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RESUMO

A atividade catalitica dos ions lantanideos frente a hidrolise de ésteres de fosfato ¢ notavel
quando comparada a outros metais de transi¢do de alto desempenho bioldgico. Tais sistemas
ndo sao modelos que mimetizam propriamente a catalise enzimatica, mas podem oferecer
condi¢des que se assemelham as observadas nos sitios ativos das enzimas. Esses complexos
modelos além de servirem para estudos bioldgicos, podem apresentar aplicagdes importantes,
tais como atividade farmacologica e catalisadores em processos industriais. Levando em
consideragdo o conjunto de efeitos que contribuem para a atividade catalitica destes complexos
modelos, a segunda esfera de coordenacdo apresenta um papel de suma importancia na
eficiéncia destas moléculas, sendo que tais estudos aplicados a complexos lantanidicos sdo
pouco explorados. Dentro deste contexto, o presente trabalho contempla a sintese de um novo
complexo de lantanio utilizando o ligante 2-((bis(piridin-2-ilmetil)Jamino)metil)-6-(((2-hidroxi-
5-metil-3-(((3-(metilamino)propil)amino)metil)benzil )(piridin-2-ilmetil )Jamino)metil )-4-
metilfenol (H2L?). O complexo foi caracterizado por diversas técnicas incluindo: espectroscopia
no infravermelho, espectroscopia eletronica, espectrometria de massa, difragdo de raios X em
monocristal e titulagdo potenciométrica. Testes de reatividade frente a hidrolise do bis(2,4-
dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp) e 2.,4-dinitrofenilfosfato (2,4-dnpp) foram realizados. Tais
estudos em solucdo indicaram que o complexo inicialmente mononuclear d4 origem a uma
espécie binuclear durante a cinética de hidrolise do 2,4-bdnpp e 2,4-dnpp. O complexo
apresentou um fator de aceleragao de 30.000 vezes na hidrolise do diéster e 240 vezes na
hidrélise do monoéster. A eficiéncia catalitica ¢ 1.23 vezes maior na hidrélise do monoéster
quando comparada ao diéster. Testes iniciais da interagdo do complexo ao 4&cido
desoxirribonucleico (DNA) revelaram uma constante de ligagio intrinseca na ordem de 10*mol
'L, sendo que estudos mais aprofundados sobre possiveis mecanismos de clivagem do DNA
estdo em andamento.

Palavras-chave: Catalise. Lantanideos. Esteres de fosfato. DNA.



ABSTRACT

The catalytic activity of lanthanide ions in the hydrolysis of phosphate esters is remarkable
when compared to other transition metals of high biological performance. These systems are
not models that properly mimic enzymatic catalysis, but may offer conditions that resemble
those observed in enzyme active sites. These complex models besides being useful for
biological studies may present important applications, such as pharmacological properties and
catalytic activity in industrial processes. Taking into consideration the set of effects that
contribute to the catalytic activity of these complex models, the second coordination sphere
plays a major role in the efficiency of these molecules and such studies applied to lanthanide
complexes are almost unexplored. Within this context, the present work contemplates the
synthesis of a new lanthanum complex using the 2-((bis(pyridin-2-ylmethyl)amino)methyl)-6-
(((2-hydroxy-5-methyl-3-(((3-(methylamino)propyl)amino)methyl)benzyl)(pyridin-2-
ylmethyl)amino)methyl)-4-methylphenol (H.L?) ligand. The complex was characterized by
several techniques including: infrared spectroscopy, electronic spectroscopy, mass
spectrometry, single crystal X-ray diffraction and potentiometric titration. Reactivity tests in
the hydrolysis of bis (2,4-dinitrophenyl) phosphate (2,4-bdnpp) and 2.4-dinitrophenyl
phosphate (2,4-dnpp) were performed. These studies indicated that the initially mononuclear
complex originates a binuclear species during the hydrolysis kinetics of 2,4-bdnpp and 2,4-
dnpp. The complex showed a 30.000-fold rate enhancement in diester hydrolysis and 240-fold
rate enhancement in monoester hydrolysis. The catalytic efficiency is 1.23 times higher in
monoester hydrolysis when compared to diester. Initial tests of the interaction of the complex
with deoxyribonucleic acid (DNA) revealed an intrinsic binding constant in the order of 10*
mol™! L and further studies on possible DNA cleavage mechanisms are underway.

Keywords: Catalysis. Lanthanides. Phosphate Esters. DNA.
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1INTRODUCAO

Com o progresso da bioinorganica nas mais diversas linhas de pesquisa, um tema que
vem ganhando destaque ¢ busca por pequenas moléculas capazes de clivar de maneira
hidrolitica as ligagdes fosfodiésteres. A respeito dessa clivagem, modelos que se apresentam
capazes de realizar a hidrdlise dessas ligacdes no acido desoxirribonucleico (DNA) tem atraido
uma aten¢do especial na tentativa de elaboracdo e aplicagdo de farmacos (MCGEARY;
SCHENK; GUDDAT, 2014). Atualmente, esses modelos sdo bem conhecidos e passaram a ser
denominados como biomiméticos, ou seja, exercem a fungdo de reproduzir propriedades fisico-
quimicas dos catalisadores mais eficientes conhecidos na natureza: as enzimas, em especial as
hidrolases e/ou nucleases.

Apesar das enzimas apresentarem diversas fungdes, algumas caracteristicas limitam o
seu emprego, como por exemplo, a dificuldade encontrada no processo de isolamento e
purificacdo, que exigem um custo elevado além de uma complexa execucdo (R. FRANSSEN
etal.,2013). Logo, a modelagem de novos compostos que simulem a agdo dessas enzimas (com
foco nas hidrolases e/ou nucleases) ¢ de grande interesse, principalmente no que diz respeito a
segunda esfera de coordenagdo. Tal propriedade ¢ apresentada como o conjunto de residuos de
aminoacidos que ndo estdo ligados diretamente ao metal responsavel pela catalise, mas que
possuem funcdo indispenséavel na eficiéncia e na seletividade dessas enzimas (MANN et al.,
2018). Dentro deste contexto, a atividade catalitica dos ions lantanideos ¢ notdvel quando
comparada a outros metais de alto desempenho bioldgico, pois apresentam numeros de
coordenacdo elevados, taxas rapidas de troca de ligantes e elevada estabilidade redox
(FRANKLIN, 2001). Contudo, esses sistemas nao sao modelos que mimetizam propriamente a
catalise enzimatica, mas podem oferecer condi¢des que se assemelham as observadas nos sitios
ativos das enzimas. Tais complexos modelos, além de servirem para estudos bioldgicos, podem
apresentar aplicagdes importantes, tais como atividades farmacoldgicas e catalisadores em
processos industriais. Nesse ambito, os complexos de La*" apresentam um custo de produgio
muito inferior quando comparado aos outros metais da série lantanidica, como o Eu*" e Gd**
por exemplo.

Diante disso, o presente trabalho busca desenvolver um novo complexo de lantanio
que seja capaz de atuar como catalisador na hidrolise de ésteres de fosfato. A motivagao deste

trabalho se da pela caréncia de estudos envolvendo efeitos de segunda esfera de coordenagao
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aplicados a complexos lantanidicos em catdlise homogénea. Logo, busca-se avaliar se a
insercao de um grupamento aminico ao ligante possui uma influéncia positiva durante a catélise,
contribuindo dessa maneira com o estudo de novos modelos funcionais aplicados a processos

hidroliticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tendo como objetivo o entendimento do porqué em desenvolver novos modelos que
atuem efetivamente na hidrodlise ésteres de fosfato e quais parametros podem ser modificados
para se obter uma melhor resposta frente a clivagem, alguns topicos devem ser elucidados.
Nesta secdo, serd abordada a importancia dos ésteres de fosfato na natureza, bem como as
enzimas e modelos sintéticos que catalisam a hidrolise de ligagdes P-O. Por fim, uma descrigao
sobre o que se tem buscado a respeito desses modelos com base em metais da série lantanidica
e suas principais propriedades como catalisadores no que diz respeito a reagdes de hidrolise

serdo discutidas.

2.1 A IMPORTANCIA DOS ESTERES DE FOSFATO

Os ésteres de fosfato formam uma classe de compostos extremamente abrangentes,
sendo classificados em monoésteres, diésteres e triésteres de acordo com o numero de grupos
alquila ou arila presentes na estrutura.

Sabe-se que os triésteres de fosfato possuem uma ampla aplicag¢do industrial, como a
preparacdo de polimeros organofosforados, plastificantes, complexantes de metais pesados,
inseticidas, pesticidas e outros compostos toxicos (DOMINGOS et al., 2003). No entanto, ndo
desempenham nenhuma fung¢do biologica, diferentemente dos diésteres e monoésteres, sendo
que este ultimo, principalmente derivados da tirosina, serina e treonina estdo presentes em
diversos processos de sinalizagdo e regulacdo da atividade biologica (BARFORD; DAS;
EGLOFF, 1998).

Os ésteres de fosfato sdo conhecidos por apresentarem uma elevada resisténcia a
mecanismos hidroliticos, sendo a clivagem de fosfatos organicos extremamente desfavoravel
até mesmo para moléculas menores, como verificado na rea¢do de hidrélise espontinea do
difenilfosfato que possui um (#12) de 180 anos a 100 °C (KHAN; KIRBY, 1970).

No que diz respeito aos diésteres de fosfato, este grupamento se encontra presente nas
estruturas de diversas coenzimas e na estrutura do proprio acido desoxirribonucleico (DNA),
sendo que as fung¢des executadas por esta molécula sao pré-requisitos para que a propria vida
ocorra. Desta maneira, a natureza selecionou o DNA e o 4cido ribonucleico (RNA) para o

armazenamento e transporte de informacdes genéticas devido a elevada estabilidade das
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ligacdes fosfodiésteres, que conforme reportado, apresentam um tempo de meia vida (¢12) de
13 x 10* a 10° anos para o DNA e 4 x 10° anos para o RNA a 25 °C em pH bioldgico (HEGG
etal., 1999).

2.1.1 DNA

De um modo geral, o DNA consiste em um longo polimero linear constituido de
mondmeros chamados nucleotideos. Em 1953, Watson e Crick demonstraram que o DNA ¢
composto por duas cadeias polinucleotidicas enoveladas em torno de um eixo, as quais formam
uma estrutura de dupla-hélice. O pareamento dessas cadeias d4 origem a duas cavidades
denominadas sulco maior e sulco menor (WATSON; CRICK, 1953), como ilustradas na Figura

1.

Figura 1. Representacdo da estrutura tridimensional do DNA mostrando a interagdo entre os
nucleotideos, o esqueleto aglicar-fosfato, os sulcos maiores € menores da molécula, bem como
as ligacdes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas.
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Fonte: Adaptado de WATSON; CRICK, 1953.

Nota-se que os nucleotideos estdo ligados covalentemente via grupos fosfato, nas quais
o grupo 5’-fosfato de uma unidade nucleotidica esta ligado ao grupo 3’-hidroxila de outro,
criando uma ligagdo fosfodiéster. As bases nitrogenadas sdo divididas em dois grupos
denominados pirimidinas e purinas, sendo que o DNA contém duas bases puricas principais,

adenina (A) e guanina (G), bem como duas pirimidinas, citosina (C) e timina (T), originando a
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sequéncia ATCG, sendo que a (A) se encontra ligada com a (T) enquanto a (C) se liga com a
(G) através de ligacdes de hidrogénio.

A estrutura geral covalente dos acidos nucleicos consiste em fosfatos e residuos de
pentose alternados, sendo que as bases nitrogenadas podem ser consideradas como grupos
laterais ligados em intervalos regulares. A estrutura do DNA possui propriedades hidrofilicas,
no qual os grupos hidroxilas presentes na estrutura da pentose formam ligagdes de hidrogénio
com a dgua em meio biologico. No que se refere aos grupos fosfato, os mesmos se apresentam
completamente desprotonados e consequentemente carregados negativamente a pH neutro
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2013).

Todas essas caracteristicas apresentadas fazem com que o DNA possua uma elevada
estabilidade frente a mecanismos hidroliticos, a qual dificulta sua manipulagdo como expressao,
duplicacdo, reparacdo de danos e eliminagdo de DNA estranho. Tais problemas podem ser
contornados através da agdo de metaloenzimas que possuem a capacidade de clivar
eficientemente o DNA, sendo que propostas mecanisticas da atuacao dessas enzimas atrairam
uma atencdo especial nos ultimos anos no que diz respeito a quimica biomimética,
principalmente no desenvolvimento de novas drogas que atuem no combate ao cancer (SHIJU;

ARISH; KUMARESAN, 2017), (ASADI et al., 2017), JASTRZAB et al., 2019).

2.2 METALOENZIMAS

Segundo o0 Gold Book da IUPAC, as metaloenzimas sao definidas como: “Uma enzima
que, no estado ativo, contém um ou mais ions metalicos, os quais sdo essenciais para sua fungao
biolégica” (“The ITUPAC Compendium of Chemical Terminology”, [s.d.]). Sabe-se que as
enzimas possuem um poder catalitico extraordindrio, geralmente muito maior do que os
catalisadores sintéticos. Elas tém um alto grau de especificidade para os seus respectivos
substratos, aceleram as reagdes quimicas e atuam em solucdes aquosas sob condi¢des suaves
de temperatura e pH, sendo que poucos catalisadores ndo biologicos tém este conjunto de
propriedades. Para desempenhar suas atividades, algumas enzimas nao requerem nenhum outro
grupo quimico além de seus residuos de aminoacidos, que se organizam de forma a criar
microambientes que favorecam determinadas reagdes quimicas, enquanto que outras
necessitam de componentes quimicos adicionais conhecidos como cofatores, os quais podem

ser ions metalicos e/ou moléculas organicas. Quando o cofator se liga covalentemente a parte
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proteica da enzima, este recebe a denominagdo de grupo prostético (LEHNINGER; NELSON;
COX, 2013).

