CO também foi resolvida em sua forma reduzida
(deoxi) e coordenada ao inibidor feniltiouréia (KLABUNDE et al.,
1998). Na forma deoxi, a distancia entre os centros metalicos aumenta
para 4,4 A e ndo ha uma ponte p-OH entre os centros de Cu'. O niimero
de coordenacdo do Cua permanece 4, estando este coordenado a trés
residuos histidinicos e uma molécula de agua, e 0 numero de
coordenacdo do Cug se torna 3, coordenado apenas aos residuos
histidinicos, podendo sua geometria ser descrita como quadrado planar
com um local de coordenagdo ausente.

Em geral, ha duas propostas mecanisticas que se destacam para a
acdo de catecolase da CO (DEY; MUKHERJEE, 2016), esquematizadas
na Figura 4.
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Figura 4 — Principais propostas do mecanismo da CO.
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O mecanismo A, proposto por Solomon, Sundaram e Machonkin
(1996), sugere que o substrato se coordena de forma bidentada aos
centros de Cu" na forma met ou oxi da enzima. Considerando a forma
met como inicial, ocorre a oxidacdo do substrato a quinona e formacéo
do estado deoxi da CO. A coordenacdo de O, reoxida o0s centros
metélicos e outra molécula de substrato é oxidada pela forma oxi da
enzima, gerando a forma met e reiniciando o ciclo catalitico.

Por sua vez, o mecanismo B, proposto por Klabunde et al.
(1998), sugere a coordenacdo simultanea do substrato — de forma
monodentada — e de O, — como ponte peréxido p-n’n®— aos centros de
Cu". Na sequéncia, dois elétrons podem ser transferidos do substrato
para o perdxido, seguido da protonacdo deste grupo e clivagem da
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ligagdo O-O, resultando na formagdo da o-quinona e agua. A ponte entre
0s centros metalicos é protonada pelo solvente e outra molécula de
catecol pode ser oxidada, reduzindo a enzima ao estado deoxi, que se
coordena a um catecol reiniciando a catalise.

Sendo assim, os caminhos mecanisticos mais aceitos se diferem
na forma de coordenacdo do substrato. A coordenagdo monodentada do
substrato ao Cug da forma met é sugerida pela estrutura cristalina do
complexo contendo a CO e o inibidor feniltiouréia, porém a ligacdo
bidentada ainda ndo foi descartada pelas pesquisas. Apds a coordena¢do
do catecol a forma met, um equivalente da quinona é formado mesmo na
auséncia de oxigénio, excluindo a forma oxi como forma inicial do ciclo
catalitico. A forma oxi da CO é evidenciada experimentalmente apos
adicdo de H,0, a forma met (ROMPEL et al., 1999), observada via
espectroscopia UV-Vis e espectroscopia Raman. Os dados obtidos
através destas técnicas estdo em concordancia com o modo de ligacdo
do O, como p-n*n? assim como é observado na hemocianina, também
uma proteina do tipo 3 (LING et al., 1994).

Diversos sdo os dados bioquimicos, espectroscopicos e estruturais
que auxiliam na proposta de um mecanismo para a CO. Siegbahn (2004)
propde um terceiro mecanismo, através de calculos empregando DFT,
que se inicia com a forma deoxi e ha a formacdo de uma ponte
superdxido entre os centros metalicos. Ou seja, 0 mecanismo de atuagédo
da CO ainda é objeto de estudos, principalmente relacionados a
coordenacédo do O, ao sitio ativo da enzima.

2.2.1.1 Modelos para a catecol oxidase

H& mais de 250 modelos estruturais ou funcionais da catecol
oxidase reportados na literatura (DEY; MUKHERJEE, 2016). Apesar
dos avangos no design de modelos, as maiores constantes cataliticas
(kea) €Std0 na faixa de 102 a 10 s™* na oxidacéo de substratos ativados,
enquanto a enzima apresenta constantes entre 100-200 s™ na oxidagdo
do substrato ndo ativado (HAMMES; BENKOVIC; HAMMES-
SCHIFFER, 2011). A atividade dos modelos ndo é comparavel a da CO,
porém as discussdes dos mecanismos destes podem prover insights
sobre 0 mecanismo da enzima.

Como o sitio ativo da CO apresenta dois centros de cobre(ll),
muitos modelos contendo uma unidade binuclear de cobre(ll) sdo
projetados para mimetizar a sua acdo de catecolase. Geralmente,
complexos binucleares apresentam atividade catalitica superior aos
similares mononucleares (DEY; MUKHERJEE, 2016). Miméticos
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contendo outros centros metalicos (p. ex., Ni, Mn, Co, Zn) também
foram reportados ao longo dos anos, sendo que alguns possuem
atividade semelhante aos binucleares de cobre, conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Constantes cataliticas de biomiméticos com diferentes centros
metalicos frente a oxidacgdo do substrato ativado 3,5-DTBC em metanol.

kcat X 104 Kwm X 10-3

Complexo R (mol L) Referéncia
[Cu,(H,L2%)(OH)(H,0) BANU et al.
(NOR)I** 3.24 2.3 (2008)
I 2+ GUHA et al.
[erllI (HI:_53)(H20)3] 2,16 1,8 (2011)
[Co"Co ' (HL66),(H,0) MODAK et al.
(EOR)]* 2,14 8,82 (2013).
. MODAK et al.
[Nio(HL95)4(H,0)] 1,79 8,13 (2014)
Figura 5 — Estruturas dos ligantes mencionados na Tabela 1.
| | | |
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A atividade de catecolase dos complexos é afetada por diferentes
fatores, como a separacdo entre os centros metalicos, para o caso de
modelos multinucleares, as propriedades eletroquimicas e a influéncia
da estrutura dos ligantes (DEY; MUKHERJEE, 2016). Uma grande
variedade de ligantes simétricos e ndo-simétricos tém sido preparada
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para sintetizar os catalisadores, geralmente contendo N, O ou S como
sitios de coordenacdo. Exemplos recentes incluem ligantes visando o
desenvolvimento de sistemas mononucleares e multinucleares contendo
anéis benzénicos, fendlicos, piridinicos efou imidazélicos, como
apresentado na Figura 6.

Figura 6 — Exemplos de ligantes utilizados na sintese de biomiméticos da CO.
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Fontes: (a) MONDAL et al. (2019); (b) GHOSH et al. (2018); (c) DAS et al.
(2019); (d) ZERON et al. (2017); (e) OSORIO et al. (2012); (f) GUHA et al.
(2013).

De acordo com os artigos de revisdo de Dey e Mukherjee (2016)
e de Koval et al. (2006), a presenca de pontes fenoxo e hidroxo entre os
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centros metalicos contribui para a eficiéncia dos modelos, possivelmente
por dificultar a dissociacdo do metal ap6s sua reducdo, auxiliando a
estabilizar os estados oxidado e reduzido dos catalisadores.

Neste trabalho, é utilizado o ligante Hppysmff, desenvolvido por
Piovezan et al. (2010), que possui dois grupos fendlicos, sendo que o
fenol central pode atuar como ponte na formacdo de complexos

binucleares (Figura 7).
Figura 7 — Estrutura do Iigante H,pysmff.

Complexos formados por este ligante com diferentes centros
binucleares (Fe''zn", Fe''cu", Ga"'cu", p. ex.) ja foram testados frente
a hidrolise de ésteres de fosfato, atuando como modelos para as
fosfatases acidas purpuras (SOUZA et al., 2013; SOUZA, 2013;
PIOVEZAN et al., 2010). Silva et al. (2017) mostraram que a alteragdo
na flexibilidade do H,pysmff, variando o nimero de carbonos alifaticos
do lado macio deste, modifica a eficiéncia catalitica do biomimético de
Fe"'zn" como hidrolase.

Neste viés, para mimetizar a CO, o presente trabalho desenvolve
complexos de Cu"Cu" com o H,pysmff e com ligantes similares mais
flexiveis (Figura 8), visando averiguar se a flexibilidade dos ligantes
facilita a coordenacdo do substrato aos centros metalicos durante a
catalise.

Figura 8 — Estrutura dos ligantes H,L1bpea (a esquerda) e H,L2bpea (a direita),
destacando as modificagdes em relagéo ao H,py;mff.
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2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo geral

Desenvolver novos complexos binucleares de cobre(ll) com
ligantes que confiram diferentes tamanhos de anéis quelatos na
coordenagdo com os centros metalicos e avaliar suas atividades
frente a oxidacgdo de catecdis.

2.3.2 Objetivos especificos

Sintetizar, purificar e caracterizar os ligantes e compostos
precursores necessarios para a obtencdo dos complexos de
interesse.

Sintetizar os complexos binucleares de cobre(ll).

Caracterizar os complexos através de técnicas espectroscopicas,
espectrométricas e métodos eletroanaliticos.

Avaliar a atividade dos complexos como modelos biomiméticos
da catecol oxidase através de estudos cinéticos com o substrato
modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-DTBC).
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2.4 MATERIAIS E METODOS
2.4.1 Reagentes, solventes e solugdes

A maior parte dos reagentes e solventes utilizados para a
obtencdo e purificagdo dos ligantes e complexos foi obtida de fontes
comerciais e empregada sem purificacdo prévia. Como exce¢des, 0s
reagentes 2-(aminometil)piridina, 2-(aminoetil)piridina, 2-
piridilcarboxialdeido e 2-vinilpridina foram destilados & pressdo
reduzida antes de serem utilizados.

O substrato 3,5-di-terc-butilcatecol foi obtido da Sigma-Aldrich e
utilizado apos recristalizagdo em éter de petréleo. As soluges dos
complexos e substrato foram preparadas com solventes de grau
UV/HPLC e os gases utilizados nos ensaios foram argdnio de grau
analitico 5.0 e oxigénio de grau analitico 2.8.

2.4.2 Caracterizagao dos ligantes e complexos
2.4.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Os espectros na regido do IV foram obtidos com um
espectrofotdbmetro FTIR — Spectrum 100 da Perkin Elmer. Todas as
amostras foram analisadas via refletancia total atenuada (ATR), através
da utilizacdo de um acessorio de refletancia total atenuada horizontal
(ZnSe, 45° e um detector de sulfato de triglicina.

As amostras foram colocadas diretamente sobre o cristal de
seleneto de zinco e foram realizadas 8 varreduras no intervalo de 4000-
500 cm™ com resolugdo de 4 cm™. Para a correcdo das medidas das
amostras, o branco utilizado foi o proprio cristal.

2.4.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN de 'H)

Os espectros de RMN de *H foram obtidos em um espectrometro
Bruker AC 200, na Central de Anélises do Departamento de Quimica da
UFSC, com frequéncia de 200 ou 400 MHz.

Os deslocamentos quimicos de hidrogénio foram registrados em
ppm, utilizando-se o tetrametilsilano (TMS), que possui 6 = 0,00 ppm,
como referéncia interna. Todos os espectros foram obtidos em solugédo
de CDCls.
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2.4.2.3 Espectrometria de massas (ESI-MS)

Os espectros de massas dos ligantes e complexos foram obtidos
no Centro de Biologia Molecular Estrutural (CEBIME) da UFSC,
através da espectrometria de massas com ionizacao via eletrospray (ESI-
MS). As leituras foram realizadas no equipamento Amazon — lon Trap
MS através da andlise de solugdes com a concentracdo de
aproximadamente 500 ppb e fluxo de 180 pL min™. Os solventes
utilizados foram MeOH ou CH3;CN de grau MS. A temperatura do
capilar foi mantida entre 180 e 200 °C e a voltagem, na faixa entre -3500
e -4500 V.

2.4.2.4 Espectrometria de absorcdo atbmica em chama (F AAS)

As andlises de absor¢do atdmica foram realizadas no Laboratorio
de Espectrometria Atdmica e de Massa (LEMA), do Departamento de
Quimica da UFSC. Para determinagdo do elemento Cu foi empregada a
técnica de absorcdo atdbmica em modo chama, através de um
espectrometro de absorcdo atdmica de alta resolu¢cdo com fonte
continua, modelo ContrAA 700 (Analytik Jena, Jena, Alemanha).

As solucBes dos complexos foram preparadas em agua milli-Q
contendo 1% de HCI. O comprimento de onda selecionado para as
analises foi de 324 nm. Os gases utilizados foram mistura de ar e
acetileno na vazdo de 60 L/h.

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

Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis foram obtidos em
um espectrofotdbmetro da Perkin-Elmer, modelo Lambda 750. As
analises em solucdo foram realizadas utilizando-se solventes de grau
espectroscopico e cubetas de quartzo com caminho éptico de 1 cm e
capacidade para 1,5 mL.

2.4.2.6 Voltametria de onda quadrada

Os voltamogramas foram obtidos em um
potenciostato/galvanostato  modelo Epsilon, utilizando uma célula
eletrolitica contendo trés eletrodos: Ag/Ag” (referéncia), platina
(auxiliar) e carbono vitreo (trabalho). Para correcdo do potencial vs
eletrodo de referéncia, utilizou-se o ferroceno (par Fc'/Fc) como padrdo
(E12vs ENH = 400 mV) (GAGNE; KOVAL; LISENKY, 1980).
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Os experimentos foram realizados em metanol de grau
espectroscopico sob atmosfera de argdnio, com solucdes de 1 mmol L™
dos complexos, contendo 0,1 mol L™ de perclorato de sédio como
eletrélito de suporte.

2.4.2.7 Titulagdo espectrofotométrica

As titulagdes espectrofotométricas foram realizadas com soluges
de aproximadamente 2,5x10* mol L™ dos complexos em MeOH/H,0
(2:1, % viv) — pKw = 14,30 (TOMOAIA-COTISEL et al., 1999), sendo
a forca iénica do meio ajustada com a adicdo de KCI 0,1 mol L™ Os
experimentos foram realizados em uma célula termoestabilizada a 25,0
+ 0,1°C por um banho da Visomes Plus.

As leituras de pH foram realizadas com um pHmetro Oakton pH
2700, e a adicdo de base (KOH 0,1 mol L™) foi feita manualmente. A
cada alteracdo de aproximadamente 0,1 no valor de pH, foi retirado
aproximadamente 1 mL da solucéo e o espectro de UV-Vis da aliquota
foi obtido em um espectrofotdmetro Perkin-Elmer Lambda 750. Apos a
leitura, a aliquota foi devolvida para a solugdo que estava sendo titulada.

Os dados obtidos foram ajustados com curvas sigmoidais e 0s
valores de pKa foram obtidos a partir do ponto de inflexdo destas. Os
diagramas de espécies presentes na solugdo em funcdo do pH foram
obtidos com o programa SPECIES.

2.4.3 Estudos de atividade de catecolase

A atividade catalitica dos complexos foi investigada frente a
oxidacdo do substrato modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-DTBC). O
acompanhamento das reacdes catalisadas pelos complexos foi realizado
através de um espectrometro UV-Vis Varian Cary 50 BIO acoplado a
um banho termostatizado, monitorando-se uma banda centrada em 400
nm referente ao produto da reagdo, a 3,5-di-terc-butilquinona (3,5-
DTBQ). O meio cinético utilizado em todas as reacdes foi uma mistura
de MeOH:H,0 (32:1, v/v), no qual o coeficiente de absorcdo da quinona
formada é de 1645 L mol™ cm™em 400 nm (CHAVES, 2015).

2.4.3.1 Efeito do pH
Inicialmente, foram realizados os estudos cinéticos variando-se o

pH do meio reacional. As solugcfes tampao utilizadas foram os tampdes
MES (pH 5,52 6,5) e TRIS (pH 7,0 a 9,0).
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Em um experimento tipico, foram utilizadas cubetas de vidro com
caminho Optico de 1 cm, nas quais foram adicionados 50 uL de solucéo
aquosa do tampdo ([Tlfna = 30,3 mmol L™), 50 pL de solucéo
metanélica do complexo ([1]sina = 59 pmol L™ [2]finas = 16 pmol L™
[3Jfinar = 27 pmol L™) e 1450 uL de metanol saturado com oxigénio.
Apos 10 minutos de incubagdo, foram adicionados 100 uL de solucéo
metandlica do substrato 3,5-DTBC ([Slsna = 5 mmol L™), totalizando
1650 pL.

As reacbes foram monitoradas por 15 minutos a 25 °C, e
correcfes da oxidacdo espontanea do 3,5-DTBC foram realizadas
através do monitoramento de reagdes nas mesmas condicdes na auséncia
dos complexos.