As enzimas sao classificadas internacionalmente com base no tipo de reagdo que elas
catalisam, como por exemplo as hidrolases, que s3o enzimas capazes de clivar de maneira
hidrolitica uma variedade de ligagdes quimicas, tais como: Esteres, éteres, amidas e entre
outros. Esta classificacdo segue as normas adotadas pela Unido Internacional de Bioquimica e

Biologia Molecular (IUBMB), apresentada na Tabela 1 (GERARD P. MOSS, 2018).

Tabela 1. Classificacdo das enzimas segundo a [UBMB.

N° da Nome da Tipo de reagao catalisada
classe classe
1 Oxirredutases Transferéncia de elétrons.
2 Transferases Reacgdes de transferéncia de grupos.
3 Hidrolases Reagoes de hidrolise.
Clivagem de C-C, C-O, C-N ou outras ligagdes por
4 Liases eliminagdo, rompimento de ligagdes duplas ou anéis, ou
adi¢do de grupos a ligagdes duplas.
5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula

produzindo formas isoméricas.
Formacao de ligagdes C-C, C-S, C-O e C-N por reagdes de

6 Ligases condensacdo acopladas a hidrélise de ATP ou cofatores
similares.
7 Translocases Catalisa a translocagao de prétons, ions inorganicos,

aminoacidos, carboidratos e etc.
Fonte: Adaptado de GERARD P. MOSS, 2018.

Embora as enzimas sejam os catalisadores mais eficientes conhecidos e possuam uma
ampla aplicac¢do nas industrias alimenticias e farmacéuticas, algumas caracteristicas limitam o
seu emprego em larga escala, como: baixa estabilidade térmica, alta sensibilidade ao pH e baixa
tolerancia frente a solventes organicos (FRANSSEN et al., 2013). Outro fator que contribui
para isto esta na dificuldade no processo de isolamento e purificagdo, que exigem um custo
elevado e uma complexa execucao.

Logo, com o designio de manter as propriedades proficuas das enzimas e excluir esses
maleficios, pesquisadores desenvolvem diversos modelos biomiméticos com aproximagdes
estruturais e funcionais a esses compostos para as mais diversas aplicacdes (CHEN; WU, 2019).
Este processo de modelagem envolve varias etapas de um trabalho minucioso, onde metais
(geralmente de transicdo) sdo empregados para mimetizar o sitio ativo da enzima alvo e ligantes

com efeitos de segunda esfera de coordenagao sao elaborados a fim de se obter comportamentos
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semelhantes aos residuos de aminoécidos. Esses estudos possibilitam uma melhor compreensao
do mecanismo da reagdo catalisada pela enzima, além de oferecer a perspectiva de obtencao de
catalisadores com propriedades adequadas para diversas aplicagdes, principalmente com foco
em quimica medicinal, contribuindo fortemente para o desenvolvimento de uma nova classe de
compostos conhecidos como hidrolases e/ou nucleases sintéticas (PATHAK et al., 2018),

(BILAL; IQBAL, 2019), (JIANG; YOU; ZHANG, 2019).

2.2.1 Hidrolases e/ou Nucleases Sintéticas

Nas ultimas décadas, a busca pelo o desenvolvimento de biomiméticos capazes de
realizar hidrélise de substratos modelos (hidrolases) e/ou de acidos nucleicos (nucleases) tem
aumentado, tal fato ¢ reflexo da ampla utilizacdo desses catalisadores no desenvolvimento de
novos agentes quimioterapicos (MITIC et al., 2006), (SCHENK et al., 2013), (McGEARY;
SCHENK; GUDDAT, 2014). Dentro desse contexto, a busca por complexos modelos as
enzimas fosfatases acidas purpuras (PAPs), as quais, se supde que estejam envolvidas em
processos de osteoporose € cancer nos 0ssos, tem recebido uma notavel atencao (MOHD-
PAHMI et al., 2011). As PAPs sdao enzimas capazes de catalisar a hidrolise de ésteres de fosfato
e anidridos em meio 4cido. Esta enzima se encontra presente em plantas, animais e em algumas
bactérias, sendo pertencente a familia das metalohidrolases dinucleares de valéncia mista
(M*"M?*) (Figura 2), onde o metal trivalente é o Fe’" e o metal divalente pode ser composto
por: Fe em mamiferos, Mn ou Zn em plantas e fungos (SCHENK et al., 2013). As PAPs
binucleares de ferro se apresentam de duas formas: A inativa de coloragdo purpura, a qual
possui um sitio de Fe*" - Fe*" e a cataliticamente ativa, que possui uma coloragio rosa e é
formada por um centro de Fe** - Fe**. A coloragio dessas enzimas se d4 devido a uma transigfio
de transferéncia de carga ligante-metal (LMCT) de um residuo de tirosina para o 4tomo de Fe**
do centro binuclear (MITIC, 2006). As fungdes das PAPs apesar de diversas, ainda ndo foram
totalmente elucidadas, mas se sabe que algumas delas estdo relacionadas a processos de
absor¢ao dssea, transporte de ferro em fetos suinos e até mesmo na geragao de espécies reativas

de oxigénio (ROS) (McGEARY; SCHENK; GUDDAT, 2014).
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Figura 2. Representacdo estrutural do centro ativo das PAPs.
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Fonte: Adaptado de SCHENK et al., 2013.

Uma caracteristica interessante a respeito dessas enzimas sdo os efeitos de segunda
esfera de coordenag@o. Um trabalho reportado por Funhoff e colaboradores (2005) mostrou que
trés residuos de histidina (His) (ndo coordenadas) exercem um papel fundamental na catalise,
sendo que se houver a substitui¢do das mesmas por alanina, uma reducdo significativa na
atividade ocorrera (FUNHOFF et al., 2005).

A primeira proposta mecanistica para tal reagdo foi desenvolvida por Klabunde e
colaboradores (Figura 3) (STRATER et al., 1995), onde se sugere que primeiramente o
substrato se liga de maneira monodentada ao metal divalente e ap6s a coordenagdo, o atomo de
fosforo sofre um ataque nucleofilico através de um ion hidroxido coordenado no centro de Fe’”.
A inversdo de configuragdo do atomo de fosforo durante a catalise indica que a reagdo ocorre
via um mecanismo de substitui¢cao nucleofilica bimolecular, dando origem a formacao de um
estado de transicdo (TS) onde o foésforo se encontra pentacoordenado, sendo que esse
intermediario gerado ¢ estabilizado pelos residuos de histidina ndo coordenados através de
ligacdes de hidrogénio (MUELLER ef al., 1993). Apds ataque nucleofilico e a liberagdo do
alcool ou alcoxo, o substrato se coordena ao sitio ativo de maneira bidentada. Posteriormente,
uma molécula de 4gua ataca o centro de Fe**, liberando o produto da reagio e reestabelecendo
dessa maneira a espécie ativa. E importante ressaltar que outros autores também desenvolveram
outras propostas mecanisticas para a a¢do das hidrolases binucleares frente a clivagem de
¢ésteres de fosfato com diferencas na identidade do nucleofilo. Alguns autores por exemplo,
reportaram que uma ponte 4-OH entre os centros metalicos seria o nucleofilo da reacdo (WANG
et al., 2000), (MERKX; AVERILL, 1999). Outros estudos realizados com a fosfatase extraida
de batata doce (Fe**Mn?"), evidenciaram a presenca de uma ponte oxo a pH 4,90 como

nucleoéfilo da reagao (SCHENK et al., 1999).
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Figura 3. Mecanismo proposto por Klabunde e colaboradores para a hidrolise de ésteres de
fosfato promovida pelas PAPs
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Devido a elevada relevancia dessas enzimas, ao longo dos anos diversos modelos

biomiméticos comegaram a serem elaborados levando em conta tantos os efeitos da primeira

esfera de coordenagdo quanto os de segunda esfera, em destaque estdo os trabalhos relatados
por Neves e colaboradores

Em 2007, um complexo biomimético que apresentava propriedades estruturais e
funcionas similares as PAP’s foi reportado (NEVES et al., 2007) sendo que tal modelo foi o

primeiro reportado na literatura que possuia um centro bimetalico de {Fe**- (u-OH) - Zn*"}

Desde entdo, os autores vém buscando novos compostos de coordenacdo que apresentassem
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um sistema favoravel para a realizagdo da hidrélise de ésteres de fosfatos, tendo contribui¢des
em varios artigos publicados na tltima década (PERALTA et al., 2010), (XAVIER et al.,2011),
(OSORIO et al., 2012), (DE SOUZA et al., 2013), (MUXEL et al., 2014), (CAMARGO et al.,
2015), (XAVIER; NEVES, 2016), (SILVA et al., 2017), (AURAS et al., 2018), (PEREIRA et
al.,2019).

Outros autores também tém colaborado no desenvolvimento e sintese de modelos
capazes de clivar ligagdes de ésteres de fosfato via hidrolitica (MITIC et al., 2006), (SILVA et
al.,2011), (DESBOUIS et al., 2012), (MANCIN; SCRIMIN; TECILLA, 2012), (DAUMANN
et al., 2014), (REBILLY et al., 2015), (HORN JR. et al., 2018), (ADHIKARY et al., 2018),
(YU; COWAN, 2018), (PATHAK et al., 2018).

A maioria dos estudos reportados para hidrolases sdo relacionados a sistemas
binucleares contendo M** = Fe e M?>* = Zn ou Cu. No entanto, Greatti e colaboradores (2008)
desenvolveram dois complexos binucleares de Ni** a partir de ligantes contendo anéis
piridinicos e imidazdlicos. Os complexos se demonstraram eficientes frente a hidrélise do 2,4-
bdnpp, possuindo fatores cataliticos na ordem de 10° e 10° vezes quando comparados & reagdo
nao catalisada (GREATTI et al., 2008). Tempos depois, Oliveira e colaboradores (2009)
relataram um complexo mononuclear Cu®>" que apresentou uma elevada atividade frente a
hidrolise do DNA (OLIVEIRA et al., 2009).

Os modelos mononucleares apresentam algumas propriedades interessantes que
diferem dos sistemas binucleares, como por exemplo um mecanismo colaborativo descrito por
Heying e colaboradores (2019). Tal trabalho foi relatado pelos autores como o primeiro
complexo mononuclear de Fe** capaz de clivar as ligagdes diéster e monoéster do 2,4-bdnpp
(Figura 4-I). O mecanismo proposto para a rea¢do de hidrolise necessita de uma agdo
colaborativa entre duas unidades mononucleares do complexo, onde uma € responsavel pela
coordenagdo do substrato enquanto a outra gera o nucleofilo em sua esfera de coordenagao
(HEYING et al., 2019).

Alguns modelos miméticos contendo numeros variados de metais no centro ativo
também foram reportados recentemente, como € o caso do complexo elaborado por Maranha e
colaboradores (2019), onde duas unidades binucleares de {Fe**- (u-OH) - Zn**} se encontram
conectadas através de uma ponte x-OH, enquanto um terceiro ion de Zn>" aparece coordenado
através das aminas terminais do ligante, dando origem a um complexo pentanuclear {[Fe,**-
(u-OH3) - Zn,*"1Zn**} (Figura 4-11). O complexo apresentou uma diminuicio de 40% na
eficiéncia catalitica de hidrolise do diéster bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp) em
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comparac¢do ao seu analogo binuclear reportado por Neves et al., 2007, demonstrando que, neste
caso, a insercao de mais centros metalicos a esse sistema desfavorece a coordenagdo do
substrato (constante de associacdo (Kass) foi reduzido pela metade em relagdo ao binuclear)

(MARANHA et al., 2019).

Figura 4. Representagdo estrutural dos complexos reportados por Heying et al., 2019 (1) e
Maranha et al., 2019 (II).

]

Fonte: Adaptado de HEYING et al., 2019 e MARANHA et al., 2019.

Tendo em vista todos os trabalhos apresentados nesta secdo, muitos compostos sao
capazes de clivar ligagdes fosfodiésteres e/ou DNA, no entanto, a atividade catalitica dos
compostos biomiméticos desenvolvidos ainda ¢ baixa comparada a da enzima. Logo, para
melhorar a eficiéncia destes modelos outras alternativas devem ser tomadas, as quais nao
contemplem apenas a reprodugdo do sitio catalitico da enzima com a utilizagdo de metais
biodisponiveis, mas que englobem outros metais de interesse neste processo de modelagem,

como por exemplo os ions lantanideos.
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2.3 PRINCIPAIS PROPRIEDADES DOS IONS LANTANIDEOS

A quimica dos lantanideos se iniciou na Escandinavia por volta de 1794, quando
Johann Gadolin conseguiu obter uma 'terra' (6xido) de um mineral preto posteriormente
conhecido como gadolinita. Tempos depois outros minerais foram descobertos, como € o caso
da cerita e da allanita, os quais possuem majoritariamente cério e lantanio em seu reticulo
cristalino. No entanto, meio século se passou até que o sueco Mosander conseguiu separar essas
terras em seus 6xidos componentes. Nao era possivel prever quantos desses elementos existiam
até 1915, quando Henry Moseley descobriu a relagdo direta entre o nimero atomico de um
elemento quimico com o seu respectivo espectro de raios X, possibilitando dessa maneira a
organizag¢do periddica de tais elementos (COTTON, 2006).

Os lantanideos representam uma familia numerosa de 15 elementos, sendo usualmente
denominados, juntamente com Sc e Y, como “terras raras”. Tal nomenclatura ndo ¢ adequada
pois com excegdo ao promécio, que nao possui isoétopos estaveis, os demais elementos
apresentam uma abundancia consideravel na crosta terrestre. O elemento lantanio, por exemplo,
possui maior abundancia que o iodo na crosta terrestre. Os elementos dessa série normalmente
sdo encontrados no estado de oxidagdo +3, com configuragdes eletronicas do tipo [Xe] 4/™ (n
=0 - 14), o que se deve a elevada energia de ionizagdo do quarto elétron. Esta propriedade ¢
reflexo da localizagdo dos orbitais 4/ que possuem uma distribui¢do radial mais proxima do
nucleo que os orbitais preenchidos 5d, 6s € 6p (COTTON, 2006).