2.4.3.2 Efeito da concentragdo de substrato

Para os estudos do efeito da concentracdo de 3,5-DTBC, foram
utilizadas cubetas de vidro com caminho 6ptico de 1 cm, nas quais
foram adicionados 50 uL de solugdo aquosa do tampdo TRIS pH 9,0
([T]finar = 30,3 mmol L'l) e 100 uL de solu¢do metandlica do complexo
([Clfira = 60 pmol L™). Apés 10 minutos de incubacdo, foram
adicionadas aliquotas da solucdo metanolica de substrato ([Slfina =
4,90x10* - 1,45x10% mol L?) e metanol saturado com oxigénio,
totalizando 1650 L.

As velocidades iniciais das reacGes foram obtidas através da
inclinacdo do gréafico de absorbancia em fung¢do do tempo nos primeiros
minutos da reacdo. Correcbes da oxidacdo espontdnea do substrato
foram realizadas descontando-se os valores obtidos no monitoramento
de reagdes nas mesmas condi¢des sem a adicdo dos complexos.

2.4.3.3 Oxidacdo do 3,5-DTBC em atmosfera inerte

As solugdes utilizadas nos experimentos sob atmosfera inerte
foram preparadas em metanol espectroscépico saturado com argénio.
Em uma cubeta com fluxo constante de arg6nio, foram adicionados 100
uL de solucéo aquosa de tampdo TRIS pH 9,0 ([T]fina = 30,3 mmol L™),
100 uL de solucdo metandlica do complexo ([Clina = 50 umol L™) e
2900 pL de metanol saturado com argbnio. Ap6s 10 minutos de
incubacdo, foram adicionados 200 pL de solucdo metandlica do
substrato 3,5-DTBC ([S]ina = 200 umol L™), totalizando 3300 pL.
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Ao término das adigdes, a cubeta foi fechada com uma tampa de
teflon e vedada com parafilme. Apds 20 minutos de reagcdo, purgou-se
oxigénio na cubeta a fim de evidenciar possiveis alteracBes espectrais.
CorregBes da possivel oxidacdo espontdnea do 3,5-DTBC foram
realizadas através do monitoramento de rea¢fes nas mesmas condicdes
na auséncia dos complexos.

2.4.3.4 Investigacdo de H,0, no ciclo catalitico

A investigacdo da presenga de H,O, nas reacGes de oxidacdo
catalisadas pelos complexos foi realizada através de uma modificacdo
do método da iodometria (CAMARGO et al., 2015). Uma mistura
reacional foi preparada adicionando-se, em uma cubeta, 100 #L de
solucdo aquosa de tampéo TRIS pH 9,0 ([Tlfina = 30,3 mmol L™), 100
uL de solucdo metandlica do complexo ([Clfina = 50 pumol L'l) e 3000
uL de metanol saturado com oxigénio. Ap6s 10 minutos de incubacéo,
foram adicionados 100 uL de solucdo metandlica do substrato 3,5-
DTBC ([S]fina = 60 mmol L), totalizando 3300 pL.

Ap6s uma hora de reacéo, adicionou-se igual volume de dgua e a
3,5-DTBQ foi extraida com diclorometano até a fase orgéanica ficar
transparente. A camada aquosa foi acidificada com &cido sulfarico até
pH = 2, retirou-se uma aliquota de 2 mL da mesma e adicionou-se 1 mL
de solucdo aquosa de iodeto de potassio 0,3 mol L™ a esta.

Havendo peroxido de hidrogénio na fase aquosa, ocorre a
seguinte reacdo: H,0, + 21"+ 2H" — 2 H,0 + I,. O excesso de iodeto no
meio reacional gera o ion tri-iodeto (I, + I” — I3), que pode ser
monitorado espectrofotometricamente devido ao surgimento de uma
banda intensa (¢ = 26000 L mol™ cm™) em 353 nm (ACKERMANN et
al., 2002).

2.4.4 Sintese dos ligantes

Neste trabalho, foram sintetizados e caracterizados trés ligantes,
denominados de H,pysmff, H,L1lbpea e H,L2bpea. Para a obtencédo
destes, foi necessario sintetizar também compostos precursores. As rotas
sintéticas sdo apresentadas nas Figuras 9, 25 e 38.
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2.4.4.1 Ligante Hopysmff — 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-
metil-6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-metilbenzil)(2-
piridilmetil)aminometil]fenol

Figura 9 — Rota sintética para a obtencgao dos precursores e ligante H,py,mff.
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2.4.4.1.1 Precursor cmff — 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol

Figura 10 — Esquema da sintese do cmff.

_CHCL HCHO
“NaOH >
OH

Primeiramente sintetizou-se o  2-hidroxi-5-metilbenzaldeido
(HMB) através de uma formilacdo do p-cresol (THOER et al., 1988).
Inicialmente, acoplou-se um baldo de 3 bocas de 5000 mL em um
agitador mecénico e um condensador. Adicionou-se ao baldo 21,6 g de
p-cresol (200 mmol; 108,14 g mol™) e 1,5 L de cloroférmio. Esta
solucdo permaneceu sob agitacdo e em temperatura controlada (56-60
°C). Durante 3 horas, adicionou-se em pequenas por¢des o total de 60 g
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de hidréxido de sédio (15 mmol; 40,00 g mol™) "dissolvidos" em 100
mL de &gua destilada. Apds o término da adicdo, a reacdo permaneceu
sob agitacdo por mais 1 hora e entdo o sistema reacional foi resfriado a
temperatura ambiente.

Na sequéncia, adicionou-se aproximadamente 500 mL de agua
destilada ao sistema reacional e, sob agitagéo, este foi acidificado com
acido cloridrico concentrado até o pH estar préximo de 2. Entéo, a fase
organica foi separada, lavada com éagua destilada, seca com sulfato de
sodio anidro, e o solvente foi retirado a pressdo reduzida.

O produto, de coloragéo preta, foi destilado a presséo reduzida e
obteve-se 0 HMB como um sélido branco, que foi posteriormente
solubilizado em uma quantidade minima de diclorometano e purificado
através de uma coluna cromatografica em silica. Na coluna
cromatogréfica, utilizou-se o diclorometano como eluente, sendo que o
fator de retencdo apresentado pelo HMB foi de 0,86 nestas condigdes.
Por fim, o diclorometano foi retirado a pressdo reduzida e obteve-se um
s6lido cristalino.

Para a sintese do cmff, adicionou-se em um baldo de 500 mL 6,4
gramas de HMB (47 mmol; 136,15 g mol™), 3,81 g de formaldeido 37%
(94 mmol; 30,03 g mol™) e 25 mL de écido cloridrico concentrado. O
sistema reacional foi mantido sob refluxo e agitacdo por 30 minutos, e,
em seguida, foi resfriado a 0 °C. Ap6s o resfriamento, formou-se um
precipitado compacto no fundo do baldo, o qual foi triturado, filtrado
sob vacuo e recristalizado a quente em diclorometano. Apés 5
recristalizagcbes em diclorometano, obteve-se um sélido branco, com
P.F.: 94-96 °C e rendimento de 85% em rela¢do ao HMB.

ATENCAO: O composto bis(clorometil)éter, um potente agente
carcinogénico altamente téxico, é formado durante a sintese do cmff.
Desta forma, a reacdo deve ser realizada somente em capelas com boa
exaustdo, utilizando-se de mascaras e luvas. A capela e todo o material
utilizado deve ser lavado posteriormente com alguma solugédo alcalina,
como a mistura etanol/agua/KOH: 60 mL/40 mL/5 g, para ocorrer a
hidrélise do bis(clorometil)éter para formaldeido de forma rapida. A
solucdo reacional e todos os residuos devem ser descartados somente
apos a correcdo do pH (pH > 9,0), realizada com a adicéo de hidroxido
de sédio ou potassio.
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Figura 11 — Espectro de IV (ATR) do cmff.

100

90
<
S
Rl
Q
C
«T
h—
£ 80+
c
©
o
|_

70 -

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm™)

IV (ATR) em cm™ v (C-Ha, C-Hair @ C-Hag) 3180-2865; v (C=0)
1659; v (C=N e C=C) 1600-1470; 5 (C-Hy) 750; v (C-Cl) 613.

Figura 12 — Espectro de RMN de *H do cmff em CDCl,.
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RMN de 'H (400 MHz; CDCls), 8 em ppm: 2,35 (s, 3 H, CH3); 4,67 (s,
2 Hy CHZ)! 7134 (Sl 1 Hy CHar)1 7146 (Si 1 Hi CHar)y 9186 (Sl 1 Hi CHaId);
11,25 (s, 1 H, OH).

2.4.4.1.2 Precursor bpma — bis(piridilmetil)amina

Figura 13 — Esquema da sintese do bpma.
MeOH X H =
P LR
Hy, Pd/C 5% N N

O bpma foi sintetizado através de uma reacdo de aminagdo
redutiva entre a 2-(aminometil)piridina e o 2-piridilcarboxialdeido,
descrita por Neves et al. (1996).

Em um baldo de 250 mL, adicionou-se 10,8 g da 2-
(aminometil)piridina (100 mmol; 108,14 g mol™) e metanol. Sob banho
de gelo, adicionou-se lentamente a esta solucdo 9,51 mL de 2-
piridilcarboxialdeido (100 mmol; 107,11 g mol™; 1,12 g mL™Y) com o
auxilio de um funil de adigdo. Apds o término da adi¢do, o banho de
gelo foi retirado e o sistema reacional permaneceu sob agitacdo por 1
hora.

Na sequéncia, a solu¢do foi transferida para um frasco de
hidrogenacdo e adicionou-se 1 g de catalisador paladio/carbono 5% a
este. O sistema permaneceu sob agitacdo e atmosfera de hidrogénio a 40
psi por 15 horas. Em seguida, a mistura foi filtrada em um funil de
Biichner para separar o catalisador e o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida. Obteve-se um d&leo amarelo com rendimento
guantitativo.
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Figura 14 — Espectro de IV (ATR) do bpma.
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Figura 15 — Espectro de RMN de *H do bpma em CDCl,.
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RMN de *H (200 MHz; CDCl5), & em ppm: 2,69 (s, 1 H, NH); 4,04 (s, 4
H, CHy); 7,21 (dd, 2 H, CHy); 7,42 (d, 2 H, CHy); 7,70 (td, 2 H, CHy);
8,62 (d, 2 H, CHy).

2.4.4.1.3 Precursor bpmamff — 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-
metil-6-formilfenol

Figura 16 — Esquema da sintese do bpmamff.

QD = Qil

/

O procedimento para a sintese do bpmamff foi realizado de
acordo com a rota descrita por Karsten et al. (2002).

Em um baldo de 250 mL, adicionou-se 5,6 g de cmff (30 mmol;
184,62 g mol™) dissolvidos em 80 mL de diclorometano. A esta solugéo,
adicionou-se lentamente, com um funil de adi¢cdo, 80 mL de uma
solucdo de bpma (6,0 g; 30 mmol; 199,26 g mol-1) também dissolvido
em diclorometano. A adi¢do foi realizada sob agitacdo e em banho de
gelo. Ap6s o término desta, o sistema reacional permaneceu sob
agitacdo por mais 3 horas, em temperatura ambiente.

Em seguida, transferiu-se a solucdo para um funil de separacao,
no qual foi lavada uma vez com uma solugdo aquosa de bicarbonato de
sodio. As fases organica e aquosa foram separadas, sendo que entdo
adicionou-se Na,SO, anidro a fase organica e o solvente foi evaporado
sob pressao reduzida.

O dleo resultante foi recristalizado em 2-propanol quente. No
outro dia, filtrou-se o precipitado cristalino formado em um funil de
placa porosa, lavando-o com éter gelado. O produto obtido ao final foi
um s6lido amarelo, com rendimento de 74%.
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Figura 17 — Espectro de IV (ATR) do bpmamff.
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Figura 18 — Espectro de RMN de *H do bpmamff em CDCl,.
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RMN de 'H (200 MHz; CDCls), 8 em ppm: 2,27 (s, 3 H, CH5); 3,80 (s,
2 H, CHy); 3,90 (s, 4 H, CH,); 7,15-7,21 (m, 3 H, CHy); 7,41 (t, 3 H,
CHy); 7,65 (td, 2 H, CHy); 8,57 (d, 2 H, CHy); 10,43 (s, 1 H, CHyyg).

2.4.4.1.4 Precursor Hpy; — 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-
6-[N-(2-piridilmetil)aminometil]fenol

Figura 19 — Esquema da sintese do Hpys.
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A sintese do Hpy; foi realizada de acordo com o procedimento
experimental descrito por Greatti et al. (2008).

Em um baldo de 250 mL, foram adicionados 2,78 g de bpmamff
(8 mmol; 347,42 g mol™) e 80 mL de uma mistura de CH;OH/THF (1:1,
v/v). Apb6s a solubilizacdo do aldeido, acrescentou-se ao sistema 0,85
mL de 2-(aminometil)piridina (8,2 mmol; 108,14 g mol™; 1,049 g mL™)
e 0 mesmo permaneceu sob agitacao por 1 hora.

Terminado este tempo, adicionou-se lentamente 0,31 g de
borohidreto de sédio (8,2 mmol; 37,83 g mol™) para reduzir a imina
formada. Ao final da adicdo, a reacdo permaneceu sob agitacdo por mais
1 hora e, em seguida, o solvente foi evaporado a pressao reduzida.

O dleo resultante foi dissolvido em 60 mL de diclorometano e
adicionou-se 60 mL de uma solugdo aquosa saturada de bicarbonato de
sodio, sendo que esta mistura permaneceu sob agitagdo por 15 minutos.
Na sequéncia, a mistura foi colocada em um funil de separacéo, e a fase
organica foi lavada mais 5 vezes com 50 mL de solucdo de bicarbonato
de sodio saturada. Ao término, a fase organica foi seca com Na,SO,4
anidro e o solvente foi retirado a pressao reduzida, restando um o6leo
claro, com rendimento de 90%.
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Figura 20 — Espectro de IV (ATR) do Hpys.
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RMN de 'H (200 MHz; CDCls), & em ppm: 2,23 (s, 3 H, CHy); 3,75-
3596 (m1 10 Hy CH2)1 6189 (di 2 H1 CHar), 7111_7117 (mi 3 Hi CHaf)l
7,34-7,40 (m, 3 H, CHy); 7,56-7,67 (m, 3 H, CH,); 8,55 (d, 2 H, CHy).

2.4.4.15 Ligante H,pysmff — 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-
metil-6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-metilbenzil)(2-
piridilmetil)aminometil]fenol

Figura 22 — Esquema da sintese do H,py;mff.
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O ligante foi preparado de acordo com a metodologia descrita por
Piovezan et al. (2010).

Em um baldo de 250 mL, adicionaram-se 4,39 g de Hpys; (10
mmol 439,56 g mol™), 1,7 mL de trietilamina (12 mmol; 101,19 g mol’
1) e 80 mL de diclorometano. A solucéo formada, adicionou-se 1,85 g de
cmff também solubilizado em diclorometano (10 mmol; 184,62 g mol™).
O sistema reacional permaneceu sob refluxo e agitacdo durante 5 dias.

Ao término deste periodo, a solucdo foi extraida com uma
solucdo aquosa 10% de cloreto de aménio (5 x 40 mL), a fase aquosa foi
entdo separada da fase orgénica e alcalinizada com uma solugédo
saturada de carbonato de sodio até pH = 10. Esta fase aquosa foi
extraida em seguida com diclorometano (5 x 30 mL), sendo ao final a
fase organica seca com sulfato de sdédio anidro e concentrada sob
pressdo reduzida. Foi obtido um sélido amarelo, com rendimento de
87%.
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Figura 23 — Espectro de IV (ATR) do H,pysmff.
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RMN de 'H (400 MHz; CDCls), 8 em ppm: 2,21 (s, 3 H, CH3); 2,24 (s,
3 H, CHy); 3,75-3,87 (m, 12 H, CH,); 6,86 (s, 1 H, CHy); 6,94 (s, 1 H,
CHy); 7,15-7,18 (m, 4 H, CHy); 7,38-7,41 (m, 4 H, CH,); 7,57-7,63 (m,
3 H, CH,); 8,54-8,58 (m, 3 H, CHy); 10,32 (s, 1 H, CHgyg).