Devido aos orbitais f serem internos, os elétrons destes participam de ligacoes
quimicas, porém, estas formadas com alto carater eletrostatico, j& que a presenca de outros
orbitais mais externos preenchidos dificulta as sobreposi¢des efetivas entre metal e ligantes.
Outra propriedade derivada da distribuicao radial dos orbitais /¢ a contracao lantanidica, que
se refere a uma menor diminui¢do do raio atobmico do metal a medida que o nimero atomico
aumenta quando comparado aos elementos dos blocos s, p e d (COTTON, 2006).

Tendo em vista o carater ionico das ligagdes, quando formados complexos com ions
desta série, as propriedades espectrais dos ions lantanideos sao minimamente perturbadas pela
interacdo com o ligante, resultando em estreitas bandas f - f de emissdo e de absorgao,
geralmente caracteristicos de cada ion metélico. Ainda, em relacdo a interagdo com os ligantes,
o alto carater i6nico das ligacdes juntamente com os altos raios idnicos, propicia elevados
numeros de coordenacdo. Logo, o poliedro de coordenacao desses complexos ¢ determinado

predominantemente por efeitos de repulsao ligante-ligante.
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Os ions lantanideos possuem caracteristicas de acidos duros de Pearson e formam
complexos mais estdveis com bases duras. Logo, estes metais ndo possuem valores de
constantes de equilibrio elevadas quando em contato com ligantes aminicos. Ainda com relagdo
a primeira esfera de coordenagao desses ions, em soluciao aquosa o nimero tipico de moléculas
de 4gua coordenadas pode variar de 7 a 9 para ions menores (Lu**) e maiores (La*"),
respectivamente (CHOPPIN, 1989)

Estudos mostraram que ions lantanideos livres em solucdo possuem uma elevada
performance frente a clivagem de ligagdes fosfodiésteres (TSANG; NEVEROV; BROWN,
2003), (MEJIA-RADILLO; YATSIMIRSKY, 2003). No entanto, tal aplica¢io possui algumas
limitagdes, como por exemplo, em solugdes basicas ha a tendéncia de o metal precipitar na
forma de seu hidréxido correspondente, sendo assim, a complexa¢do desses metais a ligantes
contendo sitios duros se apresenta como uma 6tima alternativa para contornar esse problema.

Tendo em vista estas caracteristicas intrinsecas dos lantanideos, fatores como o
ambiente de coordenacao destes ions contribuem para formar um sistema termodinamicamente
estavel e altamente eficiente na catdlise de ligacdes de ésteres de fosfato, tornando esses
complexos modelos promissores de nucleases artificiais (LI ef al., 2016), (HUANG; VAZIN;
LIU, 2016).

2.3.1 Complexos de Lantanideos como Hidrolases e/ou Nucleases

Os sistemas biologicos desenvolveram enzimas nucleases capazes de catalisar a
clivagem da fita do DNA, sendo que muitas dessas enzimas hidroliticas sdo metaloenzimas, as
quais utilizam acidos duros como Ca**, Mg*" e Zn*" tanto para ativar a ligagio P-O quanto para
gerar o nucleofilo. Nesta perspectiva, os ions lantanideos atuam como 6timos acidos de Lewis,
possuindo nimeros de coordenacdo elevados, taxas rapidas de troca de ligantes e elevada
estabilidade redox (FRANKLIN, 2001).

Sabe-se que um processo de clivagem hidrolitica possui vantagens em relacdo ao
oxidativo. A clivagem oxidativa do DNA produz radicais livres, ou seja, para aplicagdes em
biologia molecular esses radicais resultam em cadeias que nao podem ser religadas
enzimaticamente € no caso de aplicagdes clinicas, a clivagem oxidativa pode causar danos a
célula. Nos ultimos anos, houve um grande interesse no desenvolvimento de complexos capazes

de atuarem na hidrolise do DNA, embora esses sistemas preferencialmente devem ser ajustados
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para promover um mecanismo hidrolitico do que um oxidativo. Logo, por esses motivos ha um
campo completamente aberto para o desenvolvimento de novas nucleases sintéticas baseadas
em ions lantanideos (HEGG; BURSTYN, 1998), (ASADI et al., 2017), que apesar de ndo serem
modelos estruturais das hidrolases, apresentam caracteristicas especificas da a¢do enzimatica,
ou seja, apresentam unicamente a funcdo de realizar a hidrdlise de ligagcdes P-O, sendo
denominadas como modelos funcionais.

Os primeiros complexos lantanidicos atuando como nucleases descritos na literatura
foram desenvolvidos a partir de ligantes macrociclicos formados por bases de Schiff. Em 1992
Morrow e colaboradores foram os primeiros a mostrar que fons Ln*" complexados com bases
de Schiff podiam catalisar hidroliticamente 0 RNA (MORROW; BUTTREY; BERBACK,
1992).

Anos mais tarde, Gomez-Tagle e colaboradores (2001) realizaram estudos de
reatividade frente a hidrolise de ésteres de fosfato ao longo da série lantanidica, utilizando-se
dos metais complexados ao ligante-tampao bis-tris-propano (BTP). Os resultados mostraram
que a atividade catalitica cresce com o aumento do raio idnico, pois ao se tratar dos ions
lantanideos coordenados se deve levar em conta que um aumento na eletrofilicidade do cétion
(crescimento da densidade de carga) pode levar a um decréscimo na basicidade dos hidroxidos
ligados (GOMEZ-TAGLE; YATSIMIRSKY, 2001)

Mais recentemente, a modelagem de complexos lantanidicos que atuem na hidrolise
de ésteres de fosfato vem sendo mais bem explorada. Alguns dos trabalhos mais relevantes
abordam a clivagem do DNA através de complexos contendo: macrociclos, éteres ou aza
coroas, bases de Schiff derivadas da glicilglicina, derivados de benzilhidrazonas,
polioxometalatos, nanoparticulas magnéticas revestidas com quitosona, entre outros (YU; XIE,
2014), (MOHANAN et al., 2014) (Figura 5-1), (YU et al., 2015) (Figura 5-1V), (RAJA;
SUSEELAMMA; REDDY, 2015) (Figura 5-II), (RAJA; SUSEELAMMA; REDDY, 2016),
(LUONG et al., 2016), (LI et al., 2016) (Figura 5-V), (SHIJU; ARISH; KUMARESAN, 2017)
(Figura 5-1II), (ASADI et al., 2017).
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Figura 5. Representacdo estrutural dos complexos reportados por Mohanan et al., 2014 (I),

Raja et al., 2015 (II), Shiju et al., 2017 (III), Yu et al., 2015 (IV) e Li et al., 2016 (V).
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Camargo e colaboradores também deram suas contribuicdes a esses sistemas,
sintetizando complexos lantanidicos coordenados a aminas e fenolatos de ligantes
multidentados, os quais apresentaram uma elevada eficiéncia catalitica na hidrélise de ésteres
de fosfato (CAMARGO et al., 2008), (CAMARGO et al., 2010a), (CAMARGO et al., 2010b).
Em especial, o complexo de Gd** (Figura 6-I) que contribuiu com um aumento na velocidade
de reacdo de aproximadamente 100 milhdes de vezes em comparacdo com a auto-hidrolise do
2,4-bdnpp (CAMARGO et al., 2008).

No entanto, ndo sdo encontrados na literatura trabalhos que relacionem efeitos de
segunda esfera de coordenacdo aplicados a complexos lantanidicos. Muxel e colaboradores
(2014) foram os primeiros a explorar tal efeito em um complexo mononuclear de La*" que
possui atividade de monoesterase e diesterase, o qual apresentou um aumento de 28,000 vezes
na velocidade de hidrélise do 2,4-bdnpp (Figura 6-II). Os autores sugerem que quando o
complexo se encontra covalentemente ligado a silica funcionalizada 3-aminopropil, ocorre a
formagao de uma espécie binuclear, cuja eficiéncia catalitica € 3 vezes maior quando comparada
a espécie sem efeitos de segunda esfera (MUXEL et al., 2014). Devido a baixa solubilidade do
complexo ancorado em silica alguns estudos em solu¢do ndo foram realizados, dificultando a

quantificagdo das espécies presentes no sistema durante a cinética. Desse modo, a elaboragdo
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de ligantes com efeitos de segunda esfera que mantenham o catalisador soliivel no meio cinético

sao altamente desejados.

Figura 6. Representacdo estrutural dos complexos reportados por Camargo et al., 2008 (I) e
Muxel et al., 2014 (1I).
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Fonte: Adaptado de CAMARGO et al., 2008 e MUXEL et al., 2014.

Como demonstrado, o desenvolvimento de eficientes complexos modelos para
hidrolases e/ou nucleases derivados de ions lantanideos mostraram-se de extrema relevancia,
entretanto ainda hd muito que buscar nessa area. Esses sistemas ndo sdo modelos que
mimetizam propriamente a catalise enzimatica, mas podem oferecer condi¢des que sao
semelhantes as observadas nos sitios ativos de enzimas. Dentro do emaranhado de efeitos que
contribuem para o aumento da atividade catalitica destes complexos modelos, a segunda esfera
de coordenacdo apresenta um papel de suma importancia na eficiéncia destas moléculas, sendo

que tais estudos aplicados a complexos lantanidicos sao pouco explorados.



2.4 SEGUNDA ESFERA DE COORDENACAO

Denomina-se como segunda esfera de coordenacdo o conjunto de residuos de
aminoacidos que nao estdo ligados diretamente ao metal responsavel pela catalise, mas que
possuem fungdo indispensavel na eficiéncia e na seletividade das enzimas (MANN ez al., 2018).
Os aminoacidos mais comumente encontrados na segunda esfera de coordenacao sdo: arginina,
aspartato, cisteina, glutamato, histidina, lisina, serina e tirosina (Figura 7), de modo que cada

um contribui para a catalise de maneira especifica.

Figura 7. Estruturas dos principais residuos de aminoacidos encontrados na segunda esfera de
coordenagdo das enzimas.
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Fonte: Adaptado de NELSON e COX, 2014.

A tirosina, por exemplo, possui um anel aromatico em sua estrutura que realiza
interagdes hidrofobicas com o substrato, auxiliando na orientagdo das espécies durante a
catalise. Enquanto o glutamato e o aspartato sdo capazes de atuar em reagdes dependentes da
transferéncia de protons, utilizando os grupos carboxilas presentes em suas estruturas para
desempenhar tal funcdo (ZHAO et al., 2013). Na lisina, arginina e histidina em pH fisiologico
as aminas se encontram protonadas, as quais contribuem através de interagdes eletrostaticas
e/ou ligacdes de hidrogénio (HOLLIDAY; MITCHELL; THORNTON, 2009). A serina e
cisteina possuem os grupos OH e SH, respectivamente, os quais podem atuar como nucleofilos
durante um ataque hidrolitico ao substrato (NOTHLING et al., 2017). Varios trabalhos ja
publicados na literatura visam a melhoria da atividade catalitica e seletividade de compostos
biomiméticos com base nos efeitos de segunda esfera de coordenacdo tendo em vista seu papel

na seletividade e melhor afinidade da enzima em relacdo ao substrato, fator que auxilia na
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estabilizacao do estado de transi¢do e muitas vezes € responsavel pela geragao do nucleofilo da
reagdo (COOK; BOROVIK, 2015), (MANN et al., 2018), (L. SHOOK; S. BOROVIK, 2008),
(PIOVEZAN et al., 2010), (DE SOUZA et al., 2013), (BERNHARDT et al., 2015),
(CAMARGO et al., 2018), (SIMMONS et al., 2014), (REBILLY et al., 2015), (SILVA et al.,
2017), (ZHAO et al., 2013).

Desse modo, uma estratégia eficaz na elaboracdo de um composto biomimético ¢ a
insercdo de grupos funcionais que possam simular o comportamento desses residuos de
aminoacidos. Um exemplo cléssico ¢ a utilizagdo de grupamentos amina na cadeia lateral do
mimético, os quais podem se assemelhar aos residuos de lisina e histidina a pH fisiologico.

Hé muitas maneiras de recriar o ambiente enzimatico, modulando o ambiente quimico
dos ligantes com a adic¢do de cadeias laterais que sejam ativas cataliticamente, como foi o caso
do trabalho reportado por Silva e colaboradores (2017), onde o ligante da Figura 8 descrito por
Piovezan e colaboradores (2010) sofreu algumas derivatizagdes através da insercdo de
diferentes aminas pelo grupamento aldeido da estrutura, aumentando em até oito vezes a
eficiéncia cataliticas desses modelos em comparacdo ao modelo sem efeitos de segunda esfera
(SILVA et al., 2017).

Um outro trabalho de destaque foi reportado por De Souza e colaboradores (2015), o
qual apresentou seis complexos com efeitos de segunda esfera de coordenacdo aplicados a
hidrélise do 2-hidroxipropil-4-nitrofenil-fosfato. A modelagem da segunda esfera partiu de um
dendrimero de poliamidoamina que teve a sua massa molecular variada de 600 a 8000 g mol™.
Os resultados indicaram que uma cadeia de 4000 g mol™! j4 é suficiente para representar o efeito
de segunda esfera nesse caso, sendo que a inser¢do de mais grupos ndo apresentou mudangas
significativas durante a catdlise (DE SOUZA et al., 2015).

Recentemente, Pereira e colaboradores (2019) derivatizaram o ligante da Figura 8
através da adi¢do de guanidina na segunda esfera de coordenagdo (Figura 9) e testaram tais
efeitos na hidrolise de ésteres de fosfato. Essas modificagdes levaram a um significativo
aprimoramento da afinidade de ligagdo e um aumento na eficiéncia catalitica desses modelos,

sendo que os complexos também foram capazes de hidrolisar o DNA (PEREIRA et al., 2019).



41

Figura 8. Representagdo da estrutura do ligante elaborado por Piovezan et al., 2010. Em
destaque azul o grupamento aldeido disponivel para reacdes de substitui¢des.
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Fonte: Adaptado de PIOVEZAN et al., 2010.

Figura 9. Representacdo estrutural do complexo elaborado por Pereira et al., 2019. Em
destaque azul as derivatizacdes realizadas no ligante.
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Tendo em vista o que foi exposto, o presente trabalho busca desenvolver um novo
complexo de lantanio que seja capaz de atuar como catalisador na hidrolise de ésteres de fosfato,
utilizando como referéncia o trabalho desenvolvido por Muxel e colaboradores (2014), pois até
0 momento, € o Unico artigo reportado na literatura que envolve efeitos de segunda esfera de
coordenagdo aplicados a complexos lantanidicos. Logo, a motivagao deste trabalho se da pela
caréncia de tais estudos em catalise homogénea. Portanto, busca-se avaliar se a inser¢do de um
grupamento aminico ao ligante sintetizado por Piovezan e colaboradores (2010) possui uma
influéncia positiva durante a catalise, contribuindo dessa maneira com o estudo de novos

modelos funcionais aplicados a processos hidroliticos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um novo complexo de lantanio como potencial catalisador em reagdes de

hidrolise de ésteres de fosfato investigando efeitos de segunda esfera de coordenagao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar um novo ligante N, O doador 2-((bis(piridin-2-
ilmetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((3-
(metilamino)propil)amino)metil)benzil)(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol

(HaL?);

e Sintetizar o complexo de lantdnio empregando o ligante (H,L?) e posteriormente 0

caracterizar por andlises elementares, espectroscopicas e espectrométricas;

e Realizar estudos em solucdo para o complexo obtido utilizando espectrometria de
massas (ESI - MS (+)) e determinar as espécies e equilibrios formados em solugao por

intermédio de estudos potenciométricos;

e Estudar a reatividade em meio homogéneo do complexo frente a hidrolise dos
substratos: 2,4-bdnpp e 2,4-dnpp, monitorando espectrofotometricamente via UV - Vis a

liberacao do anion 2,4-dnp;

e Realizar estudos de interagio do complexo com o Calf Thymus - Acido

desoxirribonucleico (CT-DNA).
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os seguintes reagentes empregados nas sinteses e nas analises foram adquiridos de

fontes comerciais e alguns utilizados com purificacao prévia como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Reagentes, solventes e materiais utilizados no trabalho.

Reagentes/solventes/materiais Pureza Marca
p-Cresol 99,0% Aldrich
Cloroférmio 99,8% Vetec
Hidroxido de sodio 99,5% Vetec
Acido cloridrico 37,0% Vetec
Sulfato de sodio anidro 99,0% Lafan
Diclorometano 99,5% Vetec
Argbnio 5,0 Analitico White Martins
2-piridinocarboxialdeido Destilado Aldrich
2-aminometilpiridina Destilada Aldrich
Tolueno 99,5% Vetec
Hidrogénio 5,0 Analitico White Martins
Trietilamina Destilada Vetec
Bicarbonato de sodio 99,7% Aldrich
Isopropanol 99,5% Lafan
Metanol 99,8% Neon
Tetrahidrofurano 99,0% Vetec
Borohidreto de sodio 99,0% Aldrich
Cloreto de amonio 99,5% Vetec
Carbonato de sédio 99.,0% Lafan
Nitrato de lantanio (III) hidratado 99,9% Aldrich
N-metil-1,3-propanodiamina Destilada Aldrich
Acido acético 99,7% Vetec
Acetona 99,5% Vetec
Acetonitrila 99,8% Vetec
Acetonitrila UV/HPLC 99,9% Tedia
Agua deuterada 99,9% Aldrich
Brometo de potéssio 99,0% Aldrich
Cloroférmio deuterado 99,0% Aldrich
Acetonitrila deuterada 99,8% Aldrich
Tampao bioldégico HEPES 99,5% Aldrich
Tampao biologico MES 99,0% Acros

Tampao biologico CHES 99,0% Acros
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4.2 METODOS E INSTRUMENTACAO

4.2.1 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR - ATR)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos no Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia (UFSC) em um espectrofotometro com Transformada de Fourier
contendo um modo de Refletancia Total Atenuada Horizontal (FTIR - ATR) da Perkin — Elmer
modelo Spectrophotometer Spectrum 100, com cristal de ZnSe (45°) ¢ um detector TGS
(triglycine sulfate). As amostras foram dispostas diretamente sobre o cristal e analisadas no

intervalo de 4000 - 400 cm™! utilizando o ar ambiente como background.

4.2.2 Espectroscopia Eletronica (UV - Vis - NIR)

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho proximo
foram obtidos em um espectrofotometro da Perkin - Elmer modelo Lambda - 750, no
Laboratorio de Bioinorganica e Cristalografia (UFSC). As andlises em solugdo foram realizadas
em um meio contendo acetonitrila/agua (1:1 v/v), utilizando solventes de grau espectroscopico

e celas de quartzo com capacidade para 4 mL e 1 cm de caminho 6ptico.

4.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (NMR)

Os espectros de '"H NMR e '3C NMR foram registrados em um espectrometro Bruker
modelo AC 200 MHz, na Central de Analises do Departamento de Quimica (UFSC). Os
deslocamentos quimicos (J) foram registrados em (ppm) utilizando como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS, 0 = 0,00 ppm) e empregando solventes deuterados nas leituras. As
andlises de 400 MHz foram realizadas pelo Prof. Dr. Fernando R. Xavier em um espectrometro
Bruker modelo FT - NMR Ascend400 instalado no Departamento de Quimica da Universidade
do Estado de Santa Catarina (UDESC) campus de Joinville.
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4.2.4 Analise Elementar (C, H e N)

As medidas para a determinagao dos percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio
foram realizadas em um analisador elementar de C, H, N, S € O da marca CE Intruments modelo

EA 1110 CHNS - O, instalado na Central de Analises do Departamento de Quimica (UFSC).
4.2.5 Espectrometria de Massa (ESI - MS (+))

Os compostos sintetizados foram analisados via espectrometria de massa com
ionizagdo via eletrospray (ESI - MS (+)) pela técnica Vanessa Oliveira do Centro de Biologia
Molecular Estrutural e pela mestranda Jéssica Toigo. Os espectros foram obtidos no
equipamento Amazon - Ions Trap MS. As analises foram realizadas em solugdes (1:1 v/v)
acetonitrila/agua com vazio de 5 pL min™!' e concentragio de aproximadamente 500 nmol L.
A temperatura do capilar foi mantida entre 180 e 200 °C e a voltagem do capilar entre 3500 e
4500 V. Alguns testes cinéticos também foram acompanhados via ESI - MS (+), tendo como
finalidade elaborar uma proposta mecanistica para o complexo. Para os espectros simulados

utilizou-se do programa gratuito mMass (versao 5.5.0) (STROHALM, 2013).
4.2.6 Difratometria de raios X (XRD)

A analise por difratometria de raios X em monocristal foi realizada pelo Prof. Dr.
Adailton J. Bortoluzzi na Central de Andlises do Departamento de Quimica (UFSC). Os dados
foram coletados em um difratdmetro da Bruker modelo APEX II DUO usando radiag¢do gerada
por um tubo de molibdénio (MoKa A = 0,71073 A) e monocromador de grafite. Durante a
analise a amostra foi mantida a temperatura de 200 K. A estrutura cristalina foi resolvida através
dos métodos diretos e refinada pelo método dos minimos quadrados com matriz completa,
utilizando-se os programas SIR97 e SHELXL-97 respectivamente (ALTOMARE et al., 1998),
(SHELDRICK, 1997). As representagdes graficas das estruturas moleculares foram geradas
utilizando o programa PLATON (SPEK, 2009).
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4.2.7 Titulacao Potenciométrica

As constantes de protonacdo para o complexo determinadas por titulagdo
potenciométrica foram realizadas em um titulador automatico da Metrohm, modelo 844 Titrino
Plus no Laboratorio de Bioinorganica e Cristalografia (UFSC). Esses Experimentos foram
realizados em acetonitrila/agua (1:1 v/v) com intuito de estuda-los no mesmo ambiente utilizado
nos estudos de reatividade e também devido a baixa solubilidade do complexo em agua.
Utilizou-se um eletrodo indicador de vidro e um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl), calibrado
com uma solu¢iio de HCI (0,010 mol L!) em acetonitrila/dgua e uma solu¢do padrio de KOH
(0,100 mol L!) em 4gua, para leitura direta de pH. A solu¢do do complexo foi preparada com
agua (bidestilada previamente na presenca de KMnO4 e fervida) e acetonitrila de grau
espectroscopico, com a forga idnica ajustada para 0,100 mol L' com KCI. As medidas foram
realizadas em uma célula termostatizada a 25,00 £+ 0,05 °C, contendo o composto (0,03 mmol)
em 50 mL de solucdo acetonitrila/agua (1:1 v/v), sob fluxo de argdnio para eliminar a presenca
de COaz. A solucdo do composto teve o pH ajustado para proximo de 3,00 através da adigcdo de
100 pL de HCI1 1,0 mol L', resultando em um volume final aproximado de 50,01 mL e foram
tituladas com uma solu¢do padrio de KOH 0,100 mol L' com adigdes sucessivas de 0,05 mL
até pH = 12,50 por meio de um dosador automatico do proprio equipamento. O valor de pKw
da solucdo acetonitrila/dgua utilizado para os célculos, foi 15,40 (HERRADOR; GONZALEZ,
2002). As constantes de equilibrio foram calculadas com o programa BEST7, bem como os

diagramas de distribui¢ao de espécies presentes em solucao.

4.2.8 Experimentos Cinéticos

Os experimentos cinéticos foram realizados em um espectrofotometro UV - Vis da
Varian modelo Cary 50 BIO acoplado em um banho termostatizado. Os dados foram coletados
através do software Kinetics previamente instalado no computador do espectrofotometro e as
medidas foram realizadas em triplicatas.

A atividade catalitica do complexo foi calculada a partir das reagdes de hidrodlise dos
substratos 2,4-bdnpp e 2,4-dnpp, os quais foram sintetizados de acordo com os métodos
reportados por (BUNTON; FARBER, 1969) e (RAWJI; MILBURN, 1981), respectivamente.
Na reacao de hidrolise dos substratos descritos anteriormente ha a liberagao do anion 2,4-

dinitrofenolato (2,4-dnp) como produto, sendo possivel acompanhar esta liberagao via UV-Vis
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através da variagdo da absorvancia em 400 nm. A concentracdo de 2,4-dnp gerada em solugao
foi calculada a partir dos valores do coeficiente de absor¢ao molar (¢) em 400 nm frente a

diferentes valores de pH, conforme representado na Tabela 3 (PERALTA et al., 2010).

Tabela 3. Variagdo do coeficiente de absor¢do molar em 400 nm para o 2,4-dnp em diferentes
valores de pH.

pH ¢ (mol L' cm™)

3,50 2125

4,00 3410

4,50 7180

5,00 10080

5,50 11400

6,00 12000
6,50 - 10,25 12100

Fonte: Adaptado de PERALTA et al., 2010.

As reacdes foram monitoradas até 5,0 % de conversdo de substrato a produto, sempre
utilizando uma condi¢ao onde o substrato se encontrava em excesso em relagdo a concentragao
do complexo (pseudo-primeira ordem). Os dados foram tratados pelo método das velocidades
iniciais (PISZKIEWICZ, 1977), sendo que essas foram obtidas diretamente do grafico da
concentracdo de 2,4-dinitrofenolato liberado em funcdo do tempo. Para cada valor de
velocidade encontrada foi descontado o valor da auto-hidrolise do substrato, determinado
através de um “branco” contendo apenas o substrato nas mesmas condi¢des cinéticas que o

sistema contendo o complexo e o substrato.

4.2.8.1 Efeito do pH

Os estudos com relacdo a velocidade de hidrdlise dos substratos em fungdo do pH
visam obter um pH 6timo de atividade, bem como os valores de pKa cinéticos para as espécies
em equilibrio. Os testes foram realizados em uma faixa de pH entre 4,00 - 10,50 com 50 vezes
de excesso do substrato para o 2,4-bdnpp e 25 vezes de excesso para o 2,4-dnpp em relagdo ao
complexo, a 25 °C.

Para estudar a dependéncia do pH na hidrélise do 2,4-bdnpp foram utilizadas cubetas
de vidro Optico com capacidade para 4 mL e caminho optico de 1 cm, fechadas com tampa de

teflon, nas quais foram adicionados 0,75 mL de solucdo aquosa do tampao ([ T]rina = 0,05 mol
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L), 0,05 mL de uma solugio estoque do complexo em acetonitrila ([C]rinal = 4,0 X 10~ mol L°
1, 0,15 mL de uma solucgdo estoque do substrato também em acetonitrila ([S]Final = 2,0 X 107
mol L) e para completar o volume final de 1,5 mL do sistema reacional, foram adicionados
0,55 mL de acetonitrila.

O estudo frente a hidrdlise do 2,4-dnpp em diferentes valores de pH seguiu uma
metodologia similar, para tal foram utilizadas cubetas de vidro Optico com capacidade para 4
mL e caminho doptico de 1 cm, fechadas com tampa de teflon, nas quais foram adicionados 0,75
mL de solucio aquosa do tampao ([T]rinal = 0,05 mol L), 0,05 mL de uma solucio estoque do
complexo em acetonitrila ([C]rinai = 4,0 x 10 mol L), 0,15 mL de uma solugio estoque do
substrato também em acetonitrila ([S]pinai = 1,0 X 107> mol L") e para completar o volume final
de 1,5 mL foram adicionados 0,55 mL de acetonitrila. Logo, apds as adi¢des a razao
acetonitrila/dgua permaneceu (1:1 v/v) para ambos os estudos. Um “branco” também foi
preparado utilizando as mesmas condigdes, com excecdo a adicdo do complexo que teve seu
volume substituido por acetonitrila. As reagdes foram iniciadas apos as adi¢des dos substratos
ao meio.