2.4.4.2 Ligante H,L1bpea — 2-[N-bis-(2-piridiletil)aminometil]-4-metil-
6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-metilbenzil) (2-piridilmetil)aminometil]fenol

Figura 25 — Rota sintética para a obtengdo dos precursores e ligante H,L1bpea.
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2.4.4.2.1 Precursor bpea — bis(2-piridiletil)amina

Figura 26 — Esquema da sintese do bpea.
X 1. AcOH:H,0 1:1
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A sintese da bis(2-piridiletil)amina foi realizada modificando a
metodologia descrita por Mundinger et al. (2012). Em um baldo de 125
mL, adicionou-se 7,00 g de hidroxilamina (100 mmol; 69,49 g mol™)
solubilizados em 50 mL de &cido acético 50%. A esta solucéo,
adicionou-se 21,56 mL de 2-vinilpiridina destilada (200 mmol; 105,14 g
mol™; 0,975 g mL™) e deixou-se a mistura reacional em aquecimento &
100 °C por 15 minutos. Posteriormente, adicionou-se 32,00 g de
carbonato de sédio (301,92 mmol; 105,99 g mol™) sob banho de gelo. O
solido obtido, proveniente da neutralizacdo pelo carbonato de sodio, foi
filtrado em um funil de placa porosa e lavado com acetona. O filtrado
resultante foi concentrado sob pressdo reduzida e, em seguida,
solubilizado em uma quantidade minima de uma mistura de benzeno e
éter de petrdleo (5:3, v/v). A solu¢do permaneceu em repouso por 24
horas em baixa temperatura. Apds este periodo, foram obtidos cristais
amarelados do ligante hidroxilado, que foram filtrados em funil de placa
porosa e lavados com éter gelado. O rendimento desta etapa foi de 60%.

Para a segunda parte da reacdo, foi necessario ativar previamente
0 zinco metalico: manteve-se 3,92 g de zinco metalico (60 mmol; 65,38
g mol™) sob agitacgdo em uma solucdo de HCI 2% durante cinco
minutos. Apds este tempo, o zinco foi filtrado, seco e macerado até se
obter um po6 fino. A reducéo do ligante hidroxilado (14,59 g; 60 mmol;
243,14 g mol™) foi realizada aquecendo-o com o zinco metélico
previamente ativado em uma solugéo de HCI 2 N a 95 °C por 1,5 hora.
Apo6s o resfriamento desta solucéo, ajustou-se o pH da mesma para 10
com uma solu¢do aquosa de cloreto de amdnio e, depois, extraiu-se com
diclorometano. A fase orgénica foi seca com sulfato de sédio anidro e o
solvente foi removido sob pressdo reduzida, obtendo-se um o6leo
amarelado com rendimento de 60% em relacdo ao ligante hidroxilado.
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Figura 27 — Espectro de IV (ATR) do bpea.
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Figura 28 — Espectro de RMN de *H do bpea em CDCl,.
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RMN de *H (200 MHz; CDCl5), & em ppm: 1,84 (s, 1 H, NH); 2,91 (t, 4
H, CHy); 3,09 (t, 4 H, CHy); 7,10 (t, 2 H, CHy); 7,16 (d, 2 H, CHy);
7,56-7,62 (m, 2 H, CHy); 8,52 (d, 2 H, CHy).

2.4.4.2.2 Precursor bpeamff — 2-[N-bis-(2-piridiletil)aminometil]-4-
metil-6-formilfenol

Figura 29 — Esquema da sintese do bpeamff.
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Em um baldo de 125 mL, solubilizou-se 0,92 g de cmff (5 mmol;
184,62 g mol™) em aproximadamente 50 mL de diclorometano.
Adicionou-se, sob banho de gelo, 1,13 g do bpea (5 mmol; 227,14 g
mol™) e trietilamina destilada com 30% de excesso, retirando-se o banho
de gelo em seguida. A mistura reacional permaneceu em refluxo a 45 °C
por 6 dias.

Ap0bs este periodo, a mistura foi transferida para um funil de
separacdo e a fase orgéanica foi lavada com uma solugdo aquosa saturada
de bicarbonato de sodio (5 x 20 mL). Em seguida, a fase organica foi
seca com sulfato de soédio anidro e o solvente retirado em pressao
reduzida. Obteve-se um 6leo castanho claro com rendimento de 81% em
relacéo ao bpea.
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Figura 30 — Espectro de IV (ATR) do bpeamff.
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RMN de 'H (200 MHz; CDCls), 5 em ppm: 2,23 (s, 3 H, CH5); 3,03 (s,
8 H, CHy); 3,84 (s, 2 H, CHy); 7,04-7,15 (m, 5 H, CHy); 7,38 (s, 1 H,
CHy); 7,67 (td, 2 H, CHy); 8,49 (d, 2 H, CHy); 10,15 (s, 1 H, CHyyg).

2.4.4.2.3 Precursor bpeamffmetpy — 2-[N-bis-(2-piridiletil)aminometil]-
4-metil-6-[N-(2-piridilmetil)aminometil]fenol

Figura 32 — Esquema da sintese do bpeamffmetpy.

| _N
N 1. CH3OH refluxo p
N + [;;l\V/NH 2. AcOH
LNj)/ OH IO
| =

NaBH,

Em um baldo de 250 mL, SO|UbI|IZOU -se 2,25 g do precursor
bpeamff (6 mmol; 375,19 g mol™) em metanol. Em seguida, adicionou-
se a 2-aminometilpiridina com 10% de excesso (0,7 mL; 6,90 mmol;
108,07 g mol™; 1,065 g mL™) e o sistema reacional permaneceu em
refluxo por 4 dias.

Apo0s este periodo, o sistema foi colocado em banho de gelo e,
passados 20 minutos, se adicionou 1 equivalente de &cido acético (0,4
mL; 6 mmol; 60,05 g mol™. 1,05 g mL™"). Na sequéncia, também foi
adicionado 3 equivalentes de borohidreto de sédio (18 mmol; 37,83 g
mol™), em pequenas porcdes, por aproximadamente 1 hora. O sistema
reacional foi mantido sob banho de gelo e em agitagéo por 1 hora.

Posteriormente, retirou-se o banho de gelo e manteve-se a
agitacdo por mais 1 hora. Em seguida, o solvente foi removido sob
pressdo reduzida e o 6leo resultante foi solubilizado em agua. O pH da
solugdo foi ajustado até 7 com a adigéo de HCI 1 mol L™ em banho de
gelo. Apds a neutralizacdo, adicionou-se diclorometano e extraiu-se com
cloreto de amonio saturado. A fase organica foi seca com sulfato de
sodio anidro e o solvente foi rotaevaporado. Ao final, obteve-se um 6leo
marrom com rendimento de 72%.
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Figura 33 — Espectro de IV (ATR) do bpeamffmetpy.
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Figura 34 — Espectro de RMN de *H do bpeamffmetpy em CDCl,.
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RMN de *H (200 MHz; CDCl5), & em ppm: 2,20 (s, 3 H, CH5); 3,02 (m,
8 H, CHy); 3,80 (d, 4 H, CH,); 3,93 (s, 2 H, CH,); 6,71 (s, 1 H, CH,);
6,91 (s, 1 H, CHy); 7,00-7,17 (m, 5 H, CHy); 7,37 (d, 1 H, CHy); 7,50-
7,56 (m, 2 H, CH,); 7,64 (td, 1 H, CH,;); 8,48-8,55 (m, 3 H, CHy).

2.4.4.2.4 Ligante HoL1bpea — 2-[N-bis-(2-piridiletil)aminometil]-4-
metil-6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-metilbenzil)(2-
piridilmetil)aminometil]fenol

Figura 35 — Esquema da sintese do H,L1bpea.
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Solubilizou-se 0,49 g do precursor bpeamffmetpy (1,06 mmol,
467,27 g mol™) em aproximadamente 10 mL de tetraidrofurano seco e
deixou-se em agitacdo sob argénio. Em segi:;mda ad|C|onou -se 0,146 mL
de trietilamina (1,06 mmol, 101,19 g mol™, 0,73 g mL™). A mistura foi
mantida em agitacdo e resfriada a 0 °C em banho de gelo por 15
minutos. Apdés este periodo, adicionou-se 0,195 g de cmff (1,06 mmol,
184,04 g mol™) solubilizado em tetraidrofurano. O banho de gelo foi
retirado e a mistura reacional permaneceu em agitacdo a temperatura
ambiente.

Ap06s 50 horas, retirou-se o solvente sob pressao reduzida e o 6leo
resultante foi solubilizado em diclorometano e lavado com uma solugéo
saturada de bicarbonato de sddio (6 x 40 mL). A fase organica foi seca
com sulfato de sédio anidro e o solvente foi retirado em rotaevaporador.
Foi obtido um éleo amarelo, com rendimento de 84%.
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Figura 36 — Espectro de IV (ATR) do H,L1bpea.
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Figura 37 — Espectro de RMN de *H do H,L1bpea.
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RMN de *H (200 MHz; CDCl5), & em ppm: 2,19 (s, 3 H, CHs); 2,25 (s,
3 H, CHjy); 2,81-3,02 (m, 8 H, CH,); 3,66 (s, 2 H, CH,); 3,79 (s, 2 H,
CHy); 3,84 (s, 4 H, CH,); 6,72 (s, 1 H, CHy); 6,91 (s, 1 H, CH,); 7,16
(m, 6 H, CHy); 7,46-7,63 (m, 5 H, CH,); 8,48-8,55 (m, 3 H, CHy);
10,32 (S, 1H, CHa|d).

2.4.4.3 Ligante H,L2bpea — 2-[N-bis-(2-piridiletil)aminometil]-4-metil-
6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-metilbenzil)(2-piridiletil)aminometil]fenol

Figura 38 — Rota sintética para a obtengao dos precursores e ligante H,L2bpea.
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2.4.4.3.1 Precursor bpeamffetpy — 2-[N-bis-(2-piridiletil)aminometil]-4-
metil-6-[N-(2-piridiletil)aminometil]fenol

Figura 39 — Esquema da sintese do bpeamffetpy.

| X | X
_N N~
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2 AcOH, NaBH, N NH
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Em um baldo de 250 mL, solubilizou-se 1,88 g de bpeamff (5
mmol; 375,19 g mol™) em metanol. Em seguida, adicionou-se a 2-
aminoetilpiridina com 10% de excesso (0,7 mL; 5,85 mmol; 122,08 g
mol™; 1,021 g mL™) e o sistema permaneceu em refluxo por 4 dias.

Apbs este periodo, o sistema foi colocado em banho de gelo e,
passados 20 minutos, se adicionou 1 equivalente de acido acético (0,3
mL; 5 mmol; 60,05 g mol™. 1,05 g mL™). Na sequéncia, também foi
adicionado 3 equivalentes de borohidreto de sé6dio (15 mmol; 37,83 g
mol™), em pequenas porcdes, por aproximadamente 1 hora. O sistema
reacional foi mantido sob banho de gelo e em agitagéo por 1 hora.

Posteriormente, retirou-se o banho de gelo e manteve-se a
agitacdo por mais 1 hora. Em seguida, o solvente foi removido sob
pressdo reduzida e o 6leo resultante foi solubilizado em agua. O pH da
solucéo foi ajustado até 7 com a adicdo de HCI 1 mol L™ em banho de
gelo. Apds a neutralizagdo, adicionou-se diclorometano e extraiu-se com
cloreto de amonio saturado. A fase organica foi seca com sulfato de
sodio anidro e o solvente foi rotaevaporado. Ao final, obteve-se um 6leo
marrom com rendimento de 82%.
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Figura 40 — Espectro de IV (ATR) do bpeamffetpy.

100 |-
S sof
©
i3]
=
‘4@
I
[%2]
c
o
'_
60 [
1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de onda (cm™)

IV (ATR) em cm™: v (C-Hqr & C-Hai) 3058-2832; v (C=N e C=C) 1590-
1434; v (C-N) 991; § (C-Hy) 747.

Figura 41 — Espectro de RMN de *H do bpeamffetpy em CDCl,.
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RMN de *H (200 MHz; CDCl5), § em ppm: 2,19 (s, 3 H, CHz3); 3,01 (m,

12 H, CH,); 3,78-3,87 (m, 4 H, CH,); 6,71 (s, 1 H, CH.); 6,80 (s, 1 H,
CHa); 6,99-7,18 (m, 6 H, CHy,); 7,61-7,47 (m, 3 H, CH,,); 8,48-8,51 (m,
3 H, CHa).

2.4.4.3.2 Ligante H,L2bpea — 2-[N-bis-(2-piridiletil)aminometil]-4-
metil-6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-metilbenzil)(2-
piridiletil)aminometil]fenol

Figura 42 - Esquema da sintese do H,L2bpea.
X
=
. THR BN
2 Ar, t. a.
Q)/ OH HO

Solubilizou-se 0,51 g do precursor bpeamffetpy (1,06 mmol,
481,28 g mol™) em aproximadamente 10 mL de tetraidrofurano seco e
deixou-se em agitacdo sob argbnio. Em segmda ad|C|onou -se 0,146 mL
de trietilamina (1,06 mmol, 101,19 g mol™, 0,73 g mL™). A mistura foi
mantida em agitacdo e resfriada a 0 °C em banho de gelo por 15
minutos. Apds este periodo, adicionou-se 0,195 g do cmff (1,06 mmol,
184,04 g mol™) solubilizado em tetraidrofurano. O banho de gelo foi
retirado e a mistura reacional permaneceu em agitacdo a temperatura
ambiente.

Apos 50 horas, retirou-se o solvente e o solido resultante foi
solubilizado em diclorometano e lavado com uma solucdo saturada de
bicarbonato de sodio. A fase organica foi seca com sulfato de sédio
anidro e o solvente foi retirado em rotaevaporador, obtendo-se um 6leo
amarelo escuro com rendimento de 79%.
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Figura 43 — Espectro de IV (ATR) do H,L2bpea.
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Figura 44 — Espectro de RMN de H do H,L2bpea em CDCl,.
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RMN de 'H (200 MHz; CDCls), 8 em ppm: 2,14 (s, 3 H, CH3); 2,22 (s,
3 H, CHy); 2,99-3,02 (m, 12 H, CHy,); 3,71-3,92 (m, 6 H, CH,); 6,73 (s,
1 H, CH,); 6,86 (s, 1 H, CHy); 7,01-7,10 (m, 7 H, CHy); 7,36 (s, 1 H,
CHy); 7,46-7,59 (m, 3 H, CHy); 8,42-8,48 (m, 3 H, CH,); 10,18 (s, 1 H,
CHayg).

2.4.5 Sintese dos complexos

Todos os complexos foram sintetizados através da metodologia
esquematizada na Figura 45.

Figura 45 — Esquema de sintese dos complexos 1, 2 e 3.
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HoL1bpea(m=2,n=1) Complexo2(m=2,n=1)
H,L2bpea (m,n = 2) Complexo 3 (m,n = 2)

Em um béquer de 100 mL, solubilizou-se 0,5 mmol do ligante
(Hopysmff, H,Llbpea ou H,L2bpea) em metanol e, sob agitacdo,
adicionou-se 1 mmol de perclorato de cobre(ll) hexahidratado (0,37 g;
370,54 g mol™) também solubilizado em metanol As solugdes
resultantes, adicionou-se 0,5 mL de NaOH s 1 mol L™.

Na sequéncia, as solugdes foram filtradas e permaneceram em
repouso a temperatura ambiente para que houvesse a evaporacao lenta
do solvente. Apoés recristalizacdo em A&gua, obtiveram-se sélidos
esverdeados, que foram lavados com isopropanol e éter gelados, e
caraterizados através de diferentes técnicas, conforme apresentado na
préxima subsecéo.

Rendimentos: 1. 75 %; 2. 72 %; e 3. 78 %.
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2.5 RESULTADOS E DISCUSSOES
2.5.1 Caracterizagdes dos ligantes

Os ligantes Hopysmff, H,L1bpea e H,L2bpea e seus precursores
forem caracterizados através da espectroscopia no 1V, RMN de 'H e
espectrometria de massas.

2.5.1.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Durante todas as etapas necessarias para a sintese dos ligantes,
foram obtidos espectros na regido do infravermelho dos compostos
obtidos. Esta técnica foi utilizada como uma caracterizacdo inicial para
evidenciar que as reacdes de fato ocorreram.

A Tabela 2 apresenta as principais bandas observadas nos
espectros de 1V do ligante Hopysmff e de seus precursores.

Tabela 2 — Principais bandas e atribui¢fes dos espectros de IV do H,pysmff e de
seus precursores. Atribuicdes de acordo com Silverstein e Webster (2000).