Os tampoes utilizados foram: MES para a faixa de pH entre 4,00 - 6,50, HEPES para
a faixa de pH entre 7,00 - 8,50 e CHES para a faixa de pH entre 9,00 - 10,50 ([T]gstoque = 0,1
mol L). A forga i6nica foi mantida constante para toda a faixa de pH de trabalho (= 0,1 mol

L, LiClOa).

4.2.8.2 Efeito da Concentragdo do Substrato

Os estudos com relagdo a velocidade de hidrolise do 2,4-bdnpp e 2,4-dnpp em fungao
da concentracdo dos mesmos visam obter parametros cinéticos como: velocidade maxima
(Vmax) € a constante de Michaelis - Menten (Km). Através desses dados, € possivel obter a
constante catalitica para o complexo (kcat = Vmax/[Complexo]), bem como o fator catalitico,
definido pela razdo entre a constante catalitica e a constante da reacdo nao catalisada (f =
keat'knc), além da eficiéncia catalitica (E = kca/Kwm).

Os testes foram realizados nos valores de pH: 6,00, 6,50 ¢ 7,00 sob as mesmas
condi¢cdes descritas para o estudo do efeito do pH, resultando em cinéticas de saturagdo com
comportamento de Michaelis - Menten. Os volumes adicionados de substrato em cada teste
partiram de 0,03 mL a 0,225 mL ([S]rinat = 4,0 X 10 2 3,0 x 10} mol L") para o 2,4-bdnpp e
0,03 mL a 0,18 mL ([S]Fina = 2,0 X 10* a 1,2 x 10> mol L) para o 2,4-dnpp. Por fim, para
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completar o volume final de 1,5 mL nas cubetas, foi utilizado acetonitrila com o intuito de

manter a razao acetonitrila/agua (1:1 v/v).

4.2.8.3 Determinac¢do do Numero de Ciclos Cataliticos

Os testes foram realizados a fim de determinar o nimero de moléculas de substrato
hidrolisadas por molécula de complexo, ou seja, determinar o numero de ciclos cataliticos
realizados pelo complexo (furnover). Para tal, uma cinética foi monitorada
espectrofotometricamente via UV-Vis em um periodo de aproximadamente 3 horas a 25 °C em
445 nm (e = 3600 L mol™! cm™) nas condi¢des de 50 e 25 vezes de excesso para o 2,4-bdnpp e
2,4-dnpp respectivamente no pH o6timo. O calculo para encontrar o numero de moléculas
hidrolisadas baseou-se na equagdo de Lambert - Beer, onde o valor da concentracio
experimental de 2,4-dnp foi dividido pelo valor da concentragdo tedrica do complexo,

resultando no nimero de ciclos cataliticos.

4.2.8.4 Reagdo Estequiométrica

Uma cinética em condigdes estequiométricas entre o complexo e o substrato 2,4-bdnpp
foi realizada ([CJrina = 4 % 10 mol L}, [S]rina = 4 % 10 mol L) buscando avaliar se o
monoéster 2,4-dnpp também ¢ hidrolisado durante a reacdo. O teste foi acompanhado
espectrofotometricamente via UV-Vis durante 24 horas a 25 °C em 400 nm (¢ = 12100 L mol
''em™) no pH 6timo. O célculo para encontrar o nimero de moléculas hidrolisadas baseou-se
na equagdo de Lambert - Beer, onde o valor da concentracdo experimental de 2,4-dnp foi
dividido pelo valor da concentragado tedrica do complexo, resultando no numero de equivalentes

liberados.
4.2.8.5 Efeito Isotopico do Deutério
Cinéticas com relagdo ao efeito isotdpico do deutério foram realizadas para avaliar se

ha transferéncia de préton na etapa determinante da reagdo. Os testes foram realizados no pH

otimo sob as mesmas condi¢des descritas para o estudo do efeito da concentragdo do substrato
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para cada caso, sendo que a solu¢do do tampao foi preparada em D-O e teve seu valor ajustado

para: pD = leitura do medidor de pH + (4,29 x 10% T) — 1,04) (FIFE; BRUICE, 1961).

4.2.8.6 Efeito da Temperatura

A partir do estudo do efeito da temperatura na catalise, importantes informacdes
podem ser extraidas, como por exemplo os parametros de ativacao para cada cinética. Diante
disso, testes frente a hidrélise dos substratos 2,4-bdnpp e 2,4-dnpp foram realizados em
diferentes temperaturas (20 - 35 °C) a fim de se obter esses parametros. As condi¢des cinéticas
utilizadas foram as mesmas que as descritas para o efeito da concentragdo do substrato no pH

otimo e os valores foram obtidos das equagdes de Arrhenius e Eyring (Equacdes 3 ¢ 4).

4.2.9 Testes de Interacio do complexo com o DNA via Titulagao

Antes de se iniciar os testes de interacao, o DNA precisa passar por uma analise prévia
para determinar se 0 CT-DNA obtido de fonte comercial se apresenta livre de proteina. Para
tal, determinou-se a razao entre as absorbancias obtidas em 260 nm e 280 nm respectivamente,
sendo que o resultado deve apresentar uma razao entre 1,80 e 1,90 para ser considerado
satisfatorio. A concentracdo de DNA na amostra foi determinada via espectroscopia eletronica
de UV - Vis, monitorando a banda presente em 4 = 260 nm (¢ = 6600 L mol! cm™)
(REICHMANN et al., 1954), sendo que o valor da razdo obtido foi igual a 1,80.

O experimento foi realizado em um sistema contendo duas cubetas. Na cubeta de
controle, adicionaram-se inicialmente 990 pL do tampao (Tris-HCI/NaCl - pH 7,2, 50 mmol L~
I'NaCl) e 10 uL de acetonitrila espectroscopica. Na outra cubeta adicionaram-se 990 pL do
tampdo e 10 pL da solugdo de complexo (5,5 x 10 mol L!). Em seguida, foi realizada a
correcao da linha base e ap6s uma leitura. Posteriormente, foi efetuada a adicdo de CT-DNA as
cubetas (2 pL), sendo que a homogeneizacao da solucdo se deu de forma manual. Apds a adi¢ao
do DNA o sistema foi deixado em repouso por aproximadamente 1 minuto antes de iniciar a
varredura, a fim de se estabelecer um equilibrio entre as espécies em solugdo. O processo foi
repetido 10 vezes, tendo os valores corrigidos pelo efeito de diluicdo. A constante de ligacao
Ky foi obtida através da Equacdo 1 (SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013), onde &r e &
representam os coeficientes de absorcdo molar do complexo livre e completamente ligado

respectivamente e &, representa o coeficiente de absor¢ao molar ap6s cada adigao.
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4.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.3.1 Sintese do ligante

A seguir se apresentam as etapas de sintese do ligante (H,L?) utilizado neste trabalho.
Os precursores sintetizados ja foram reportados na literatura, enquanto o ligante final ¢ de
natureza inédita.

4.3.1.1 Sintese do 3-(clorometil)-2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (Cmff)

Figura 10. Etapas da sintese do Cmff.
CHCl, HCHO
NaOH __Hcl
OH OH OH

Primeiramente, preparou-se o 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (Hmb) através de uma

reacdo de formilagao do p-Cresol (Figura 10) (THOER et al., 1988). Em um baldo de 3 bocas

Fonte: O autor.

de 5000 mL, equipado com um agitador mecanico e condensador, adicionou-se o p-cresol (21,6
g, 200 mmol, 108,14 g mol!) em 1500 mL de cloroférmio. A solugdo foi mantida sob agitacio
e refluxo com temperatura controlada entre 56 - 60 °C. Posteriormente, durante um periodo de
3 horas, adicionaram-se pequenas aliquotas de uma solu¢ao de NaOH (60 g, 1,5 mmol, 40,00 g
mol™!) previamente preparada em 100 mL de 4gua destilada. A mistura reacional foi mantida
por mais 1 hora sob agitacdo e refluxo, em seguida, deixou-se o sistema para resfriar a
temperatura ambiente. Apos o resfriamento, adicionou-se aproximadamente 500 mL de agua
destilada e o meio foi acidificado com HCI concentrado até pH = 2,00 (sob agita¢do). Apos a
acidificacgdo, a fase organica foi separada, lavada com agua destilada, seca com Na>SO4 anidro
e o solvente foi retirado utilizando um rotaevaporador a 40 °C. O 6leo obtido foi destilado a
pressdo reduzida com auxilio de uma coluna vigreaux de 40 cm em uma faixa de temperatura
entre 55 - 65 °C a 0,1 mmHg. Apo6s a destilagdo, obteve-se um so6lido amarelo que foi
solubilizado em uma quantidade minima de diclorometano e purificado com o auxilio de uma

coluna cromatografica, utilizando diclorometano como fase movel e silica como fase
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estacionaria. O solvente coletado foi removido por rotaecvaporacao e se obteve um soélido branco
cristalino (Hmb) que posteriormente foi caracterizado.

A ultima etapa consistiu na sintese do Cmff, sendo realizada seguindo a metodologia
proposta por (KARSTEN et al., 2002). Em um baldo de 500 mL se adicionou o Hmb (6,4 g, 47
mmol, 136,15 g mol!), formaldeido 37% (3,81 g, 94 mmol) e 25 mL de HCI concentrado. O
sistema foi mantido sob refluxo (90 - 100 °C) e agitagdo por 45 minutos, posteriormente a
solucao foi transferida para um béquer e resfriada a 0 °C em banho de gelo. Apos o resfriamento,
formou-se um precipitado compacto no fundo do béquer que foi triturado, filtrado sob vacuo,
lavado com HCI concentrado e recristalizado em diclorometano quente. Apos a recristalizagao,
obteve-se um solido branco que foi deixado sob vacuo para secar durante 6 horas. Rendimento:

85% (7,4 g, 40 mmol, 184,62 g mol™!).

'"H NMR (200 MHz, CDCls) 6/ppm: 2,36 (s, 3H, CHs), 4,67 (s, 2H, CHa), 7,35 (s, 1H,
CHar), 7,47 (S, lH, CHar), 9,87 (S, IH, CHald), 11,25 (S, IH, Oerno]).

IR - ATR (cm™): v (O-H) 3350, v (C-Har, C-Hair) 3028-2850, v (C-Haig) 2746, v (C=0)
1663, v (C=C) 1600-1470, 6 (O-Hzenol) 1372, v (C-Ofenol) 1256, & (C-Har) 703, v (C-CI) 612.

4.3.1.2 Sintese do 3-((bis(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzaldeido
(Bpmamff)

Figura 11. Etapas da sintese do Bpmamft.

—
N/
N
CH,Cl,
NH Cl _0 Et;N 0O
+ —_—>
SN OH NN OH

Fonte: O autor.

O procedimento experimental ilustrado na Figura 11 foi realizado de acordo com a
rota descrita por Karsten e colaboradores (KARSTEN et al., 2002). Em um baldo de 250 mL,

adicionou-se o Cmff (5,6 g, 30 mmol, 184,62 g mol') previamente solubilizado em
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diclorometano (80 mL). Posteriormente, sob agitagdo e em banho de gelo, adicionaram-se 80
mL de uma solucdo contendo Bpma (6,0 g, 30 mmol, 199,26 g mol!) e trietilamina (4,2 mL,
30 mmol, 101,19 g mol™!) solubilizados em diclorometano. Apos a adi¢do, removeu-se o banho
de gelo e o sistema permaneceu sob agitacdo por 3 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, transferiu-se a solu¢do para um funil de separagdo, onde a mesma foi lavada
com uma solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sddio. A fase organica foi separada e seca
com NaxSOys anidro e ap6s filtragao o solvente foi removido por rotaevaporagao a 40 °C. ApoOs
a remog¢ao do solvente, obteve-se um 6leo amarelo que foi rapidamente transferido para um
béquer e recristalizado em isopropanol quente. Apds poucas horas, formou-se um precipitado
cristalino no fundo do béquer, que foi filtrado em funil de placa porosa, lavado com éter etilico
gelado e seco sob vacuo durante 6 horas. O produto final foi obtido na forma de um soélido

amarelo com um rendimento de 78 % (8,1 g, 23,4 mmol, 347,42 g mol ™).
'"H NMR (200 MHz, CDCl3) é/ppm: 2,27 (s, 3H, CH3), 3,80 (s, 2H, CH>), 3,89 (s, 4H,
CHb»), 7,21 (m, 3H, CHar), 7,41 (t, 3H, CHar,J = 7,03 Hz), 7,66 (dt, 2H, CHar, J= 7,52 Hz), 8,56

(d, 2H, CHar, J= 4,22 Hz ), 10,44 (s, 1H, CHaa).

IR - ATR (em™): v (C-Har, C-Hair) 3038-2849, v (C=0) 1680, v (C=N, C=C) 1591-
1437, 6 (O-Hienot) 1378, v (C-Otenot) 1276, v (C-N) 1114, & (C-Har) 773.

4.3.1.3 Sintese do 2-((bis(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metil-6-(((piridin-2
ilmetil)amino)metil)fenol (Hpys)

Figura 12. Etapas da sintese do Hpys.