Atribuicbes cmff  bpma bpmamff  Hpys  Hpysmff

v (N-H) - 3310 - 3213 -
v(C-Hye 3180- 3057-  3040-  3013- 3055
C-Hair) 2865 2828 2834 2818 2830
v(C=0) 1659 - 1677 - 1677
v(C=Ne 1600- 1590-  1590-  1591- 1592
C=C) 1470 1432 1435 1433 1433
v (C-N) - 1148 1150 1148 1149
§(C-Hy) 702 749 765 746 748
v(CCl) 613 - - - -

As bandas e atribuigdes realizadas estdo de acordo com trabalhos
anteriores do grupo (MELLER, 2018; HEYING, 2014; GREATTI et al.,
2008). Conforme observado acima, ao se comparar os espectros de IV
de reagentes e produtos de cada reacdo, as principais diferencas
encontradas consistem na presenca ou auséncia da banda de estiramento
da ligagdo C=0, e na auséncia da banda C=0, e no desaparecimento da
banda de estiramento da ligacdo C-Cl, presente no espectro do cmff, que
é um reagente utilizado em todas as reacdes (com excecdo da reacdo de
formag&o do bpma).
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Para os ligantes H,L1bpea e H,L2bpea, as principais bandas
encontradas e suas atribuicdes foram semelhantes as do Hopysmff, o que
é esperado devido as semelhancas estruturais entre estes compostos. As
Tabelas 3 e 4 apresentam as atribuigdes referentes as sinteses do
H,L1bpea e do H,L2bpea, respectivamente.

Tabela 3 — Principais bandas e atribui¢des dos espectros de IV do H,L1bpea e
seus precursores. Atribui¢des de acordo com Silverstein e Webster (2000).

Atribuicbes cmff bpea bpeamff Bpeamffmetpy H,L1bpea

3283-
v (N-H) T 3373 - - -
v(C-Hye 3180- 3080-  3057- ] _
CHu) 2865 2835 2847 30482822  3052-2843
v(C=0) 1659 1675 - 1677

v(C=Ne 1600- 1590-  1590-

o) 1470 1434 1434 1589-1433  1591-1434
v (C-N) - 1150 1149 1149 1150
§(C-Hy) 702 749 747 748 748
v(cCclh) 613 - - - -

Tabela 4 — Principais bandas e atribuigdes dos espectros de 1V do H,L2bpea e
seus precursores. Atribui¢cdes de acordo com Silverstein e Webster (2000).

Atribuicbes cmff  bpea bpeamff Bpeamffetpy H,L2bpea

3283-
v(N-H) T 3373 - - -
v(C-Hye 3180- 3080-  3057- ] _
ey’ o8es 283 opay 0982832 30562843
v(C=0) 1659 1675 - 1676

v(C=Ne  1600- 1590-  15%0- ;504 145,  15g9.1433

C=C) 1470 1434 1434
v (C-N) - 1150 1149 1150 1149
5(C-Hy) 702 749 747 747 746

v(CCl) 613 - - - -

Ressalta-se que para os trés ligantes, evidenciou-se, em relagéo
ao seu precursor imediato, o aparecimento de uma banda de média
intensidade aproximadamente em 1675 cm, referente & ligagdo C=0 do
aldeido formado. Caracterizando, desta forma, que ocorreram as sinteses
dos compostos esperados.
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2'5i1'2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN
de "H)

Além dos espectros na regido do IV, foram obtidos espectros de
RMN de H para todos os precursores e ligantes. Os deslocamentos
quimicos dos precursores estdo sumarizados nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Deslocamentos quimicos e atribuicées dos espectros de RMN de H
dos precursores do H,pysmff.

Atribuictes cmff bpma bpmamff Hpys
CH3 2,35(3H) - 2,27 (3H) 2,23 (3 H)
CH, 467(2H) 404(4H) 380(2H) 3,75-3,96

3,90 (4 H) (10 H)
C-Hy 734(1H) 721 (2H) 7,15-7,21 6,89 (2 H)
746 (LH) 7,42(2H) (3H) 7,11-7,17

7,702H) 7,41(3H) (3H)
8,62 (2H) 7,65(2H) 7,34-7,40

8,57 (2 H) (3H)
7,56-7,67

(3 H)
8,55 (2 H)

C-Hag 9,86 (1 H) - 10,43 (1 H) -

O-H 11,25 (1 H) - - -
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos e atribuicdes dos espectros de RMN de 'H
dos precursores do H,L1bpea e do H,L2bpea.

Atribuictes bpea bpeamff bpeamffmetpy bpeamffetpy

CHs - 2,23 2,20 (3 H) 2,19 (3 H)
(BH)
CH, 2,91 3,03 3,02 (8 H) 3,01 (12 H)
(4 H) (8 H) 3,80 (4 H) 3,78-3,87
3,09 3,84 3,93 (2 H) (4 H)
(4 H) (2 H)
C-Har 710  7,04-7,15 671 (LH) 6,71 (1 H)
(2 H) (5 H) 6,91 (1 H) 6,80 (1 H)
7,16 738 700717 (5H)  6,99-7,18
(2 H) (1 H) 7,37 (1 H) (6 H)
756-762 7,67  7,50-756 (2H)  7,61-7,47
(2 H) (2 H) 7,64 (1 H) (3 H)
8,52 849  848-855(3H) 848851
(2 H) (2 H) (3 H)
C-Hag - 10,15 - -
(1H)

A partir da observa%éo da regido em que ha a presenca dos sinais
no espectro de RMN de "H e das integragdes realizadas, foi possivel
diferencia-los em metilicos, metilénicos e aromaticos, e confirmar a
guantidade de atomos de hidrogénio presentes nas moléculas
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Para 0s compostos ja caracterizados em outros trabalhos, as
atribuicdes realizadas estdo de acordo com o apresentado na literatura
(MELLER, 2018; HEYING, 2014; PIOVEZAN et al., 2010; GREATTI
et al., 2008). Os espectros do bpmamff e do bpma claramente se
diferenciam pelo surgimento do sinal dos atomos de hidrogénios
metilicos em 2,27 ppm e do sinal em 10,43 ppm, referente ao hidrogénio
do aldeido.

No caso dos ligantes H,L1bpea e H,L2bpea, a comparacdo dos
espectros dos precursores segue a mesma ldgica, visto que
estruturalmente os compostos sdo semelhantes, alterando-se apenas o
ndmero de carbonos alifaticos (Figura 46).



Figura 46 — Representagéo geral dos compostos precursores sintetizados.

Precursores do Hopysmff: m=n =1
Precursores do H,L1bpea:m=2,n=1
Precursores do H,L2bpea: m=n = 2

Assim como para o bpmamff e para o bpma, as alteracGes entre
0s espectros do bpea e do bpeamff referem-se a presenca de um sinal do
H do grupo aldeido (em 10,15 ppm), além da integracéo dos hidrogénios
metilénicos e surgimento de hidrogénios metilicos (em 2,23 ppm). As
sinteses do bpeamffmetpy e do bpeamffetpy sdo confirmadas pela
integracdo dos sinais presentes na regido aromatica e alifatica.

Os deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de ‘H dos
ligantes finais estdo sumarizados na Tabela abaixo.

Tabela 7 — Deslocamentos quimicos dos espectros de RMN de 'H dos ligantes
finais.

Atribuicoes H,pysmff H,L1bpea H,L2bpea
CH; 2,21 (3H) 2,19 (3H) 2,14 3H)
2,24 (3H) 2,25 (3 H) 2,22 (3H)
CH, 3,75-3,87 (12H) 2,81-3,02(8H) 2,99-3,02 (12 H)
3,66 (2H) 3,71-3,92 (6 H)
3,79 (2H)
3,84 (4H)
CHy 6,86 (1 H) 6,72 (1 H) 6,73 (1 H)
6,94 (1 H) 6,91 (1 H) 6,86 (1 H)
7,15-7,18 (4 H) 7,16 (6 H) 7,01-7,10 (7 H)
7,38-7,41 (4H)  7,46-7,63 (5 H) 7,36 (1 H)
7,57-7,63(3H)  8,48-8,55 (3 H) 7,46-7,59 (3 H)
8,54-8,58 (3 H) 8,42-8,48 (3 H)
CHayq 10,32 (1 H) 10,32 (1 H) 10,18 (1 H)
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O espectro do ligante H,pysmff, em relacdo ao do Hpys,
apresenta o dobro de hidrogénios metilicos na integracéo, bem como um
nimero maior de hidrogénios metilénicos e aromaticos, além de um
sinal em 10,32 ppm referente ao aldeido. A mesma situagcdo ocorre para
o ligante HyL1bpea em relacdo ao precursor bpeamffmetpy e para o
H,L2bpea em relacdo ao bpeamffetpy.

2.5.1.3 Espectrometria de massas (ESI-MS)

A espectrometria de massas foi utilizada como mais uma forma
de caracterizagdo dos ligantes finais. Os espectros dos ligantes H,pysmff
e H,L1bpea possuem como pico base a espécie [M+H'], conforme
apresentado a seguir:

Figura 47 — Espectro de ESI-MS do H,pysmff em CH;CN.
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Figura 48 — Ampliac&o do conjunto de sinais com m/z = 588,30 do espectro de
ESI-MS do H,pysmff. Em vermelho, a simulagéo da distribui¢do isotopica para
a espécie proposta.
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Figura 49 — Espectro de ESI-MS do ligante H,L1bpea em CH;CN.

100
80
g
]
2
S 60
®
[}
e}
©
=}
G 404
c
2
£
20
0 N lLlL i l.L.lL,llJA e
200 400 600 800 1000

m/z



83

Figura 50 — Amplia¢do do conjunto de sinais com m/z = 616,38 do espectro de
ESI-MS do H,L1bpea. Em vermelho, a simulacdo da distribuigdo isotpica para
a espécie proposta.
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O espectro de ESI-MS do H,L2bpea esta apresentado na Figura
51. O pico base deste corresponde ao fragmento [bpeamffetpy+H'] e a
espécie [M+H"] também aparece em menor intensidade (Figura 52).
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Figura 51 — Espectro de ESI-MS do H,L2bpea em CH;CN.
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Figura 52 — Ampliacdo do conjunto de sinais com m/z = 630,38 do espectro de
ESI-MS do H,L2bpea. Em vermelho, a simulacéo da distribuicdo isotopica para
a espécie proposta.
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A clivagem a de aminas, originando o pico base do espectro do
H,L2bpea, é uma das fragmentacGes mais comuns em espectros de
massas usando ionizagéo por electrospray (DEMARQUE et al., 2016).

Através das caracterizacBes realizadas, portanto, considerou-se
gue os ligantes foram sintetizados com grau de pureza adequado para
serem utilizados na sintese dos complexos de interesse.

2.5.2 Caracterizagdes dos complexos
2.5.2.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (1V)

Inicialmente, o0s complexos foram caracterizados via

espectroscopia na regido do IV. Os espectros dos complexos 1, 2 e 3 e

respectivos ligantes estdo sobrepostos nas figuras abaixo.

Figura 53 — Espectros de IV do complexo 1 e ligante Hopysmff em ATR.
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Figura 54 — Espectros de 1V do complexo 2 e ligante H,L1bpea em ATR.
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Figura 55 — Espectros de IV do complexo 3 e ligante H,L2bpea em ATR.

— H,L2bpea
—3

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
NGmero de onda (cm™)

A comparacgdo entre os espectros de IV dos complexos com 0s
ligantes fornece indicios de que as reacGes de complexacdo de fato
ocorreram. Os espectros dos complexos isolados apresentam bandas
caracteristicas dos ligantes, com algumas variacdes nas frequéncias de
absorcdo destas. As Tabelas 8, 9 e 10 apresentam as principais bandas
atribuidas para os complexos 1, 2 e 3 e respectivos ligantes.
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Tabela 8 — Principais bandas (cm™) e atribuicBes dos espectros de IV do
complexo 1 e ligante H,py,mff.

Atribuicéo 1 (cm™) H,pysmff (cm™)
v O-H 3534 -
v C-Ha;, C-Hgjis e C-Hyyg 3080-2864 3055-2830
v C=0 1648 1677
vC=CeC=N 1609-1444 1592-1433
46 O-H 1382 -
v Cl-Operctorato 1070 -
O C-Hy 769 748
8 C-Hpy 616 620

Tabela 9 — Principais bandas (cm™) e atribuicdes dos espectros de IV do
complexo 2 e ligante H,L 1bpea.

Atribuicao 2 (cm™) H,L1bpea (cm™)
v O-H 3567 -
v C-Hg;, C-Hyir e C-Hyyg 3080-2858 3052-2843
v C=0 1637 1675
v C=CeC=N 1609-1441 1591-1434
6 O-H 1352 -
v CI'Opercloralto 1084 -
S C-Hy 764 748
6 C-Hyy 622 624

Tabela 10 — Principais bandas (cm™) e atribuices dos espectros de IV do
complexo 3 e ligante H,L2bpea.

Atribuicao 3 (cm?) H,L2bpea (cm™)
v O-H 3520 -
v C-Hg, C-Hgis e C-Haq 3079-2862 3056-2843
v C=0 1654 1677
vC=CeC=N 1608-1445 1589-1433
o O-H 1385 -
v CI'Operclorato 1083 -
O C-Hy 763 746

8 C-Hyy 620 623
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Além das bandas que evidenciam a presenca dos ligantes, os
espectros dos complexos apresentam uma banda larga em cerca de 3500
cm™ atribuida ao estiramento da ligagdo O-H decorrente de moléculas
de agua e/ou metanol provenientes das sinteses. Ha também uma banda
muito intensa em aproximadamente 1080 cm™, caracteristica do
estiramento da ligacdo CI-O do contra-ion perclorato (NAKAMOTO,
1977). Os valores de nimero de onda referentes aos ligantes variam
ligeiramente por causa da reorganizacdo de suas estruturas apds as
complexacdes.

2.5.2.2 Espectrometria de massas (ESI-MS)

Os espectros de massas dos complexos e suas respectivas
simulac@es de distribuicéo isotdpica sdo apresentados nas Figuras 56, 57
e 58.

Figura 56 — Espectro de ESI-MS do complexo 1 em MeOH e amplia¢do do pico
base, com simulacédo da distribuicdo isotdpica em vermelho.
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Figura 57 — Espectro de ESI-MS do complexo 2 em CH;CN e ampliacéo do
pico base, com simulagéo da distribui¢&o isotopica em vermelho.
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Figura 58 — Espectro de ESI-MS do complexo 3 em MeOH e amplia¢do do pico
base, com simulacédo da distribuicdo isotdpica em vermelho.
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Os espectros de massas estdo de acordo com a composicdo
esperada para os complexos 1, 2 e 3. Em todos 0s casos, hd apenas um
conjunto de sinais com alta intensidade relativa, que apresenta um
distanciamento entre os picos de uma unidade, indicando uma espécie
monovalente. A Figura 59 apresenta as estruturas propostas para tais
espécies.

Figura 59 — Estruturas propostas para os fragmentos de m/z 742,15 (complexo
1), m/z 756,17 (complexo 2) e m/z 784,20 (complexo 3).

=

CHj
m/z = 784,20

Nota-se que a presenca do anion metoxido ou hidréxido nas
estruturas se correlaciona ao solvente e diluente utilizados nas analises.
Para os complexos 1 e 3 foi utilizado metanol de grau MS, e observou-
se a presenca de um anion met6xido no pico base, enquanto que para o
complexo 2 usou-se acetonitrila de grau MS, havendo a presenca de um
fon hidréxido no pico base.

Além do pico base, o espectro do complexo 3 apresenta dois
outros conjuntos de sinais com intensidade relativa acima de 30%: com
m/z de 385,12 h& a espécie divalente referente ao complexo sem ponte e
com uma molécula de agua e, com m/z de 852,22 ha uma espécie
monovalente referente ao complexo com ponte up-metoxo, duas
moléculas de metanol e uma de agua.
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2.5.2.3 Espectrometria de absorcao atdmica em chama (F AAS)

Andlises de absorcdo atdbmica foram realizadas para os trés
complexos, com o intuito de verificar a quantidade de cobre existente
em amostras dos complexos sintetizados. Os resultados estdo presentes
na Tabela 11.

Tabela 11 — Concentracéo de cobre determinada por F AAS para os complexos
1,2e3.

Complexo [Cu]experimental (ppm) [Cu]calculada (ppm)

1 3,057 + 0,017 3,017
2 3,294 £ 0,027 3,076
3 2,616 + 0,006 2,704

De acordo com estes valores, pode-se inferir que as amostras
analisadas possuem uma concentracdo total de cobre concordante com o
esperado. Como os valores tedricos foram calculados para sistemas
binucleares, os resultados obtidos corroboram com as estruturas
propostas para 0s complexos.

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

Os espectros eletronicos dos complexos 1, 2 e 3 foram
investigados em solucdo, utilizando-se metanol e diclorometano como
solventes (Figuras 60, 61 e 62). A Tabela 12 apresenta um resumo dos
dados obtidos.
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Figura 60 — Espectros eletrdnicos do complexo 1 em solugdo de metanol (a) e
diclorometano (b).

4000

3000 ~

2000 ~

e (L mol™ cm™)

1000

T
300 400 500 600 700
A (nm)

Figura 61 — Espectros eletronicos do complexo 2 em solucdo de metanol (a) e
diclorometano (b).
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Figura 62 — Espectros eletronicos do complexo 3 em solugéo de metanol (a) e
diclorometano (b).
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Tabela 12 — Dados de espectroscopia eletrénica dos complexos 1, 2 e 3.

Amax (NM) (€ (L mol™ cm™))

Complexo MeOH CH,Cl,
1 700 (166); 358 (3802) o (1‘;)3)1; ?ngg;mbm)3
2 656 (22% g;é)gg;mbro); 672 (182); 378 (3717)
3 600 (2;;)7; ?;go(zc;mbm); 622 (154); 340 (1718)

Os espectros eletrénicos dos complexos apresentam uma banda
na regido entre 340-390 nm, que pode ser atribuida ao somatério de
transicBes intraligantes e transferéncias de carga dos fenolatos para os
centros metalicos (TCLM), como observado para outros complexos com
ligacdo Cu"-fenolato (CAMARGO et al., 2013; PERALTA et al., 2010;
MARTINS et al., 2010; GHOSH et al., 2008). Diferencas na orientacdo
do fenolato em relacdo ao Cu" devem estar relacionadas com a alteracéo
na probabilidade de ocorréncia da TCLM dos complexos (GHOSH et

al., 2008).
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Além da TCLM, em meio metandlico, os complexos 2 e 3
também possuem uma banda em aproximadamente 450 nm referente a
transferéncia de carga do metal para o ligante (TCML), que ocorre entre
os centros de Cu" e as piridinas (UNVER, HAYVALLI, 2010).

Na regido entre 600-850 nm, ha também uma banda com menor
absortividade molar, caracteristica de transicdes d-d dos fons Cu"
(Figuras 63-65).

Figura 63 — Ampliacéo da regido entre 500-850 nm dos espectros eletrdnicos do
complexo 1 em solugdo de metanol (a) e diclorometano (b).
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Figura 64 — Ampliagdo da regido entre 500-800 nm dos espectros eletrdnicos do
complexo 2 em solugdo de metanol (a) e diclorometano (b).
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Figura 65 — Ampliac&o da regido entre 500-800 nm dos espectros eletronicos do
complexo 3 em solugédo de metanol (a) e diclorometano (b).
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O espectro eletrdnico do complexo 1 em diclorometano se
diferencia dos demais por apresentar duas bandas nesta regido,
sugerindo que 0s centros metalicos estdo pentacoordenados neste meio
(HATHAWAY; BILLING, 1970). Em metanol, h& apenas uma banda
larga referente a transicdo d-d, indicando que moléculas de dgua ou do
solvente se coordenam aos centros de Cu'"'. Os espectros dos complexos
2 e 3 indicam um ambiente hexacoordenado em ambos 0s solventes.

2.5.2.5 Voltametria de onda quadrada

O comportamento redox dos complexos 1, 2 e 3 foi investigado
em metanol via voltametria de onda quadrada (Figura 66). Os dados
eletroquimicos estdo sumarizados na Tabela 13.

Figura 66 — VVoltamogramas de onda quadrada (pulso = 25 mV, frequéncia = 15
Hz) para os complexos 1, 2 e 3 em MeOH. Condicdes: [Complexos] = 1x107
mol L™ [NaClO, = 0,1 mol L% Eletrodos: trabalho — carbono vitreo;
referéncia — Ag/Ag’; auxiliar — platina.
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Tabela 13 — Dados eletroquimicos dos complexos 1, 2 e 3.

Eox VS Ereq VS Eqp Vs
Complexo £\ v)  ENH (V)  ENH (V)
. -0,70 0,73 0,72
-0,38 -0,46 0,42
) -0,67 -0,65 -0,66
-0,43 -0,46 -0,45
3 -0,62 -0,55 -0,59
-0,35 -0,35 -0,35

Os voltamogramas dos complexos 1, 2 e 3 apresentaram dois
processos redox, atribuidos aos processos Cu'Cu'/Cu'Cu' e
cu'cu'/cu'cu'. Os valores de Eyj, estdo de acordo com os reportados
para complexos binucleares de cobre(ll) com ligantes N,O-doadores
similares (PERALTA et al., 2010; PERALTA et al., 2006).

O comportamento eletroquimico dos complexos é influenciado
pela flexibilidade do ligante, havendo um deslocamento anddico na
medida em que se aumenta o tamanho dos anéis quelatos. Os valores de
E1» indicam que os centros metalicos do complexo 3 sdo mais faceis de
reduzir em comparacdo aos dos outros complexos, 0 que € esperado
devido & alteragdo de geometria preferencial entre Cu" e Cu'. Centros de
Cu" tendem a possuir geometrias hexacoordenadas octaédricas,
enquanto centros de Cu' exibem predominantemente geometrias
tetraédricas (AMBUNDO et al.,, 1999). Sendo assim, a maior
flexibilidade do complexo 3 favorece que as alteracBes geométricas
ocorram mais facilmente.

A mesma tendéncia foi observada por Schatz et al. (2001) para
complexos de cobre contendo ligantes tripoidais com anéis piridinicos,
nos quais 0s sistemas cujos anéis quelatos eram de cinco membros
estabilizavam mais a espécie Cu" do que os similares de seis membros.
Deste modo, os complexos mais flexiveis conseguem reduzir mais
facilmente os centros de Cu'".

2.5.2.6 Titulagdo espectrofotométrica

Os equilibrios quimicos entre as espécies dos complexos
presentes em solucdo foram  determinados via titulacdo
espectrofotométrica (Figuras 67, 68 e 69). A Tabela 14 apresenta as
constantes de desprotonagdo dos complexos 1, 2 e 3.
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Figura 67 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo 1 em MeOH:H,0 (1:1,
% v/v) na faixa de pH entre 2,5-9,0.
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Figura 68 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo 2 em MeOH:H,0 (1:1,
% vl/v) na faixa de pH entre 3,0-8,0.
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Figura 69 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo 3 em MeOH:H,0 (1:1,

% v/v) na faixa de pH entre 2,5-8,5.

1,0

0,81

0,6

0,4

Absorbancia

0,2 4

0,0

T T T
300 400 500 600
Comprimento de onda (nm)

Tabela 14 — Valores de pKa dos complexos 1, 2 e 3.

Complexo pKa; pKa, pKaz
1 4,73+0,01 6,66+0,1  7,86+0,2
2 4,41+0,02 6,42+0,1 7,54+0,1
3 4,23+0,04 5,80+0,03 7,41+0,1

700

Em todos os casos, foram determinadas trés constantes de

desprotonagdo, sendo que os valores destas se relacionam com o

incremento no tamanho dos anéis quelatos dos complexos, seguindo a

ordem 1>2>3.

A partir dos valores de pKa observados para complexos
binucleares de cobre(ll) com ligantes similares (PERALTA et al., 2010;

PERALTA et al., 2006; ROSSI et al., 2002) e dos gréficos das
titulagcGes espectrofotométricas, faz-se a seguinte proposta para 0S

equilibrios (Figura 70):
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Figura 70 — Proposta para os equilibrios observados em solugdo para 0s
complexos 1, 2 e 3.
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O pKa; corresponde & desprotonagéo do fenol lateral, gerando a
espécie B, visto que a primeira modificacdo observada nas titulacdes é o
surgimento de uma banda em aproximadamente 400 nm referente a
transferéncia de carga do fenolato para os centros de cobre(ll). Os
valores determinados e a atribuicdo concordam com o evidenciado por
Peralta et al. (2010) para complexos semelhantes. O segundo pKa pode
ser atribuido a formacdo da ponte u-OH (espécie C) entre os centros
metélicos, em concordancia com o pKa, de 6,32 do complexo [Cu"(u-
OH)Cu”(HBTPPNOL)]2+ (ROSSI et al., 2002). Por fim, o terceiro pKa
se refere a desprotonacdo da agua coordenada a um dos centros de Cu'",
formando a espécie D (PERALTA et al., 2010; PERALTA et al., 2006).

Os diagramas de distribuicdo das espécies em solugdo sdo
apresentados nas Figuras 71, 72 e 73.
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Figura 71 — Diagrama de distribuicdo de espécies em funcdo do pH para o
complexo 1.
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Figura 72 — Diagrama de distribuicdo de espécies em funcdo do pH para o
complexo 2.
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Figura 73 — Diagrama de distribuicdo de espécies em funcdo do pH para o
complexo 3.
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2.5.3 Atividade de catecolase

Diferentes experimentos cinéticos foram realizados a fim de
testar a reatividade dos complexos 1, 2 e 3 frente & reacdo de oxidacéo
do substrato modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-DTBC) (Figura 74).

Figura 74 — Equagdo quimica da oxidagdo do 3,5-DTBC pelo O,.

OH (0]
Cat., 02
— =

OH  Metanol o

O 3,5-DTBC foi escolhido como substrato por ter um baixo
potencial redox, facilitando a formacdo da o-quinona correspondente,
além de possuir substituintes volumosos que impedem a ocorréncia de
outras reagdes, como a abertura do anel (CHATTERJEE et al., 2018).
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2.5.3.1 Efeito do pH

Inicialmente, foram realizados experimentos para averiguar a
influéncia do pH na atividade catalitica dos complexos (Figura 75).

Figura 75 — Dependéncia de V,com o pH do meio reacional na presenca dos
complexos 1, 2 e 3. Condigdes: [1] = 18 pmol L™; [2] = [3] = 25 umol L™; [3,5-
DTBC] = 5 mmol L™ [Tampdes] = 30,3 mmol L™; solugdo MeOH/H,0O (32:1)
a25°C.
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A alteracdo no pH do meio reacional é acompanhada por
mudangas estruturais nos complexos, o que pode influenciar no
comportamento catalitico destes. De acordo com o gréafico acima, na
faixa de pH investigada, a atividade maxima dos trés complexos ocorre
em pH 9,0.

Segundo os dados espectrofotométricos, neste pH ha uma
predominancia da espécie [Cu(u-OH)Cu(OH)] (espécie D, subsegdo
2.5.2.6) para todos os complexos. Ensaios com outros complexos
biomiméticos indicam que grupos hidroxidos coordenados aos centros
de cobre auxiliam na desprotonacdo do substrato, facilitando a sua
coordenag&o, o que corrobora com o perfil evidenciado acima (OSORIO
etal., 2012; TORELLI et al., 2002; FERNANDES et al., 2001).

Em pHs 4cidos, nota-se que a velocidade inicial da reacdo é
independente do pH, sendo que alteraces significativas ocorrem apenas
apos pH 7,0, de forma que se pode considerar a atividade catalitica das
espécies A, B e C insignificante.
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2.5.3.2 Efeito da concentracdo de substrato

Com o intuito de determinar os parametros cinéticos da reagéo de
oxidacdo do 3,5-DTBC catalisada pelos complexos, foram realizados
estudos para analisar a influéncia da concentracdo do substrato na
velocidade inicial da reacdo.

Esses experimentos foram realizados em pH 9,0 por ser o pH no
gual todos os complexos se mostraram mais ativos no intervalo
investigado.

A Figura 76 apresenta a dependéncia da velocidade inicial da
reacdo com a concentracdo de 3,5-DTBC na presenca dos complexos 1,
2e3.

Figura 76 — Dependéncia de V, com a concentragdo do substrato na presenca
dos complexos 1, 2 e 3. Condicdes: [1] = [2] = [3] = 60 umol L™; [S] = 4,90x10°
*_1,45x10% mol L% [T] = 30,3 mmol L™ (TRIS, pH 9,0); MeOH/H,0 (32:1) &
25°C.
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Observa-se que ha uma dependéncia hiperbdlica entre V, e [S],
sugerindo uma cinética do tipo Michaelis-Menten. Os parametros
obtidos pelo tratamento dos dados estdo presentes na Tabela 15,
juntamente com os parametros cinéticos de outros complexos reportados
na literatura com fins de comparacao.
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Tabela 15 — Parametros cinéticos dos complexos 1, 2 e 3 e de alguns complexos
da literatura. Referéncia: (PERALTA et al., 2010); "(ROSSI et al., 2002).

§ E=
Keat X107 Ky x10° K
Complexo  ~&7; M it Keat/ K
(sM (mol L™) (L mol™) (L mol s
1 3,17+0,23  5,77+0,60 173,31+0,10 0,60+0,08

2 34,08+£3,50 10,26+1,50 97,47+0,15  3,40+0,61

3 20,12+297 7,42+1,44 134,77+0,19 2,86+0,70
A? 5,83 8,93 112 0,65
BP 2,80 0,86 1200 3,26

O complexo 1 é o menos eficiente (E) da série reportada neste
trabalho, apesar de possuir a maior constante de associa¢do (Kss). As
constantes cataliticas (kc;) dos complexos 2 e 3 séo, respectivamente,
cerca de 6 e 11 vezes maiores do que a do complexo 1, indicando que o
aumento do nimero de membros dos anéis quelatos no lado macio
favorece a catalise desta reacdo. As constantes cataliticas dos complexos
2 e 3 também se destacam em comparagdo a biomiméticos reportados na
literatura com ligantes N,O-doadores semelhantes (complexos A e B).

Ao comparar 0s complexos 2 e 3, nota-se que a alteracdo de cinco
para seis membros no anel quelato envolvendo a piridina do lado duro
do complexo facilita a associacdo complexo-substrato, conforme
esperado. Porém o complexo 2 possui ke 1,7 vezes maior do que a do
complexo 3, apresentando a maior eficiéncia catalitica da série.

2.5.3.3 Proposta mecanistica

Com a finalidade de esclarecer como é o mecanismo de catélise
dos complexos na oxidacdo do 3,5-DTBC, foram realizados ensaios para
detectar a existéncia de peréxido de hidrogénio durante a reacdo. Nestes,
foi possivel averiguar que ha a presenca de H,O, durante o ciclo
catalitico, identificada pela reacdo do peroxido com iodeto de potassio,
gerando a espécie l3. Sendo assim, o mecanismo pelo qual os
complexos 1, 2 e 3 atuam se aproxima do de diversos biomiméticos da
catecol oxidase, que também geram peroxido de hidrogénio ao invés de
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agua durante a catalise (JOY et al.,, 2019; CAGLAR et al., 2014;
ZHENG et al., 2014; ADHIKARY et al., 2103; OSORIO et al., 2012).

Na presenca dos complexos, a estequiometria da reacdo de
oxidacdo do substrato modelo é 3,5-DTBC + O, — 3,5-DTBQ + H,0,.
Desta forma, o mecanismo dos complexos 1, 2 e 3 se afasta do proposto
para a catecol oxidase, no qual ndo ha a geracdo de perdxido de
hidrogénio durante a catalise, somente de agua.

Reacdes de oxidacdo do substrato 3,5-DTBC catalisadas pelos
complexos em condi¢cBes de excesso de substrato também foram
realizadas em atmosfera inerte e a comparacdo entre a absorbancia
decorrente do produto formado nestas condigdes com a dos ensaios em
solucdo saturada com O, indicam que a presenca de oxigénio €
fundamental para que haja uma geracdo significativa de 3,5-DTBQ.
Neste sentido, o oxigénio molecular deve estar envolvido diretamente
no ciclo catalitico, reoxidando os centros de Cu' e propiciando o
incremento na formacgédo da o-quinona.

Baseando-se nestes experimentos e nos ensaios de efeito de pH,
propBe-se 0 seguinte mecanismo catalitico para os complexos:

Figura 77 — Proposta mecanistica para a oxidagdo do 3,5-DTBC catalisada pelos
complexos 1, 2 e 3.
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A catélise ocorre de forma significativa na presenca da espécie D
dos complexos, que possui dois grupos hidroxido para auxiliar na
desprotonagdo do substrato, que se coordena formando um aduto
complexo-substrato. Apds a coordenacdo do 3,5-DTBC, os centros
metalicos sdo reduzidos para Cu'Cu' e h4 a geracdo de um equivalente
de 3,5-DTBQ. Em seguida, o oxigénio molecular reoxida os centros
metalicos, reestabelecendo a forma inicial do catalisador e liberando
peroxido de hidrogénio durante este processo.
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2.6 CONSIDERAGOES PARCIAIS

Os ligantes e compostos precursores foram caracterizados via
IV e RMN de 'H, além de ESI-MS para os ligantes finais.
Todos 0s compostos apresentaram rendimento e pureza
satisfatérios para prosseguir com as sinteses desejadas.