ﬂ
SN N
| THF/CH;OH
_0 + N/ NH,  NaBH, N\/ij\/NH
OH
)

A reagdo de aminacdo redutiva (Figura 12) foi realizada seguindo a metodologia

descrita na literatura (GREATTI et al., 2008). Em um baldo de 250 mL, adicionaram-se: 3,07

OH

Fonte: O autor.
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g de Bpmamff (8,8 mmol, 347,42 g mol'), 80 mL de CH;OH/THF (1:1 v/v) e 0,97 g de 2-
aminometilpiridina (9,0 mmol, 108,14 g mol'). Apods as adi¢des, a solu¢do adquiriu uma
coloragdo amarelo intenso € a mesma permaneceu sob agitacao durante 1 hora. Posteriormente,
em banho de gelo, iniciou-se a adi¢@o lenta de borohidreto de sddio (0,38 g, 10 mmol) a fim de
reduzir a fungdo imina formada durante a sintese. Ao final da adicdo, a solugdo apresentou uma
coloragdo amarelo claro e a mesma permaneceu sob agitacdo por mais 1 hora. Apos esse
periodo, o solvente foi removido por rotaevaporagdo a 40 °C. O 6leo resultante foi solubilizado
em 60 mL de diclorometano, onde permaneceu sob agitagao durante 15 minutos na presenga de
uma solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sddio. Por fim, a fase organica foi lavada em
um funil de separagdo com uma solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sddio. Apds a
extracdo, a fase organica foi seca com NaSO4 anidro e o solvente foi removido por
rotaevaporagao a 40 °C. O 6leo resultante foi deixado sob vacuo durante 6 horas para secar.

Rendimento 95 % (3,7 g, 8,4 mmol, 439,56 g mol™).

'"H NMR (200 MHz, CDCl3) é/ppm: 2,23 (s, 3H, CH3), 3,76 (s, 2H, CH>), 3,87 (s, 4H,
CH»), 3,93 (s, 4H, CH>), 3,96 (s, 4H, CH»), 6,85 (s, 1H, CHar), 6,94 (s, 1H, CHar), 7,15 (dd, 3H,
CHar, J = 5,26 Hz), 7,37 (d, 3H, CHar, J = 7,00 Hz), 7,60 (td, 2H, CHar, J = 7,42 Hz), 8,55 (d,
2H, CHar, J = 2,98 Hz).

IR - ATR (cm™): v (C-Har, C-Haiir) 3061-2824, v (C=N, C=C) 1592-1434, & (O-Heno))
1364, v (C-Ofenol) 1233, v (C-N) 1149, 5 (C-Har) 761.
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4.3.1.4 Sintese do 3-(((3 -((bis(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzil) (piridin-
2-ilmetil)amino)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (H>L')

Figura 13. Etapas da sintese do HoL!.

Fonte: O autor.

O procedimento experimental exposto na Figura 13 foi realizado de acordo com a
metodologia proposta por Piovezan e colaboradores (PIOVEZAN et al., 2010). Em um balao
de 250 mL, adicionaram-se: 3,7 g (8,4 mmol, 439,56 g mol!) de Hpys, 1,4 mL (10 mmol,
101,19 g mol') de trietilamina, 1,7 g (9,2 mmol, 184,62 g mol') de Cmff e 60 mL de
diclorometano. Apos as adi¢des, o sistema permaneceu sob agitagao e refluxo durante cinco
dias. Apos este periodo, a solug¢do foi extraida em um funil de separagdo com uma solucao
aquosa saturada de bicarbonato de sodio. Posteriormente, a fase organica foi seca com NazSO4
anidro e o solvente foi removido por rotaecvaporacao a 40 °C, resultando em um s6lido amarelo

que foi seco sob vacuo durante 6 horas. Rendimento 82 % (3,0 g, 6,9 mmol, 587,72 g mol™).

'H NMR (200 MHz, CDCl3) &/ppm: 2,21 (s, 3H, CHs), 2,24 (s, 3H, CH3), 3,75 - 3,87
(m, 12H, CHa), 6,86 - 7,64 (m, 13H, CH.,), 8,53 - 8,59 (m, 3H, CHar), 10,31 (s, 1H, CHa).

3C NMR (100 MHz, CDCl3) §/ppm: 20,4, 20,2, 54,1, 55,5, 56,3, 59,2, 59.5, 76,7,
77,0, 77,3, 122,1, 122,4, 123,0, 123,1, 123,2, 123,4, 125,0, 127,3, 128,0, 130,4, 131,0, 136.,4,
136,6, 137,1, 148,8, 148,8, 153,9, 158,1, 158,5, 159,4, 192,0.

IR - ATR (em™): v (C-Har, C-Haiir) 3040-2800, v (C-Haia) 2716, v (C=0) 1660, v (C=N,
C=C) 1574-1419, 6 (O-Henol) 1350, v (C-Ortencl) 1203, v (C-N) 1099, 6 (C-Har) 751.
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CHN (Calculado para C36H37N503): C: 73,57% H: 6,35 N: 11,92 %.
CHN (Obtido para C3sH37Ns503): C: 73,54 % H: 6,33% N: 11,93 %.

4.3.1.5 Sintese do Ligante 2-((bis(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((3-
(metilamino)propil)amino)metil)benzil) (piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol (H>L?)

_
o )51 =5 %@

Fonte: O autor.
A sintese do ligante final (Figura 14) foi realizada seguindo a seguinte metodologia:

Figura 14. Etapas da sintese do H2L2.

Em um baldao de 250 mL, adicionaram-se: 0,52 mL de N-metil-1,3-propanodiamina (5 mmol,
88,15 g mol') e 80 mL de metanol (desgaseificado). Posteriormente, acrescentaram-se sob
argonio 60 mL de uma solu¢do metanolica desgaseificada contendo 1,47 g de HL! (2,5 mmol,
587,72 g mol™), onde o sistema permaneceu durante 4 horas sob agitagdo. Apos esse periodo,
em banho de gelo, adicionou-se 0,28 g de borohidreto de sédio (7,5 mmol, 37,83 g mol™!) a fim
de reduzir a funcdo imina formada durante a sintese. A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo e atmosfera inerte por mais 3 horas. Apos a reducdo, o solvente foi removido por
rotaevaporagdo a 40 °C, resultando em um oOleo que foi solubilizado em 60 mL de
diclorometano. Posteriormente, o produto foi lavado com dgua em um funil de separagao. Apos
a extragdo, a fase organica foi seca com NaxSOs anidro e o solvente foi removido por
rotaevaporagdo. O produto final foi obtido na forma de um sélido amarelo que foi seco sob

vacuo durante 6 horas. Rendimento 79 % (1,30 g, 1,97 mmol, 659,86 g mol™).

'H NMR (200 MHz, CDCls) &/ppm: 1,67 (m, 2H, CHy), 2,21 (s, 6H, CHs), 2,37 (s,
3H, CHs), 2,64 (dt, 4H, CHa, J = 13,00 Hz), 3,74-3,80 (m, 14H, CH,), 6,87 (m, 4H, CHa,), 7,14
(t, 3H, CHar, J = 6,42 Hz), 7,41 (m, 3H, CHar), 7,60 (m, 3H, CHay), 8,55 (m, 3H, CHay).
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3C NMR (100 MHz, CD3CN) é/ppm: 20,2, 28,8, 35,5, 47,3, 50,0, 50,2, 54,5, 55,8,
55,8, 59,6, 59,8, 123,0, 123,6, 123,9, 124,0, 124,2, 124,3, 128,2, 128,2, 129,9, 130,2, 130,8,
131,2,137,5, 137,6, 149,2, 149,3, 154,2, 154,2, 158,8, 159,3.

IR - ATR (cm™): v (C-Har, C-Haif) 3060-2820, v (C=N, C=C) 1591-1436, § (O-Hienol)
1367, v (C-Ofenol) 1230, v (C-N) 1115, § (C-Har) 753.

CHN (Calculado para C40H49N702+ CH30H): C:71,17% H:7,72 N: 14,17 %.
CHN (Obtido para C4H49N702 + CH30H): C: 71,00 % H: 7,68% N: 14,86 %.

4.3.2 Sintese do Complexo (La.H2L?)

Em um tubo de Schlenk, adicionaram-se 0,66 g do ligante HoL? (1 mmol, 659,86 g
mol') e 10 mL de metanol, submetendo-os a um banho de Ny até total congelamento do
solvente. Em seguida, o tubo foi acoplado a uma bomba de vacuo onde se deixou o solvente
fundir a pressao reduzida. O processo de congelamento foi repetido 3 vezes com o intuito de
remover o COz presente no sistema e em seguida, adicionou-se 0,32 g de La(NOs3); (1 mmol,
324,93 g mol ). A mistura reacional foi mantida em agitagdo e aquecimento (40 °C) por 45
minutos sob sistema selado e posteriormente, o solvente foi removido por rotaevaporagdo. Apos
a total evaporacao do solvente, uma aliquota do so6lido foi solubilizada em uma solugdao
contendo acetonitrila/acetona (1:1 v/v) e transferida para um tubo de NMR. Por fim, o sistema
foi deixado em repouso até o aparecimento de cristais incolores adequados para a resolugao de

raios X. Rendimento: 91% (0,89 g, 0,91 mmol, 980,23 g mol™).

IR - ATR (em™): v (C-Har, C-Haiir) 3042-2757, v (C=N, C=C) 1587-1432, v (NOx)
1302; 1383; 1463, v (C-Otenol) 1197, v (C-N) 1110, & (C-Har) 763.

CHN (Calculado para C4HssLaN70,+ 2 NOs™ + 2 H,O + 0,7 CH30H): C: 49,87% H:
5,63% N: 12,86%.

CHN (Obtido para CsHagLaN7;02 + 2 NO3™ + 2 H>O + 0,7 CH30H): C: 49,73% H:
5,61% N: 12,88%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do serdo apresentadas as discussOes relativas as sinteses, caracterizagoes e
testes de reatividade do complexo frente a hidrolise dos substratos modelos (2,4-bdnpp) e (2,4-

dnpp), bem como testes preliminares de interagdo do complexo com o DNA.

5.1 CARACTERIZACAO DO LIGANTE E SEUS PRECURSORES

Os precursores sintetizados neste trabalho foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho (FTIR - ATR) e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (‘H NMR). O
ligante final além das técnicas listadas anteriormente, foi caracterizado por espectroscopia
eletronica (UV - Vis - NIR), andlise elementar (C, H e N), espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (3C NMR) / (DEPT - 135) e espectrometria de massa (ESI - MS (+)). Os
principais valores obtidos dos espectros, bem como suas respectivas atribuigdes podem ser

encontrados na se¢ao anterior juntamente com as metodologias de sintese para cada composto.

5.1.1 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR - ATR)

A espectroscopia no infravermelho ¢ uma importante ferramenta de caracterizagao,
sendo utilizada geralmente como a primeira analise para a verificagcdo qualitativa da estrutura
quimica do produto final. Os precursores utilizados nesse trabalho ja foram reportados na
literatura, logo os valores obtidos para cada composto foram comparados com os relatados. As
principais bandas de absorgdo para o ligante H,L?> foram devidamente (PAVIA et al., 2015) e
os valores estdo apresentados a seguir na Tabela 4, bem como as atribuicdes para cada

grupamento.
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Tabela 4. Atribui¢des e respectivos nimeros de onda (cm') para as principais bandas
observadas no espectro do ligante e seus precursores.

Atribuiciao Cmff Bpma Bpmamff Hpys HL! H:L.2
v (O-H) 3350 - - - - -
v (N-H) - 3300 - - - -
v (C-Har), 3028- 3062- 3038- 3061- 3040- 3060-
(C-Haiif) 2850 2828 2849 2824 2800 2820
v (C-Han) 2746 - - - 2716 -
v (C=0) 1663 - 1680 - 1660 -
v (C=N), 1600- 1592- 1591- 1592- 1574- 1591-
(C=0) 1470 1434 1437 1434 1419 1436
0 (O-Hfen) 1372 - 1378 1364 1350 1367
v (C-Ofen) 1256 - 1276 1233 1203 1230
v (C-N) - 1148 1114 1149 1099 1115
0 (C-Har) 703 758 773 761 751 753
v (C-CD) 612 - - - - -

A Tabela 4 apresenta os niimeros de onda (cm™) para as principais bandas observadas
no espectro do ligante e seus respectivos precursores. A partir desses valores, ¢ possivel notar
que os precursores: Cmff, Bpmamff e HoL! possuem uma banda em torno de 1668 cm'
referente ao estiramento C=0, indicando a presenca do grupamento aldeido nas estruturas. No
entanto, nenhuma banda foi observada nessa regidio do espectro para o ligante final H,L?, dando
indicios que a aminag¢do redutiva foi eficiente e condizente com a proposta de sintese. Observa-
se também a presenga de um estiramento em 3300 cm™! correspondente a ligagio N-H do Bpma.
Em torno de 1125 cm™! se encontra a banda de estiramento C-N, presente em todos os compostos
exceto no Cmff, tendo esse uma banda caracteristica em 612 cm™' referente ao estiramento C-
CL

A respeito dos modos vibracionais relativos as deformacgdes axiais e angulares das
ligag¢des (C-H, C=C, C=N, C-O e O-H), os mesmos sdo atribuidos as piridinas e fendis presentes
no ligante e seus precursores, sendo que os valores estdo em concordancia com ligantes
similares ja reportados na literatura (PIOVEZAN et al., 2010). Todos os sinais descritos para o

ligante H>L? e o precursor HoL!' podem ser verificados na Figura 15.



61

Figura 15. Sobreposicdo dos espectros na regido do infravermelho para o precursor HoL! e o
ligante HoL2.
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5.1.2 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear ('H NMR e *C NMR)

Com o intuito de se obter informagdes estruturais acerca do ligante, foram realizadas
andlises utilizando a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, sendo a mesma uma
técnica ndo destrutiva que permite a identificagdo de compostos de uma maneira rapida e eficaz.

A espectroscopia de '"H NMR auxiliou na distingdo dos hidrogénios presentes na
estrutura do ligante HoL? e seus precursores. As andlises foram realizadas ao final de cada etapa
de sintese visando obter informacdes que corroborassem com as estruturas previamente
propostas. Os dados foram obtidos através da integracdo dos sinais presentes nos espectros,
bem como os valores de deslocamento quimico para cada grupamento. Os valores de
deslocamento quimico (0 em ppm), o nimero de atomos de hidrogénio e as atribuigdes dos

sinais obtidos para cada composto estdo apresentados na Tabela 5.