Os complexos 1, 2 e 3 foram sintetizados e caracterizados
através de diferentes técnicas (espectroscopia no IV e UV-Vis,
espectrometria de massas, voltametria ciclica, absorcdo atdmica
e titulacdo espectrofotométrica), as quais indicam que a
alteracdo no ndmero de membros dos anéis quelatos gera
diferencas significativas nas propriedades destes compostos.

Testes de reatividade dos complexos frente ao substrato modelo
3,5-DTBC mostram que estes podem ser considerados
biomiméticos da catecol oxidase, sendo que o complexo 2
apresenta a maior eficiéncia catalitica da série, apesar de
possuir a menor constante de associacao.
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3 ESTUDOS DE INTERAGAO COM DNA

Nesta secdo, sdo reportados os resultados dos ensaios biolégicos
com o DNA envolvendo os complexos 1, 2 e 3, cujas sinteses e
caracterizacOes foram apresentadas na Se¢éo 2.

3.1 REVISAO DA LITERATURA
3.1.1 O acido desoxirribonucleico (DNA)
3.1.1.1 Propriedades estruturais e biolégicas do DNA

O DNA (do inglés, deoxyribonucleic acid) é uma macromolécula
pertencente aos &cidos nucleicos de extrema importancia no meio
bioldgico, pois é responsavel pela manutencdo, adaptacdo e repasse das
caracteristicas genéticas entre os seres vivos (TRAVERS;
MUSKHELISHVILI, 2014).

Em 1953, Watson e Crick elucidaram de forma elegante a
estrutura tridimensional do DNA, explicando as descobertas realizadas
previamente por outros pesquisadores (WATSON; CRICK, 1953).
Neste artigo, foram enfatizados os principios de complementaridade das
bases nitrogenadas nas duas fitas e a natureza de dupla-hélice do
polimero. A Figura 78 apresenta a forma B do DNA, também conhecida
como estrutura de Watson e Crick.

Figura 78 — Estrutura de um dodecamero na forma B-DNA.

Fonte: DREW et al. (1981).
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A complementariedade das bases explica as descobertas de
Avery, McCarty e Macleod de transferéncia de material genético entre
diferentes cepas de bactérias, além de confirmar a equivaléncia
observada por Chargaff entre as quantidades de adenina e timina e de
guanina e citosina da dupla-fita do DNA (WATSON; CRICK, 1953).

O DNA ¢ extremamente flexivel, sendo possivel que as ligagdes
do esqueleto aglcar-fosfato rotacionem de diferentes formas. O B-DNA
¢ a variacdo mais estavel de uma sequéncia aleatéria de DNA em
condigdes fisioldgicas, sendo esta a estrutura de referéncia em estudos
de interagcdo do DNA com proteinas ou pequenos compostos (PAGES et
al., 2015). Outras conformagdes comuns sdo a forma A, favorecida em
cristalizagbes, e a forma Z, que pode ser encontrada em células
procaridticas e eucaridticas, geralmente sendo observada em regiGes de
codificacéo de proteinas, podendo desempenhar um papel na regulagdo e
expressao génica (PAGES et al.,, 2015; ROGERS, 2011; ZHOU;
ZHOU; XU, 2009; WANG; VASQUEZ, 2007). A Figura 79 apresenta
as diferencas entre as formas A, B e Z do DNA.

Figura 79 — Variantes estruturais comuns do DNA.

Adaptado de: TRABUCO; VILLA (2015).
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Assim como 0 B-DNA, as formas A e Z também sdo organizadas
em dupla-hélice. O A-DNA se aproxima da forma B por possuir rotacao
helicoidal a direita, porém as hélices possuem maior nimero de pares de
bases por volta, sendo mais largas. Além disso, 0 A-DNA possui o sulco
maior mais aprofundado e o sulco menor mais superficial. O Z-DNA,
por sua vez, apresenta como principal caracteristica a rotacdo helicoidal
a esquerda. Nesta forma, o sulco maior é pouco visivel e o sulco menor
é estreito e profundo (NELSON; COX, 2014).

3.1.1.2 Tipos de DNA utilizados em biologia molecular
3.1.1.2.1 DNA plasmidial

O DNA plasmidial ¢ o material genético extracromossomal
encontrado em muitas bactérias. Este tipo de DNA é amplamente
utilizado em processos hiotecnoldgicos (BLACKBURN et al., 2006),
visto que pode ser facilmente extraido intacto e pode ser clonado ou
modificado geneticamente (GREEN; SAMBROOK, 2018; HEINZE et
al., 2018).

Os plasmideos sdo pequenas cadeias de DNA de dupla-hélice que
possuem as extremidades terminais ligadas entre si, formando um DNA
circular, o que confere a este super-helicidade (Figura 80).

Figura 80 — DNA plasmidial. (A) Esquema da estrutura do DNA
superenovelado. (B) Micrografia eletrbnica com ordem crescente de
enovelamento.
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Adaptado de: NELSON; COX (2014).

A super-helicidade, ou superenovelamento, é decorrente da torcao
da dupla-hélice do plasmideo vérias vezes sob um eixo. O DNA
superenovelado é altamente compacto e ocupa um espago minimo nas
células, conforme observado no item B.

Muitas moléculas de DNA permanecem altamente superenoveladas
mesmo apos serem extraidas e purificadas. O DNA superenovelado é
altamente tensionado, de forma que perturbacfes quimicas ou fisicas no
ambiente podem causar o relaxamento desta estrutura, retornando para a
forma circular (e aberta) original (WITZ; STASIAK, 2010). Desta
forma, os plasmideos consistem em um modelo de facil interpretacéo
para avaliar as clivagens que pequenos compostos podem induzir ao
DNA.

3.1.1.2.2 CT-DNA

O DNA de timo de bezerro (CT-DNA, do inglés calf thymus
deoxyribonucleic acid) é um DNA dupla-fita gendmico linear
amplamente utilizado em estudos com agentes cancerigenos e agentes
gue modulem a sua estrutura e fungdo (ZHOU; ZHANG; PAN, 2015;
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BANTI et al., 2012). As propriedades bioquimicas e fisico-quimicas do
CT-DNA sdo bem conhecidas, facilitando a discussdo dos ensaios de
interacdo.

3.1.2 A INTERACAO ENTRE COMPLEXOS E DNA

Doengas como o cancer possuem origem genética, sendo uma
grnade parte dos tratamentos baseada em estratégias de alteracdes no
DNA (JOYNER; REICHFIELD; COWAN, 2011). A cisplatina,
utilizada no tratamento de diversos tipos de cancer, por exemplo, se liga
covalentemente ao DNA, inibindo a sua replicacdo e induzindo a
apoptose (LU, 2007; ISHIDA et al., 2002). Os efeitos colaterais
caracteristicos do tratamento com a cisplatina e suas limitacdes clinicas
— como a resisténcia adquirida — sdo vistos como motivagdes para o
desenvolvimento de novos complexos com atividade antitumoral (DEO
et al., 2018). Neste sentido, ha um grande interesse no desenvolvimento
de nucleases artificiais, especialmente visando a clivagem seletiva de
sequéncias genéticas associadas a doencas.

Artigos de revisdo recentes sumaziram uma elevada quantidade
de complexos que atuam como nucleases artificias, sendo as formas de
interacdo destes com o DNA e os mecanismos pelo qual o clivam muito
abrangentes (YU; COWAN, 2018; MANCIN; SCRIMIN; TECILLA,
2012).

Assim como a cisplatina, outros complexos com este centro
metélico atuam se ligando covalentemente ao DNA (TULLIUS et al.,
1983). Por sua vez, compostos contendo grupos policiclicos aromaticos
como acridina, etidio e pireno geralmente interagem através de
intercalacdo entre os pares de base (ALMAQWASHI et al., 2016).
Outras formas de interagdo comuns consistem em ligacdes através dos
sulcos maior ou menor do DNA e atragdes eletrostaticas, principalmente
com o esqueleto acucar-fosfato (PAGES et al., 2015).

A interacdo de complexos com DNA geralmente ocorre por uma
combinacdo das formas citadas. Silva et al. (2017), por exemplo,
reportam trés complexos binucleares de ferro e zinco que se aproximam
por atragdo eletrostética e acessam os sulcos do DNA, nos quais também
ocorre a clivagem do DNA pelos complexos. A Figura 81 esquematiza
0s modos de interacdo abordados.
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Figura 81 — Representacdo dos modos de interagdo com o DNA: (1) interagdo
pelo sulco maior; (2) interagdo pelo sulco menor; (3) atragéo eletrostatica e (4)
intercalagdo. Em vermelho, o esqueleto aglicar-fosfato do DNA e em cinza, 0s
pares de bases nitrogenadas.

Adaptado de: ALMAQWASHI et al. (2016).

Além de interagir com o DNA, alguns pequenos compostos sao
capazes de cliva-lo de forma hidrolitica e/ou oxidativa (WANG et al.,
2014). Os fragmentos gerados pela quebra hidrolitica do DNA séo
vantajosos por poderem ser religados por ligases, mas estudos
oxidativos visando o controle e seletividade da quebra oxidativa também
sdo de grande interesse. Geralmente a via oxidativa é observada para
centros metalicos redox conhecidos, como Cu' e Fe"', na presenca de
coreagentes como H,0,, oxigénio molecular ou agentes redutores
(MANCIN; SCRIMIN; TECILLA, 2012). Entretanto, nos Gltimos anos
estdo sendo reportados complexos que clivam o DNA de forma
oxidativa na auséncia de coreagentes (MCGIVERN et al., 2018).

Pesquisas envolvendo a interacdo de complexos de cobre com o
DNA sdo realizadas visando diferentes aplicacbes bioldgicas, como a
sua atuacdo como agentes anticancerigenos e agentes de clivagem e
DNA footprinting (ERXLEBEN, 2018). Em relacdo a funcdo
anticancerigena, muitos complexos de cobre sdo ativos em células
tumorais resistentes aos medicamentos de platina, além de apresentarem
atividade in vitro maior que farmacos classicos (MCGIVERN et al.,
2018). Diferentemente da  platina, complexos de cobre
predominantemente interagem com o DNA via intercalacdo, atracfes
eletrostaticas ou ligagdes ao sulco maior ou menor (ERXLEBEN, 2018;
MCGIVERN et al., 2018).

Majoritariamente, os complexos de cobre em estudos com DNA
possuem centro de cobre com estado de oxidagdo +2, sendo suas
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atividades biolégicas distinguiveis de acordo com os ligantes. Ligantes
usualmente coordenados com o cobre envolvem compostos organicos
bioativos, como medicamentos anti-inflamatdrios, produtos naturais e
agentes antitumorais conhecidos, além de moléculas que conseguem ou
direcionar a alvos especificos além do DNA ou mimetizar sitios
bioldgicos (SANTINI et al., 2014).
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3.2 OBJETIVOS
3.2.1 Objetivo geral

e Analisar a interacdo e clivagem do DNA por trés complexos
binucleares de cobre(ll), de forma a investigar a influéncia do
tamanho dos anéis quelatos destes em sua atividade.

3.2.2 Objetivos especificos

e Auvaliar a clivagem de DNA plasmidial pelos complexos em
diferentes condic¢Oes reacionais, variando fatores como pH,
temperatura, tempo reacional e concentragdo de complexo.

e Averiguar como ocorre a interacdo entre os complexos e o
DNA através de ensaios com DNA plasmidial com o aumento
da forca ibnica no meio reacional e na presenca de ligantes de
sulco, bem como através de dicroismo circular com o CT-DNA.

e Investigar o0 mecanismo de clivagem do DNA plasmidial pelos
complexos, realizando reacGes em atmosfera de argbnio e
utilizando sequestradores de radicais livres.

e Determinar e comparar os parametros cinéticos (k.. € Ky) da
clivagem do DNA plasmidial pelos complexos.



117

3.3 MATERIAIS E METODOS

Os tipos de DNA utilizados neste trabalho foram o DNA
plasmidial pBSK-Il e CT-DNA (calf thymus) tipo XV, sendo o CT-
DNA obtido da Sigma-Aldrich. Os reagentes e solucGes utilizados nos
ensaios com DNA possuiam grau de biologia molecular, sendo que
todas as solugBes foram preparadas com agua ultrapura Milli-Q
(resistividade a 25 °C de no minimo 18,2 MQ cm a 25 °C, com teor de
carbono orgénico total < 10 ppb) obtida pelo sistema Milli-Q Synergy
(Millipore, USA). As solugdes foram previamente esterilizadas,
utilizando-se filtros de membrana tipo Millex de 0,22 umol (Millipore,
USA) para evitar contaminacOes bacterianas. Solventes organicos, como
acetonitrila e etanol, possuiam grau comercial.

3.3.1 Obtencdo, purificacdo e quantificacdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido do plasmideo pBSK-II
(Stratagene, USA) dupla fita e superenovelado com 2961 pares de base.
O plasmideo foi amplificado a partir da transformacdo em células
competentes da bactéria Escherichia coli DH5-a, de acordo com o
protocolo de Ausubel et al. (2003). Apds a multiplicacdo das culturas,
estas foram centrifugadas e 0 DNA foi extraido e purificado usando o
protocolo do kit de extragdo e purificagdo HiSpeed Plasmid Maxi
(Qiagen).

O pBSK-Il extraido foi quantificado via espectroscopia UV-Vis,
utilizando-se o valor de coeficiente de absorcio de 13200 L mol™ cm™
para leitura em 260 nm, e a sua integridade foi verificada através da
propor¢do entre a absorbancia em 260 nm e em 280 nm bem como via
eletroforese em gel de agarose (CSEKE; HERDY, 2012).

3.3.2 Procedimento geral das reag6es de clivagem

Em um experimento tipico, adicionou-se em um microtubo tipo
eppendorf de 1,5 mL, 2 uL de DNA pBSK-II (superenovelado)
contendo 330 ng ~ 25 umol L™, 2 puL de tampdo biolégico, 5 uL de
solucdo de complexo e 11 uL de agua milli-Q autoclavada, totalizando
20 pL de reacdo. Apds 4 horas a 50 °C, a reacdo foi finalizada pela
adicdo de 5 pL de tampéo de corrida (EDTA 0,25 mol L™ em pH 8,0,
glicerol 50% e azul de bromofenol 0,01%).
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Em seguida, as amostras dos experimentos foram aplicadas em
gel de agarose (1%) contendo 0,3 ng mL™ de brometo de etidio e
submetidas a eletroforese por 100 min a 90 V em tampdo TBE 0,5X
(TRIS 44,5 mmol L™, 4cido bérico 44,5 mmol L™, EDTA 1 mmol L™
em pH 8,0). Ap6s as corridas, os géis foram fotografados utilizando o
sistema de fotodocumentacdo DigiDoc-It (UVP, USA) e as fragdes de
cada forma do DNA plasmidial foram quantificadas por densitometria,
utilizando o software KODAK Molecular Imaging Software 5.0
(Carestream Health, USA).

Como o brometo de etidio se intercala de maneira menos
eficiente com a forma superenovelada do DNA plasmidial (F 1), hd uma
menor emissdo de fluorescéncia pela F | do DNA em relagdo as demais,
de modo que os valores encontrados para esta forma foram
multiplicados por 1,47 e os valores obtidos para as demais formas foram
corrigidos por proporcionalidade (JIN et al., 2007). A quantidade de
DNA clivada (%) foi considerada como sendo a soma das fracGes de
DNA na forma circular aberta (F I1) e linear (F I11), enquanto a fracdo
ou quantidade de DNA intacto (%) foi considerada como a fracdo de
DNA na forma superenovelada (F I) (Figura 82).

Figura 82 — llustragdo das trés formas do DNA plasmidial (A) e suas diferentes
mobilidades eletroforéticas em gel de agarose (B).
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Adaptado de: BORTOLOTTO (2015).
3.3.2.1 Ensaios iniciais
Inicialmente, diferentes combinagcdes de temperatura (37°C e

50°C), tempos reacionais (4 h, 8 h e 16 h) e concentragctes de complexos
(0-200 pmol L™ foram testadas em pH 7,0 a fim de determinar os
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melhores pardmetros para 0s experimentos posteriores. Apés estes
ensaios, a condicdo geral utilizada foi de 4 horas de reacdo a 50 °C.

3.3.2.2 Efeito do pH e da concentragdo dos complexos

O procedimento geral descrito no item 3.3.2 foi realizado em
diferentes pHs e tampdes: MES (pH 6,0), HEPES (pH 7,0 e 8,0), CHES
(pH 9,0) e CAPS (pH 10,0), na presenca de 10 pmol L™ dos complexos.
Apos 4 h a 50 °C, as reagdes foram interrompidas pela adi¢do de 5 puL
do tampdo de corrida e submetidas a eletroforese em gel de agarose.
Foram realizados controles nas mesmas condigbes reacionais na
auséncia dos complexos.

No pH de maior atividade dos complexos, foram realizadas
reacbes com diferentes concentragbes destes para determinar a
concentracao a ser utilizada nos experimentos posteriores.

3.3.2.3 Efeito da forca ibnica

O efeito da forga idnica do meio reacional foi averiguado pela
substituicdo de 5 uL de agua do procedimento descrito no item 3.3.2 por
5 uL de soluges com concentragdes crescentes de NaCl ou de LiClO,4
([Sallfina = 15, 30, 75 e 125 mmol L™). Apés 4 h a 50 °C, as reagdes
foram interrompidas pela adicdo do tampédo de corrida e submetidas a
eletroforese em gel de agarose.

3.3.2.4 Efeito dos ligantes de sulco

As reacGes foram realizadas de acordo com o procedimento geral
(item 3.3.2), porém com a substituicdo de 4 uL de &gua por 4 uL de
solucdes estoque dos ligantes de sulco ([Ligante]fina = 50 umol L™). Os
compostos utilizados para se ligar ao sulco maior e menor do DNA
foram, respectivamente, o verde de metila e a netropsina (KIM,;
NORDEN, 1993; VAN DYKE; HERTZBERG; DERVAN, 1982).

Os ligantes foram incubados com o DNA em pH 6,0 por 30
minutos na auséncia de luz antes da adicéo de solucdes 5 pmol L™ dos
complexos. ReacBGes nas mesmas condigdes sem a presenca dos
complexos foram realizadas como controle.
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3.3.2.5 Ensaios em atmosfera de arg6nio

Para manter um ambiente livre de oxigénio, todos o0s
procedimentos experimentais foram realizados em uma glove bag, a
qual foi submetida ao vacuo e inflada com argénio.

As misturas reacionais foram preparadas conforme descrito no
item 3.3.2 em pH 6,0 e a concentracdo final dos complexos no meio
reacional foi de 5 pmol L™. As reagBes permaneceram sob temperatura
constante a 50 °C em um dessecador a vacuo, durante 3 h em uma
estufa.

Para estes ensaios, foram realizados dois controles: um com
CH3CN substituindo a solucdo de complexo, como controle negativo de
clivagem, e outro contendo 2 pL desolucéo de FeEDTA (1 mmol L™/2
mmol L") e 2 uL de DTT (10 mmol L™) em substituicdo & solugdo de
complexo, como controle positivo na presenca de oxigénio.

3.3.2.6 Efeito dos sequestradores de espécies reativas de oxigénio
(ERO)

As reaces foram realizadas em pH 6,0 na presenca de 5 pmol L™
dos complexos, seguindo o procedimento descrito no item 3.3.2, porém
com a substituicdo de 4 uL de &gua por 4 uL de solugdes contendo
diferentes sequestradores de ERO. Os sequestradores utilizados foram:
etanol ([EtOH]sna = 0,4 mmol L™), iodeto de potassio ([Klfina = 0,5
mmol L") e azida de sédio ([NaNs]sa = 0,5 mmol L™). Todos os
sequestradores foram testados nas mesmas condi¢fes na auséncia dos
complexos como controle.

3.3.2.7 Cinética de clivagem do DNA plasmidial

Em um experimento tipico para a cinética de clivagem do DNA
plasmidial por um complexo, foram utilizados 5 tubos do tipo
eppendorf, no qual em cada tubo adicionou-se 14 uL de DNA pBSK-II
(IDNA] = 25 pmol L), 14 pL de tampdo MES 6,0 (10 mmol L%), 77
uL de agua e 35 uL de diferentes concentragbes de complexo,
totalizando 140 pL.

Aliquotas de 20 pL dos sistemas reacionais foram retiradas no
inicio das reagdes e apos transcorridas 1, 2, 3 e 4 horas a 50 °C. Apds a
retirada de cada aliquota, adicionou-se 5 plL de tampdo de corrida a
mesma para finalizar a reacdo de clivagem. Em seguida, as amostras
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foram submetidas a eletroforese em gel de agarose. Controles nas
mesmas condicBes reacionais na auséncia dos complexos foram
realizados para monitorar a degradacdo espontanea do DNA plasmidial.

A constante de velocidade observada (ko) foi calculada para
cada concentragdo de complexo, considerando a reacdo de clivagem
como de pseudo primeira-ordem. O valor de k.5 foi obtido diretamente
do coeficiente angular da regressdo linear originada do plot entre o
logaritmo natural da quantidade de forma intacta de DNA (In F I) em
fungdo do tempo de reacdo. Por fim, os valores foram corrigidos pela
subtracdo do valor de kg, do controle e foram plotados gréficos de
variacao de kqs €m relacdo a concentracdo de complexo utilizada.

A cinética de todos os complexos foi realizada em pH 6,0 por 4
horas a 50 °C. As concentragfes de complexo foram: [1] = [2] = 1, 2.5,
5,10 e 15 umol L; [3] = 0.05, 1, 2.5, 5 e 10 umol L™

3.3.2.8 Modulacéo da clivagem do DNA plasmidial

Os ensaios foram realizados na presenca de ascorbato de sodio
([Clfina = 100 umol L'l). As misturas reacionais foram realizadas
conforme descrito no item 3.3.2, porém substituindo 10 pL de agua por
uma solugdo estoque do agente redutor. As reagdes ocorreram em pH
6,0, na presenca de 10 umol L™ dos complexos, por 1 hora a 37 °C ou
por 4 horas a 50 °C. Experimentos nas mesmas condi¢Ges reacionais
foram realizados na auséncia dos complexos como controle.

3.3.3 Dicroismo circular (CD)

Os espectros de dicroismo circular foram obtidos com o
espectropolarimetro de CD JASCO J-815 (Jasco, USA). Os
experimentos foram realizados com uma cubeta de quartzo de caminho
optico de 2 mm, na qual foram adicionados 40 uL de tampdo MES pH
6,0 ([Tamp&o]sinas = 10 mmol L™), 80 uL de solucéo estoque de CT-
DNA ([CT-DNAJsina = 200 pmol L) e 280 ulL de agua.

O CT-DNA foi titulado com uma solucdo 200 pmol L™ dos
complexos nas proporcdes [Complexo]/[DNA] de 0,05 até 1. Os
espectros de CD foram obtidos em triplicata, sendo que cada varredura
foi resultante da acumulagdo de trés espectros. Espectros na auséncia de
CT-DNA e de complexo foram utilizados como branco.

Espectros dos complexos na auséncia de DNA também foram
determinados e ndo apresentaram sinais significativos.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Diferentes ensaios foram realizados para determinar como ocorre
a interagdo e clivagem do DNA pelos complexos. Inicialmente, foram
realizados ensaios de clivagem de DNA plasmidial pelos complexos 1, 2
e 3 em pH 7,0, em diferentes concentracbes de complexo (0 a 200 umol
L), tempos reacionais (4 h, 8 h e 16 h) e temperaturas (37 °C e 50 °C).
Estes experimentos visaram a determinacdo da melhor condicdo para 0s
estudos posteriores.

A partir dos resultados obtidos (dados ndo mostrados), foi
possivel observar que todos os complexos sdo capazes de clivar o DNA
plasmidial em diferentes concentracdes, porém acima de 100 pmol L™
houve a precipitacdo das amostras nos pogos dos géis, dificultando a
avaliacdo da clivagem. O tempo reacional selecionado para 0s ensaios
posteriores foi de 4 h, pois 0s complexos ja apresentavam uma clivagem
consideravel da forma | do DNA para a forma Il neste periodo. Acerca
da temperatura, as reacbes em 50 °C tiveram um incremento de
aproximadamente 1,5 vezes na clivagem em relagdo as que ocorreram
em 37 °C. Portanto, as condicfes padrdo utilizadas foram de 4 h a 50 °C.

3.4.1 Efeito do pH e da concentracdo dos complexos
A fim de investigar o efeito do pH na clivagem do DNA

plasmidial pelos complexos, foram realizados ensaios em uma faixa de
pH entre 6 e 10, conforme Figuras 83, 84 e 85.
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Figura 83 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 1 em
diferentes valores de pH. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng ~ 25 pumol L™;
[1] = 5 pmol L™; [Tamp&o] = 10 mmol L™*; Temperatura = 50°C; Tempo = 4h
ao abrigo de luz.
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Figura 84 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 2 em
diferentes valores de pH. Condic6es reacionais: [DNA] = 330 ng ~ 25 pmol L™;
[2] = 5 pmol L™*; [Tampao] = 10 mmol L™; Temperatura = 50°C; Tempo = 4h
ao abrigo de luz.
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Figura 85 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 3 em
diferentes valores de pH. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng ~ 25 pumol L™;
[3] = 5 umol L; [Tampao] = 10 mmol L™; Temperatura = 50°C; Tempo = 4h
ao abrigo de luz.
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De acordo com estes dados, a clivagem do DNA superenovelado
pelos complexos apresenta diferencas significativas com a alteragdo no
pH, sendo o pH 6,0 o melhor para a realizacdo dos ensaios posteriores.
Através do perfil obtido para os trés casos, nota-se que a forma diaquo
dos complexos 1, 2 e 3 apresenta atividade superior as demais, conforme
os estudos de titulacdo espectrofotométrica.

Para determinar a concentragdo dos complexos a ser utilizada nos
outros experimentos, também foram realizados testes de clivagem do
DNA plasmidial em diferentes concentra¢des de complexo (Figuras 86,
87 e 88).
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Figura 86 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 1 em
diferentes concentracdes de complexo. Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng,
~ 25 umol L™; [1] = 0-10 pmol L™; [Tampé&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0);

Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.
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Figura 87 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 2 em
diferentes concentracdes de complexo. Condigdes reacionais: [DNA] = 330 ng,
~ 25 pmol L™; [2] = 0-5 umol L™; [Tampé&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0);

Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.
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Figura 88 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 3 em
diferentes concentragdes de complexo. Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng,
~ 25 pmol L™ [3] = 0-2,5 pmol L; [Tampéo] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0);
Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.
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Conforme apresentado, a clivagem aumenta de acordo com o
incremento na concentracdo de complexo no meio reacional, sendo a
guebra do DNA plasmidial realizada de forma concentracdo-dependente.
Os complexos 1, 2 e 3 conseguiram promover a clivagem da
forma superenovelada (FI) para a circular aberta (FII) em pH 6,0, ndo
havendo a presenca da forma linear (FIII) do DNA plasmidial. Nota-se
que existe uma diferenca significativa de atividade entre os complexos
estudados, sendo que o complexo 3 consegue clivar cerca de 50% do
DNA com uma concentracdo de apenas 0,5 umol L™ enquanto que esta
clivagem é alcangada pelos outros complexos somente na concentracéo
de 5 pmol L™
O incremento da atividade na clivagem do DNA plasmidial
corresponde ao aumento do tamanho dos anéis quelatos dos complexos,
0 que pode estar relacionado a uma maior flexibilidade do complexo 3,

facilitando a aproximacdo deste ao DNA. Mais estudos, porém, sdo
necessarios para afirmar este comportamento.
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3.4.2 Analise das formas de interagao
3.4.2.1 Efeito da forca idnica

Uma das formas de interagdo mais comuns entre pequenos
compostos e 0 DNA ¢é através de interaces eletrostaticas (PAGES et al.,
2015). Sendo assim, foram realizadas reagfes de clivagem do DNA
pelos complexos na presenca de concentracdes crescentes de diferentes
sais: NaCl e LiClO,4. Os resultados dos experimentos sdo apresentados
nas Figuras 89-94, sendo que o0s pogos contém, da esquerda para a
direita: i) controle com acetonitrila; ii) controle com complexo; iii)
complexo e 15 mmol L™ de sal; iv) complexo e 30 mmol L™ de sal; v)
complexo e 75 mmol L™ de sal; e vi) complexo e 125 mmol L™ de sal.

Figura 89 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 1 na
presenca de NaCl. CondicBes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pmol L™; [1] =
5 umol LY [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); [NaCl] = 15-125 mmol L™;
Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.
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Figura 90 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelo complexo 2 na
presenca de NaCl. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pmol L™; [2] =
5 umol L; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); [NaCl] = 15-125 mmol L™;
Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.
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Figura 91 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 3 na
presenca de NaCl. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pumol L™; [3] =
5 umol L™; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); [NaCl] = 15-125 mmol L™;
Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.
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Figura 92 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelo complexo 1 na
presenca de LiClO,. Condicdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 umol L™; [1]
=5 umol L'"; [Tampéo] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); [LiCIO,] = 15-125 mmol
L' Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.
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Figura 93 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 2 na
presenca de LiClO,. CondicBes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pumol L™; [2]
=5 umol L™*; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); [LiCIO,] = 15-125 mmol
L' Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.

& 100
= LIl
©
S g0 I Fi
£
@
S 60
o
<
Z 404
[a]
(=}
=l 204
©
E —l—
o 0- —
w
Fil =
FI =
- - 15 30 75 125

+[LiCIO,] (mmolL™)

[Complexo 2]



130

Figura 94 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-II pelo complexo 3 na
presenca de LiClO,. CondicBes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 umol L™; [3]
=5 umol L''; [Tampéo] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); [LiCIO,] = 15-125 mmol
L™; Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.

-
o
o

LI
80 1 FI

60

40

204

Forma do DNA plasmidial (%)

v

\

+[LiCIO,] (mmolL™)

[Complexo 3]

Nota-se que, com 0 aumento gradativo da concentracdo de cloreto
de sodio ou de perclorato de litio no meio reacional, h uma diminuicdo
significativa da clivagem do DNA em todos os casos. Isto indica que a
interacdo entre 0 DNA e os complexos possui um forte componente
eletrostatico, visto que neste pH os grupos fosfato do DNA estéo
carregados negativamente e ao se adicionar ions Na* ou Li* ha uma
modulacdo expressiva da clivagem devido a competicdo entre a parte
catibnica do complexo e o cation proveniente do sal adicionado. A
Tabela 16 compara a inibi¢do da clivagem na presenca dos sais.

Tabela 16 — Comparagdo da inibigdo de clivagem do DNA plasmidial pelos
complexos 1, 2 e 3 na presenca de 125 mmol L™ de NaCl ou de LiClO,.

Inibigdo da clivagem Inibicao da clivagem

Complexo por NaCl (%) por LiClO, (%)
1 53+3 66+5
> 49+4 53+l

3 55+4 60+5
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Os resultados sumarizados acima indicam que nao ha diferenca
significativa na inibicdo utilizando-se NaCl ou de LiClIO, como forma
de alterar a forca ibnica do meio. Comportamento similar ja foi
observado para outros complexos contendo ligantes N,O-doadores
semelhantes aos utilizados (SILVA et al., 2017; GABRIEL, 2016;
CAMARGO et al., 2015).

3.4.2.2 Efeito dos ligantes de sulco

A forma B do DNA apresenta sulcos em sua superficie, que se
distinguem pelo tamanho: o sulco maior possui 11,7 A de largura e 8,8
A de profundidade, enquanto o sulco menor possui 5,7 A de largura e
7,5 A de profundidade (NELSON; COX, 2014). A fim de averiguar se
os complexos interagem com o DNA através destes, foram realizados
ensaios na presenca de netropsina — ligante do sulco menor — e de verde
de metila — ligante do sulco maior (KIM; NORDEN, 1993; VAN
DYKE; HERTZBERG; DERVAN, 1982). Os resultados estdo expressos
na Figura 95.

Figura 95 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelos complexos 1, 2 e 3 na
presenca de ligantes dos sulcos do DNA. Condicfes reacionais: [DNA] = 330
ng, ~ 25 umol L™*; [Complexos] = 5 umol L™; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES
pH 6,0); [Netropsina] = 50 pumol L™; [Verde de metila] = 50 pmol L%
Temperatura = 50°C; Tempo = 4h ao abrigo de luz.
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Os ensaios na presenga dos ligantes de sulco indicam que todos
os complexos interagem com a forma B do DNA através dos sulcos,
porém ndo ha preferéncia pelo sulco maior ou menor. Em conjunto,
estes experimentos e aqueles envolvendo a variagdo de forga idnica do
meio reacional apontam para uma aproximacdo dos complexos ao DNA
através de atracdes eletrostaticas e ligagfes aos sulcos maior e menor do
B-DNA.