Tabela 5. Deslocamentos quimicos em ppm (multiplicidade e integracdo) observados nos

espectros de 'H NMR para o ligante e seus precursores.

Atribuicdo CHs

CH:

CHaua

OHienol

CHar

2,36

Cmff (s. 3H)

4,67 (s, 2H)

9,87 (s, 1H)

11,25 (s, 1H)

7,35 (s, 1H)
7,47 (s, 1H)

Bpma -

3,99 (s, 4H)

7,15 (m, 2 H)
7,35 (d, 2H)
(J=17,62 Hz)
7,63 (dt, 2H)
(J=1,59 Hz)
8,56 (d, 2 H)
(J=17,63 Hz)

2,27

Bpmamff (s, 3H)

3,80 (s, 2H)
3,89 (s, 4H)

10,44 (s, 1H)

7,21 (m, 3H)
7,41 (t, 3H)
(J=7,03 Hz)
7,66 (dt, 2H)
(J=17,52 Hz)
8,56 (d, 2H)
(J=4,22 Hz)

2,23

Hpys (¢ 3m)

3,76 (s, 2H)
3,87 (s, 4H)
3,93 (s, 4H)
3,96 (s, 4H)

6,85 (s, 1H)
6,94 (s, 1H)
7,15 (dd, 3H)
(J=5,26 Hz)
7,37 (d, 3H)
(J=17,00 Hz)
7,60 (td, 2H)

(J=7,42 Hz)
8,55 (d, 2H)
(J = 2,98 Hz)

2,21
(s, 3H) 3,75-3,87
2,24 (m, 12H)
(s, 3H)

6,86-7,64 (m, 13H)

1
H:L 8,53-8,59 (m, 3H)

10,31 (s, 1H)

6,87 (m, 4H)
7,14 (t, 3H)
(J= 6,42 Hz)
7,41 (m, 3H)
7,60 (m, 3H)
8,55 (m, 3H)

2,21 1,67 (m, 2H)
, (s, 6H) 2,64 (dt, 4H) ) )
H2L 237  (J=13,00 Hz)

(s, 3H) 3,74-3,80 (m, 14H)

Utilizando-se da Tabela 5, € possivel afirmar que os precursores e o ligante final foram
obtidos conforme o proposto nas metodologias de sintese. Os valores encontrados para os
precursores estdo em concordancia com os ja descritos na literatura (PIOVEZAN et al., 2010)
e os sinais referentes ao espectro do ligante HoL? foram devidamente atribuidos (PAVIA et al.,

2015).
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O ligante final apresenta um espectro muito similar que o seu precursor HoL!, tendo
em vista que ambos possuem um arranjo estrutural semelhante. Conforme ja evidenciado por
FTIR-ATR, a distingdo dos mesmos se da pela auséncia do sinal referente ao grupo funcional
aldeido (10,31 ppm). Deste modo, as regides do espectro onde o efeito de blindagem ¢ maior
contemplam os hidrogénios dos grupos metilicos presentes nas estruturas, ao passo que as
regidoes de menor blindagem fazem referéncia aos hidrogénios dos anéis aromaticos. Todos os
sinais descritos para o precursor HoL' e o ligante HoL? podem ser verificados nos espectros das

Figuras 55-A e 16, respectivamente.

Figura 16. Espectro de '"H NMR do ligante H,L? em CDCI; a 200 MHz.
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Anélises via espectroscopia de '°C NMR / DEPT - 135 também foram realizadas para
o ligante final e seu precursor. Os deslocamentos quimicos, bem como o espectro do ligante
H,L? estdo apresentados na Tabela 6 e Figura 17, respectivamente. Na Tabela 6, nota-se para
ambos os compostos dois sinais entre 20 - 35 ppm referentes aos carbonos das metilas e vinte
sinais entre 122 - 159 ppm atribuidos aos carbonos aromadticos. Com relacao aos grupos
metilenos, na regido de 28 - 59 ppm foram observados quatro sinais a mais para o ligante final

em comparagao ao seu precursor aldeido, fator que corrobora com a proposta de derivatizagao
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do ligante. Por fim, como evidenciado em analises anteriores, o sinal referente ao carbono do

grupamento aldeido se encontra ausente no espectro do ligante final.

Tabela 6. Deslocamentos quimicos em ppm observados nos espectros de *C NMR do ligante
H,1 2 e seu precursor.

Deslocamento quimico (ppm)

Atribui¢io HL! H1.2
C (metila) 20,2, 20,4 20,2, 35,5,
54,1, 55,5, 56,3, 59,2, 59,5 28,8, 47,3, 50,0, 50,2, 54,5,
C (metileno) 55,8, 55,8, 59,6, 59,8

122,1, 122,4, 123,0, 123,1, 123,0, 123,6, 123,9, 124,0,
123,2,123,4, 125,0, 127,3, 124,2,124,3, 128,2, 128,2,
128,0, 130,4, 131,0, 1364, 129,9, 130,2, 130,8, 131,2,

C (aromatico) 136,6, 137,1, 148,8, 1488, 137,5, 137,6, 149,2, 149,3,
153,9, 158,1, 158,5, 1594 154,2,154,2, 158,8, 159,3
C (aldeido) 192.0 -

Figura 17. Espectro de NMR *C / DEPT - 135 do ligante H,L? em CD3CN a 100 MHz.
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5.1.3 Espectrometria de Massa (ESI - MS (+))

A espectrometria de massa com ionizagdo por electrospray ¢ uma ferramenta de
grande importancia na identificacdo de compostos. A partir da formacdo e ionizagdo de um
aerossol contendo o composto a ser analisado, € possivel obter informagdes acerca das espécies
carregadas existentes em solugdo, sendo elas separadas com base na razdo massa/carga (m/z).
A Figura 18 apresenta o espectro de massa para o ligante HoL%, sendo que a analise evidenciou

a formagao de um ion molecular com razao m/z = 660,50.

Figura 18. Espectro de massa realizado no modo positivo para o ligante H,L? em solucdo de
acetonitrila/agua (1:1 v/v).
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A principal caracteristica observada no espectro € a pequena fragmentacao do ligante,
a qual permitiu identificar a espécie mais estdvel frente ao processo de ionizacdo. Como
representado na Figura 19, através da sobreposicao das distribui¢des isotopicas foi possivel
confirmar a existéncia de uma espécie monovalente, sendo a mesma correspondente ao ligante
protonado. A estrutura simulada via ESI - MS (+) (STROHALM, 2013) corrobora com as

técnicas espectroscopicas previamente discutidas.
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Figura 19. Perfil isotopico experimental (preto) e simulado (vermelho) para o ligante HoL2.
Erro calculado: 0,015%.
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5.2 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO

O complexo sintetizado neste trabalho foi caracterizado por espectroscopia no
infravermelho (FTIR - ATR), espectroscopia eletronica (UV - Vis - NIR), andlise elementar (C,
H e N), espectrometria de massa (ESI - MS (+)), titulacdo potenciométrica e difratometria de
raios X. Os principais valores obtidos dos espectros, bem como suas respectivas atribuigdes

podem ser encontrados juntamente com a metodologia de sintese.

5.2.1 Espectroscopia no Infravermelho (FTIR - ATR)

Com o intuito de obter informagdes qualitativas a respeito da formagao do complexo,
a espectroscopia na regido do infravermelho se demonstrou bastante itil como analise primaria.
Através da correlagdo entre os espectros do ligante livre com o do complexo, foi possivel
observar que apds a reacdo de complexagdo os sinais referentes a cada grupamento sofreram
um pequeno deslocamento para uma regido de menor energia, demonstrando que houve a
coordenagdo do ligante ao centro metélico.

O complexo sintetizado neste trabalho ¢ de natureza inédita. Logo, as bandas
apresentadas no espectro da Figura 20 foram devidamente atribuidas e os sinais referentes a

cada grupamento foram organizados na Tabela 7 (NAKAMOTO, 2008), (PAVIA et al., 2015).

Figura 20. Sobreposi¢do dos espectros na regido do infravermelho para o ligante H,L? e o
complexo La.HoL?.
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O ligante H,L? apresentou sinais na regio de 1591-1436 cm’' referentes aos
estiramentos C=N e C=C provenientes das ligagdes dos anéis aromaticos, sendo os mesmos
também observados para o complexo em regidoes de menor energia. O sinal obtido em 1230 cm’
! no espectro do ligante, corresponde ao estiramento C-O dos fenéis. Nota-se que o valor
apresentou um maior de nimero de onda quando comparado ao complexo, indicando a
coordenagdo dos oxigénios dos grupos fenélicos ao centro de La*". Por fim, foram detectados

modos vibracionais relativos ao estiramento do fon nitrato em 1302, 1383 e 1463 cm™!, sendo

esse proveniente do sal de partida utilizado na sintese.

Tabela 7. Atribui¢des e respectivos numeros de onda (cm') para as principais bandas
observadas no espectro do ligante HoL? e do complexo La.HL2.

Atribui¢io H:1.2 La.HzL?

v (C-Har), (C-Haiir) 3060-2820 3042-2757

v (C=N), (C=0) 1591-1436 1587-1432

|4 (N-Onitrato) - 1302, 1383, 1463
v (C-Ofen) 1230 1197

v (C-N) 1115 1110

0 (C-Har) 753 763

5.2.2 Espectroscopia Eletronica (UV - Vis - NIR)

Com a finalidade de obter informacdes a respeito da interacdo da radiacdo
eletromagnética com o complexo de estudo, medidas foram realizadas se utilizando das
energias provenientes da faixa do visivel, ultravioleta e infravermelho proximo. Os espectros
foram monitorados na regido de 800 nm - 240 nm em solugdes de acetonitrila/dgua (1:1 v/v)
como mostrados na Figura 21. Com relacao as propriedades eletronicas dos ions lantanideos, €
sabido que nem todos ddo origem a transi¢des f - £, incluindo obviamente as configuracgdes 1 e
/1 que sdo relativas as espécies La’" e Lu*" respectivamente. As transi¢des eletronicas entre
esses orbitais apesarem de serem proibidas pela regra de selecdo de Laporte, ganham
intensidade através de vibragcdes moleculares assimétricas que momentaneamente podem afetar
o centro de simetria (acoplamento vibronico), mesmo que os respectivos efeitos sejam ainda

mais fracos do que nos complexos de metais de transi¢do (COTTON, 2006).
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Figura 21. Espectro eletronico do complexo (6 x 10° mol L") em solugdo de acetonitrila/agua
(1:1 v/v). O inset apresenta o espectro eletronico do ligante nas mesmas condicoes.
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O espectro do complexo apresentou apenas bandas relativas a transi¢des eletronicas
do tipo n — 7* ou # — 7* oriundas dos grupos fenolicos e/ou piridinicos do ligante. Entretanto
quando comparado o complexo com o ligante, por se tratar de um complexo com uma
configura¢io f ’, nenhuma banda relativa a transi¢des f - f foi observada. Ainda, é possivel
observar um deslocamento batocromico dos maximos de absorcdo quando se compara o
espectro do ligante com o do complexo e um aumento da resolucdo entre as bandas centradas
em 292 e 315 nm para o complexo. Este aumento da resolugdo entre as bandas possivelmente
decorre de uma mistura de transi¢des do tipo n — 7* envolvendo pares de elétrons ndo ligantes
dos grupos fendlicos e/ou piridinicos que no ligante aparecem em energia muito proxima, sendo
observado um ombro no espectro do ligante para a banda em 282 nm. Porém, no complexo com
a interagdo entre os pares nao ligantes e o centro metalico, os pares de elétrons podem interagir
de maneira distinta devido a simetria do complexo, o que resulta em uma maior resolucao entre
as bandas. Os valores de comprimentos de onda méximo, bem como os valores dos coeficientes

de absor¢ao molar para o complexo e o ligante estdo expressos na Tabela 8.
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Tabela 8. Maximos de absor¢do e coeficientes de absor¢do molar para o complexo e o ligante
em solucao de acetonitrila/agua (1:1 v/v).

La.H2L.2 H1.2
JMax (nm) ¢ (L mol! cm™) AMix (nm) ¢ (L mol! cm™)
255 7965 230 6300
292 3572 282 7050
315 2551 - -

5.2.3 Espectrometria de Massa (ESI - MS (+))

Tendo em vista que a caracterizagdo de complexos que possuem terras raras em sua
estrutura ¢ complexa, a andalise de espectrometria de massa ¢ uma técnica importante para
auxiliar na determinag@o das espécies existentes em solugdo. Sabe-se que os ions lantanideos
sdo acidos duros e possuem maior afinidade por bases duras, podendo haver a migra¢do do
metal ligado ao sitio macio para o sitio duro do ligante ou até mesmo a formacao de espécies
binucleares. Logo, com o intuito de investigar as formagdes dessas possiveis espécies, a analise
do complexo foi conduzida em uma solugdo de acetonitrila/agua (1:1 v/v). O espectro medido
pode ser verificado na Figura 22, bem como os principais fragmentos observados apos a

ionizacao da amostra.

Figura 22. Espectro de massa realizado no modo positivo para o complexo La.H>L? em solucio
de acetonitrila/agua (1:1 v/v). Fragmentos observados: (a) m/z = 660,50 [C4HsoN702]", (b) m/z
= 859,39 [CsHssLaNgOs]", (c) m/z = 903,35 [CausHsoLaNsOs]" e (d) m/Zz = 922,35
[Ca0Ha9LaNoOg]".
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Na figura, € possivel observar a formagao de quatro espécies majoritarias, sendo eles
nomeados como (a), (b), (c¢) e (d). Os fragmentos estdo em concordancia com as possiveis
quebras do complexo, tendo como o ion molecular a espécie (a) a qual corresponde ao ligante
livre em solucdo somado a um préton, como ja discutido na se¢do 5.1.3. O fragmento (b) ¢
referente a espécie [CaoHasLaNsOs]", caracterizada como um complexo mononuclear de La
somado a um proton e um ion nitrato. Por fim, as espécies (¢) e (d) também apresentaram a
formagdo de um complexo mononuclear [Cs4sHsoLaNsO4]" e [C40Ha9LaNoOs]" respectivamente,
sendo (¢) uma espécie protonada somada a uma molécula de acetonitrila e duas de metanol
provenientes da sintese. No caso do fragmento (d), o sinal ¢ relativo ao complexo diprotonado
somado a dois ions nitrato, o qual corrobora com os valores obtidos pela técnica de analise
elementar (C, H e N).