3.4.2.3 Dicroismo circular (CD)

Foram realizados estudos de espectroscopia de dicroismo circular
(CD) do CT-DNA na presenca dos complexos 1, 2 e 3, visto que tal
técnica ¢ amplamente utilizada para monitorar a estrutura secundaria de
acidos nucleicos em solucdo (MICSONAI et al., 2015).

A adicdo de concentracfes crescentes dos complexos a solugdo
de CT-DNA provocou alterages estruturais na forma B deste, conforme
observado nas Figuras 96, 97 e 98.

Figura 96 — Espectro de CD do CT-DNA na presenca de concentragdes
crescentes do complexo 1. Condigées reacionais: [CT-DNA] = 200 pmol L™;
[1] = 0 — 200 pmol L™*; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); Temperatura =
37°C.
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Figura 97 — Espectro de CD do CT-DNA na presenca de concentragdes
crescentes do complexo 2. Condicées reacionais: [CT-DNA] = 200 pmol L™;
[2] = 0 — 200 pmol L; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); Temperatura =
37°C.
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Figura 98 — Espectro de CD do CT-DNA na presenca de concentragdes
crescentes do complexo 3. Condigées reacionais: [CT-DNA] = 200 pmol L™;
[3] = 0 — 200 pmol L; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); Temperatura =
37°C.
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O espectro de CD do B-DNA mostra uma banda positiva em 275
nm devido ao empilhamento das bases e uma negativa em 245 nm por
causa da helicidade (BEROVA, NAKANISHI, WOODY, 2000). Na
presenca dos complexos, houve uma consideravel reducdo na
intensidade destas bandas, indicando que ocorrem mudangas na
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estrutura helicoidal do DNA e no emparelhamento das bases quando
este interage com os complexos (JUMBRI et al., 2016).

Diferentemente do observado para intercalantes classicos como o
brometo de etideo (PARODI; NICOLINI, 1975) e azul de metileno
(NORDEN, 1982), os complexos 1, 2 e 3 diminuem a intensidade das
bandas tipicas do B-DNA. Moléculas intercalantes tendem a aumentar o
sinal de a0 menos uma destas (TAVAKOLYANPOUR et al., 2016),
sugerindo que os complexos 1, 2 e 3 ndo interagem através de
intercalacéo.

3.4.3 Avaliacé@o do mecanismo de clivagem
3.4.3.1 Ensaio em atmosfera de argbnio

Experimentos de clivagem do DNA plasmidial pelos complexos
1, 2 e 3 também foram realizados em uma glovebag inflada com
argonio, a fim de averiguar a influéncia de oxigénio molecular na
reacdo. As Figuras 99 e 100 apresentam, respectivamente, a clivagem do
DNA plasmidial na presenca de argdnio e na presenca de oxigénio nas
mesmas condic¢des reacionais.

Figura 99 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-IlI em atmosfera de arg6nio.
Da esquerda para a direita: controle, [Fe(EDTA)]’, complexo 1, complexo 2 e
complexo 3. Condig6es reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pumol L™ [1] = [2] =
[3] = 5 pmol L™; [Tampéo] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); Temperatura = 50°C;
Tempo = 2h ao abrigo de luz.

Figura 100 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il em atmosfera de oxigénio.
Da esquerda para a direita: controle, [Fe(EDTA)]’, complexo 1, complexo 2 e
complexo 3. CondicBes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pumol L™; [1] = [2] =
[3] = 5 umol L™; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); Temperatura = 50°C;
Tempo = 2h ao abrigo de luz.
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A diferenga na clivagem do controle positivo [FEEDTA]/DTT
(pogo 2) nos dois ensaios indica que ha uma diminuicdo de oxigénio
molecular no experimento sob atmosfera de argbnio. A comparagéo dos
experimentos mostra uma supresséo significativa de clivagem do DNA
pelos complexos 1, 2 e 3 na presenca de argonio, sugerindo que a quebra
da dupla fita ocorre através de um mecanismo com carater oxidativo.

3.4.3.2 Efeito dos sequestradores de ERO

Apo6s os resultados observados sob atmosfera de argdnio, a
clivagem do DNA plasmidial pelos complexos foi realizada na presenga
de diferentes sequestradores de ERO, conforme Figuras 101, 102 e 103.

Figura 101 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-1I pelo complexo 1 na
presenca de sequestradores de ERO. CondigOes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~
25 umol L™ [1] = 5 umol L™; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); [Etanol]
= 0,4 mmol L™; [KI] = [NaNs] = 0,5 mmol L™; Temperatura = 50°C; Tempo =
4h ao abrigo de luz.
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Figura 102 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 2 na
presenca de sequestradores de ERO. Condiges reacionais: [DNA] = 330 ng, ~
25 pmol L [2] = 5 pmol L™; [Tamp&o] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); [Etanol]
= 0,4 mmol L™; [KI] = [NaNs] = 0,5 mmol L; Temperatura = 50°C; Tempo =
4h ao abrigo de luz.
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Figura 103 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 3 na
presenca de sequestradores de ERO. CondicOes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~
25 pmol L™; [3] =5 pmol L*; [Tampao] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0); [Etanol]

= 0,4 mmol L™; [KI] = [NaN5] = 0,5 mmol L*; Temperatura = 50°C; Tempo =
4h ao abrigo de luz.
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Conforme observado, 0 iodeto de potassio e a azida de sodio
foram capazes de inibir consideravelmente a clivagem do DNA pelos
complexos 1, 2 e 3. Por sua vez, a adigdo de etanol aos sistemas
reacionais ndo exerceu influéncia na reacdo. Os resultados indicam,
portanto, que os complexos clivam o DNA plasmidial com a geracao de
espécies do tipo R-O-OH e '0,. Importante ressaltar que grande parte
dos estudos envolvendo complexos de cobre(ll) sdo realizados na
presenca de coreagentes, a fim de forcar a geracdo de ERO (SANTINI et
al., 2014). No caso dos complexos 1, 2 e 3, ha atividade oxidativa frente
ao DNA mesmo na auséncia de coreagentes.

3.4.4 Ensaios cinéticos

Para avaliar os parametros cinéticos da clivagem do DNA
plasmidial pelos complexos 1, 2 e 3, foram realizados ensaios variando-
se a concentracdo de catalisador a partir dos quais foram determinadas
as constantes de velocidade observadas (ko.ns) da reagdo em relagdo ao
tempo (até 4 horas). A partir destes resultados, foi possivel estabelecer o
perfil cinético da clivagem do DNA pelos complexos através do grafico
entre Kqps € cOncentracdo de catalisador utilizada (Figura 104).

Figura 104 — Gréfico de k., versus concentragdo de complexo 1, 2 ou 3.
Condigdes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 umol L™; [1] = [2] = 1 — 15 umol
LY [3] = 0,5-10 pumol L™; [Tampdo] = 10 mmol L* (MES pH 6,0);
Temperatura = 50 °C; Tempo =0 — 4 h ao abrigo de luz.
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O tratamento dos dados foi realizado com a equacdo de
Michaelis-Menten, admitindo-se uma condi¢cdo de pseudo-primeira
ordem devido ao excesso de substrato presente nas reacdes. Os perfis
resultantes sdo considerados do tipo pseudo-Michaelis-Menten
(MOLINA et al., 2015), visto que houve a variacdo da concentracdo de
catalisador ao invés da de substrato, conforme usualmente realizado em
ensaios de catélise enzimatica.

Os parametros obtidos, ke (constante catalitica) e Ky, (constante
de Michaelis), estdo sumarizados na Tabela 17. Nesta, também estdo
presentes dados de outros complexos cujos ensaios cinéticos foram
realizados da mesma forma.

Tabela 17 — Pardmetros cinéticos da clivagem de DNA plasmidial catalisada
pelos complexos 1, 2 e 3 e por alguns complexos da literatura. Fontes:
%SAIBERT, 2015); °(OSORIO et al., 2012). ke = 1,5x107 h™* (ALLENTOFT
etal., 2012).

Complexo 1 2 3 A? BP
gy 01936%  02014x  02742:  00BLL:
«() 00653 00544 0,0624 00060
Kuxi0® 2372+  1484x  8715%  1802%
(mol L) 8,75 6,81 3,50 4.16 !
kCat/KSM X
(Llrgol . 8,162 13,571 31,463 3394 10
h
C
kc;zt’lk(u)gc 1,201 1,343 1,828 0407 34
tys () 3,58 3,44 2,53 1134 58

Como pode ser observado, a eficiéncia catalitica do complexo 3
(keat/Kn) € maior que a de 1 e 2, concordando com a ordem de atividade
evidenciada nos ensaios de efeito da concentracdo. Em relacdo a
clivagem do DNA, portanto, o anel de seis membros no lado duro do
complexo favoreceu tanto o aumento da constante catalitica quanto o
decréscimo da constante de Michaelis.

Ao comparar a atividade destes complexos com outros complexos
de cobre presentes na literatura, nota-se que 0s mesmos apresentam um
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acréscimo significativo nos valores de k., enquanto que os valores de
Km se mantém na mesma ordem de grandeza. Ou seja, a afinidade dos
complexos com o DNA é similar, porém o nimero de ciclos cataliticos
por unidade de tempo é maior para os complexos 1, 2 e 3, de modo que
estes constituem modelos cataliticos mais eficientes. Os trés complexos
conseguem acelerar a quebra do DNA em mais de um milhdo de vezes.

3.4.5 Modulacéo da clivagem do DNA plasmidial

ApoOs obter resultados que indicam um mecanismo oxidativo de
clivagem, investigou-se como a quebra do DNA pelos complexos
poderia ser modulada adicionando-se um coreagente. As reacdes foram
realizadas na presenca de ascorbato de sédio, por 1 h a 37 °C (Figura
105).

Figura 105 — Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelos complexos na
presenca de um agente redutor. Condic¢Ges reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25
umol L% [Complexos] = 10 pmol L™*; [Tampéo] = 10 mmol L™ (MES pH 6,0);
[Ascorbato de sodio] = 100 umol L™; Temperatura = 37 °C; Tempo = 1 h ao
abrigo de luz.
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A Figura acima mostra que € possivel incrementar a clivagem do
DNA pelos complexos 1, 2 e 3 com a adi¢do de um agente redutor. A
presenca de ascorbato de sédio no meio reacional induz a reducgdo dos
centros de Cu" para Cu', favorecendo a geragdo de radicais hidroxila
através de reacOes do tipo Fenton.

Na literatura, encontram-se diversos trabalhos nos quais 0s
estudos com complexos de cobre(ll) sdo realizados apenas na presenga
de coreagentes para garantir a geracdo de ERO (KATHIRESAN et al.,
2016; LIAN et al., 2016). Por sua vez, os complexos 1, 2 e 3 ja sdo
capazes de clivar o DNA plasmidial na auséncia de coreagentes,
conforme observado nos ensaios anteriores, porém em periodos de
incubacdo de 4 h a 50 °C. Com a adicdo de ascorbato de sddio, além de
reduzir o tempo e temperatura do sistema reacional, observa-se um
aumento de 2 até 9 vezes na clivagem do DNA plasmidial (Tabela 18).

Tabela 18 — Comparacdo entre constantes de velocidade observadas (ko) da
reagdo de clivagem do DNA pelos complexos 1, 2 e 3 (10 pmol L™) em
diferentes condices reacionais.

kobs (hl)
Complexo 37 °C por 1 hora 50 °C por 4 horas
(com ascorbato de (sem ascorbato de
sadio) s0dio)
1 0,54 £ 0,06 0,061 + 0,005
2 0,60 £ 0,18 0,075+ 0,014
3 0,30 + 0,06 0,145 + 0,021

Além de espécies do tipo per6xido e oxigénio singlete
identificadas na clivagem do DNA pelos complexos sem ascorbato de
sodio (se¢do 3.4.3.2), na presenga deste agente redutor também sé&o
gerados radicais hidroxila, o que contribui para 0 aumento na clivagem
do DNA. Desta forma, evidencia-se que a adicdo do agente redutor
aumenta a clivagem do DNA plasmidial em todos 0s casos.

E de grande interesse que a atividade dos complexos possa ser
modulada pela adi¢éo de coreagentes para 0 emprego dos mesmos como
medicamentos, visando a aplicacdo destes em células com ambientes
mais ou menos redutores. Ressalta-se que 0s experimentos controles
evidenciam que, na auséncia dos complexos, 0 ascorbato de sddio ndo
cliva significativamente o DNA plasmidial nestas condig¢Oes reacionais.
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3.5 CONSIDERAGOES PARCIAIS

e Os complexos clivaram o DNA plasmidial de forma
concentracdo-dependente, seguindo a ordem de eficiéncia
catalitica 3>2>1. As constantes cataliticas destes evidenciam
uma aceleracdo de mais de um milhdo de vezes em relagdo a
clivagem espontanea do DNA.

e Os resultados de CD, efeito de forca idnica e efeito de
bloqueadores de sulco, sugerem que a atividade catalitica dos
complexos esta relacionada a alteracdo na conformacdo do
DNA ap6s a aproximacdo entre catalisador e substrato via
atracéo eletrostatica e por ligacdo aos sulcos maior e menor do
B-DNA.

e Os ensaios de efeito de pH, efeito de ERO e as reacfes em
atmosfera de argbnio, indicam que todos os complexos clivam o
DNA plasmidial através de um mecanismo predominantemente
oxidativo, envolvendo a geracdo de espécies reativas do tipo
peroxido e oxigénio singlete.

e A clivagem do DNA plasmidial pelos complexos 1, 2 e 3 pode
ser modulada através da adi¢do de ascorbato de sédio como
coreagente, indicando a possibilidade de incrementar a
atividade de catdlise com a insercdo de agentes externos a
reacdo, demonstrando uma interessante acdo destes complexos
como possiveis agentes terapéuticos.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Trés complexos binucleares de cobre(ll) inéditos foram
sintetizados a partir de ligantes que se diferenciam pela quantidade de
carbonos alifaticos, sendo um dos ligantes ja descrito anteriormente pelo
grupo de pesquisa. A alteracdo no numero de membros dos anéis
quelatos dos complexos influenciou na acidez das aguas coordenadas
aos centros metalicos, bem como nas propriedades eletronicas e Ey;, dos
COMpOStos.

Os complexos atuam como modelos biomiméticos da catecol
oxidase, porém a catalise ocorre através de um mecanismo distinto do
proposto para a enzima, gerando perdxido de hidrogénio ao invés de
agua durante o ciclo. Frente ao 3,5-DTBC, o complexo 2 apresenta a
maior atividade catalitica e eficiéncia da série. Por sua vez, em relacdo
ao DNA plasmidial, o complexo 3 é o mais eficiente. A alteracdo de
cinco para seis membros nos anéis quelatos do lado macio do complexo
contribuiu positivamente para ambos os casos. A modificacdo no lado
duro, formando mais um anel quelato de seis membros, influenciou no
decréscimo de Ky, porém o kg variou de forma distinta para as reacdes.

A interacdo entre os complexos 1, 2 e 3 e 0 DNA ocorre através
de atragdo eletrostatica e ligacao pelos sulcos maior e menor, alterando o
empilhamento das bases nitrogenadas e a helicidade da forma B. A
clivagem do DNA ocorre por um mecanismo oxidativo ainda que na
auséncia de coreagentes, sendo que todos 0s complexos conseguem
catalisar a quebra do DNA mais de 10° vezes. A atividade dos
complexos pode ser modulada pela adigdo de um agente redutor,
aumentando de 2 a 9 vezes a catalise mesmo em uma temperatura mais
branda e em menor tempo reacional.

Uma das principais perspectivas deste trabalho é a obtencdo de
monocristais adequados a difratometria de raios-X e a realizacdo de
calculos das estruturas eletrénicas dos complexos com modelos de
solvatagdo. Em conjunto, tais informacgdes podem fornecer suporte para
propostas de distancia e geometria dos centros metalicos, aspectos
significativos para melhorar a caracterizacdo estrutural e eletronica dos
complexos. Além disso, a determinacgdo dos parametros termodinamicos
das reacdes catalisadas € importante para compreender mais
detalhadamente a influéncia do tamanho dos anéis quelatos nestas. Em
relacdo ao DNA, as perspectivas também incluem a determinagdo dos
sitios de ligacdo dos complexos via footprinting, a realizacdo de estudos
de docking com DNA e o acompanhamento dos produtos de oxidagéo
gerados por cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas.
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