As espécies descritas foram determinadas através de uma comparagao direta entre os
padroes de distribuigado isotopica, onde o espectro simulado para cada fragmento foi sobreposto
ao espectro obtido experimentalmente a fim de obter dados qualitativos a respeito dos ions
presentes em solucdo. Tais resultados dispostos nas Figuras 23 a 26 confirmam que em solucao
a espécie presente ¢ a do complexo na sua forma mononuclear e apesar de existir um fragmento

relativo ao ligante, nenhuma espécie correspondente a forma binuclear foi detectada.

Figura 23. Perfil isotopico experimental (preto) e simulado (vermelho) para o fragmento (a)
m/z = 660,50 [C40Hso0N702]". Erro calculado: 0,015%.
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Figura 24. Perfil isotopico experimental (preto) e simulado (vermelho) para o fragmento (b)

m/z = 859,39 [Cs0H43LaNsOs]". Erro calculado: 0,012%.
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Figura 25. Perfil isotopico experimental (preto) e simulado (vermelho) para o fragmento (c)
m/z = 903,35 [C44Hs9oLaNsO4]". Erro calculado: 0,006%.
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Figura 26. Perfil isotopico experimental (preto) e simulado (vermelho) para o fragmento (d)
m/z = 922,35 [C40H49LaNoOs]". Erro calculado: 0,009%.
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5.2.4 Difratometria de Raios X (XRD)

A determinacdo da estrutura cristalina por difracdo de raios X em monocristal ¢ uma
técnica de suma importancia que visa obter informagdes a respeito do ambiente de coordenagao,
como por exemplo a geometria do complexo, comprimentos e dngulos de ligacdes e parametros
conformacionais. Para que tal ferramenta seja aplicada com sucesso na caracterizagdo de
compostos, faz-se necessario obter uma amostra na forma de monocristais.

Tendo esses aspectos em vista, o complexo em estudo foi recristalizado na presenga
de uma solucdo de acetonitrila/acetona (1:1 v/v), onde apds a obtencdo de cristais incolores foi
realizada a analise de raios X. O complexo se cristalizou no sistema monoclinico no grupo
espacial P 21/c, possuindo quatro unidades assimétricas por cela unitaria. Os dados obtidos apds
o refinamento da estrutura pelo método dos minimos quadrados revelaram uma estrutura que
corresponde ao ORTEP da Figura 27 e os parametros cristalograficos da mesma estao
organizados na Tabela 9. Algumas distancias e angulos de ligagdo foram selecionadas a fim de

que possam ser comparados com os descritos na literatura, como mostrado na Tabela 10.
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Figura 27. ORTEP do complexo La.H,L?. Elipsoides com 70% de probabilidade.

Na Figura 27, é possivel observar uma estrutura mononuclear e monovalente com o
ion lantanio (3+) coordenado a dois nitrogénios piridinicos (N22 e N32), um nitrogénio
proveniente da amina terciaria (N1) e dois oxigénios (O1 e O5) pertencentes aos fenolatos
presentes no ligante. Para completar a esfera de coordenagdo, o metal ainda se encontra
coordenado a um oxigénio (O1W) advindo de uma molécula de agua e a um ion nitrato
coordenado de maneira monodentada pelo atomo de oxigénio (O71). Nota-se a presenca de
mais duas ligagdes ao centro lantanidico, oriundas de um grupo (-COQO") que por sua vez, ndo
foi detectado em nenhuma das técnicas listadas nas se¢des anteriores, levando a acreditar que a
coordenagdo ocorreu durante o processo de recristalizagao.

Alguns resultados obtidos foram uteis para formular uma proposta de tal insergao.
Tendo em vista que a sintese do complexo foi realizada em condigdes inertes e utilizando-se de
solvente desgaseificado, ¢ de se esperar que durante a recristalizagdo o complexo tenha retido
0 COz presente na atmosfera em sua estrutura. O mecanismo de inserc¢do ainda ¢ desconhecido,
mas possivelmente se deu primeiramente através da coordenagdo de maneira bidentada dos
oxigénios (061 e 062) provenientes do CO2 com posterior ataque nucleofilico realizado pela

amina secundaria (N63) sobre o carbono (C64), dando origem a um grupamento carbamato.
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Alguns trabalhos ja reportados refor¢am essa hipotese (FERNANDES et al., 2001),
(BAISCH et al., 2004), (LUO et al., 2009) e como forma de compreender melhor esse sistema,
outras tentativas de recristalizacdo foram realizadas em recipientes lacrados sob atmosfera
saturada de Ar e CO», no entanto, ndo foi possivel de se obter cristais para ambos 0s casos.
Como o sistema que continha excesso de CO; ndo formou nenhum cristal, entende-se que a
insercdo do mesmo se da de forma lenta e que a gaseificagao induzida impede a recristalizagao.
No caso do argonio, possivelmente o gas arrastou grande parte do CO» presente no meio,
impossibilitando a obtengdo de um cristal de carga neutra.

A estrutura também apresentou duas aminas protonadas (hidrogénios nao mostrados)
e uma desordem em um dos grupamentos piridinicos da molécula, estando este ndo coordenado
ao centro metalico, bem como a amina terciaria que sustenta esse substituinte, tais
caracteristicas podem ser explicadas pela preferéncia dos ions lantanideos por bases duras de
Pearson. Essa propriedade fica evidente quando se compara o numero de ligagdes realizadas

pelo metal em sitios que possuem diferentes basicidades, sendo para esse caso, seis ligagdes

provenientes de um sitio duro e apenas trés derivadas de um sitio macio.

Tabela 9. Dados cristalograficos selecionados para os complexos La.H,L? e La. HL!*.

La.H,L2 La. HL'*
Foérmula empirica Ca6HeaLaN10014,50 C38H40ClsLaN70105
Massa molar 1127,98 g.mol! 1114,38 g.mol!
Sistema cristalino Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P2i/c P-1

a=16,5675(14) A

a=9.8817(3) A

b=19,4782(15) A

b =14,9229(4) A

c=16,9471(14) A

¢ =34,1873(9) A

Dimensdes da cela o =90° o =87,4220(10)°
unitaria £ =110,717(2)° p=187,8130(10)°
y=90° y=71,724(2)°
Volume 51153(7) A’ 4780.7(2) A’
Z 4 4
Densidade 1,465 Mg/m’ 1,548 Mg/m’
Tamanho do cristal (260 x 0,240 x 0,040 mm’ 0,240 x 0,220 x 0,160 mm’
Reflexoes coletadas 62304 47252

Reflexdes 14885 [R(int) = 0,0717] 18635 [R(int) = 0,0543]
independentes
Método de Minimos-quadrados/Matriz Minimos-quadrados/Matriz
refinamento completa em F? completa em F?
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Goodness-of-fit em 1,021 1,043
2
F
Indices finais R 1> R1=0,0503, wR>=0,1030 R1=0,0512, wR,=0,1393
26(D]

* Adaptado de MUXEL et al., 2014.

Tabela 10. Comprimentos (A) e angulos (°) de ligacao selecionados para os complexos La.H,12
e La.HL'*.

Ligacao Comprimentos (A) / Angulos (°)
La.H>L? La.HL'*
La-Ofenolato 2,3 72(2) 2,374(3)
La-Ofenolato 2,405(3) 2,443(3)
La-Ocarbamato 2,549(3) -
La-Ocarbamato 2,565(3) -
La-Otua 2,606(2) ;
La—Onitrato 2,697(3) 2,685(3)
La-Npiriding 2.739(3) 2.788(4)
La'Npiridina 2,767(3) 2,809(4)
La-Namina 2,797(3) 2,784(4)
Ofenolato-La-Ofenolato 78,77(9) 75,96(11)
Ofenolato-La-Ocarbamato 76,33(9) -
Ofenolato-La-Ocarbamato 140,66(8) -
Ofenolato-La-Ocarbamato 127,48(9) -
Ofenolato-La-Ocarbamato 146,04(8) -
Ocarbamato-La-Ocarbamato 51 5 53 (8) -
Ofenolato'La‘Oégua 75,1 6(8) -
Ofenolato-La-Osgua 68,52(8) -
Ocarbamato‘La'Oégua 131,3 7(9) -
Ocarbamato'La'Oégua 133,1 7(9) -
Ofenolato-La-Onitrato 90,09(9) Nao reportado
Ofenolato-L.a-Ohnitrato 135,99(8) 132,67(11)
Ocarbamato-La-Ohitrato 74,07(9) -
Ocarbamato~La-Ohnitrato 71 ,80(9) -
Oégua'La-Onitrato 67,47(8) -
Ofenolato-L.a-Npiridina 82,55(9) 85,65(11)
Ofenolato-L.a-Npiridina 79,56(9) 76,13(11)
Ovcarbamato-La-Npiridina 67,45(9) -
Ocarbamato'La'Npiridina 82,97(9) -
O:gua-La-Npiridina 143,85(9) -
Onitrato-La-Npiridina 141,49(9) Nao reportado
Otenolato-La-Nipiriding 148,29(9) 158,48(12)
Ofenolato-L.a-Npiridina 87,06(9) 116,46(11)
Ovcarbamato-La-Npiridina 128,49(9) -
Ocarbamato'La'Npiridina 78,28(9) -
Oégua'La'Npiridina 73,27(8) -
Ocarbamato'La‘Npiridina 80,59(9)

Npiridina-La-Npiridina 122,81(9) 102,97(12)
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Ofenolato-L.a-Namina 137,81(9) 102,43(11)
Ofenolato-La-Namina 73,59(8) 72,1 9(1 1)
Ocarbamato-L.a-Namina 106,55 (8) -
Ocarbamato-L.a-Namina 72,49(9) -
Oégua‘La'Namina 121 ,04(8) -
Onitrato-La-Namina 131,74(9) Nao reportado
Npiridina'La'Namina 61 ,72(8) 60,5 8( 1 2)
Npiridina-La-Namina 61,14(8) 60,10(12)

* Adaptado de MUXEL et al., 2014.

O complexo em estudo apresentou distancias de ligagcdes semelhantes com o complexo
mononuclear de La*" reportado por Muxel e colaboradores (2014), um exemplo dessa
similaridade pode ser observado nas ligacdes La-Ofenolato, La-Onitrato, La-Npiridina € La-Namina, que
possuem uma diferenca média de 0,82%, 0,45%, 1,60% e 0,47% respectivamente em seus
valores de comprimento. Os dados relativos aos angulos de ligagdes também estdo em
concordancia o complexo de referéncia, apenas os valores correspondentes as ligagdes Ofenolato-
La-Npiridina, Ofenolato-La-Namina € Npiridina-La-Npiridina apresentaram uma leve diferenca, fator que
pode ser justificado pela diferenca do nimero de coordenacao para ambos os casos, bem como
as peculiaridades de cada sitio coordenante, como por exemplo, o nimero de ions nitratos
ligados ao metal e sua hapticidade (o complexo de Muxel apresentou dois nitratos com # = 2),
a presenga ou auséncia de uma molécula de agua e a inser¢ao de uma molécula de CO; na esfera

de coordenacgao.

5.2.5 Titula¢ao Potenciométrica

Os estudos de titulacdo potenciométrica se demonstraram tteis na identificagdo dos
equilibrios existentes em solugdo e consequentemente na obtencao dos valores de pKa de cada
espécie gerada. A Figura 28 apresenta a curva de titulacdo potenciométrica de 0,03 mmol do
complexo realizada em solug¢do de acetonitrila/dgua (1:1 v/v), a mesma apresentou uma regiao
tamponada compreendida entre pH 2,00 e 3,00 e trés regides de pKa que podem ser observados

mais precisamente no diagrama de distribui¢do de espécies na Figura 29.
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Figura 28. Curva de titulagdo potenciométrica de 0,03 mmol do complexo em solucdo de
acetonitrila/agua (1:1 v/v) com /= 0,1 mol L' (KCI) a 25 °C.
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Figura 29. Diagrama de distribuicao de espécies em funcao do pH pela dissociagdo de 0,03
mmol do complexo em solugio de acetonitrila/agua (1:1 v/v) com I = 0,1 mol L! (KCl) a 25
°C.
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Tais experimentos buscaram avaliar a presenca de moléculas de 4gua coordenadas ao
centro metalico quando o complexo se encontra em solugdo. Os dados obtidos estdo
sumarizados na tabela 11, onde os valores de pKa encontrados via potenciometria sao
apresentados.

A partir dos dados obtidos via titulagdo potenciométrica aliados aos estudos em
solucao via ESI - MS (+) (se¢des 5.3.1 e 5.3.2) e a trabalhos similares publicados na literatura
por CAMARGO et al., 2010, foi possivel aferir as espécies presentes. Diante disso, atribuiu-se
ao primeiro pKa a constante de desprotonagdo da amina terciaria, a qual possui um valor
proximo a 4,80. Neste pH ocorre uma provavel formacao de uma espécie binuclear ausente de
grupos hidréxidos [La(HL?)]>*. Em pH 6,10, observa-se um segundo pKa correspondente a
desprotonacao de uma molécula de 4gua coordenada ao centro metélico e consecutiva formagao
da espécie binuclear [Lax(HL?)(OH)]*". Por fim, o terceiro pKa faz referéncia a uma segunda

desprotonagio de uma molécula de 4gua originando a espécie [Lax(HL?)(OH)2]*".

Tabela 11. Valores de pKa potenciométricos encontrados para o complexo La.H,L?
Complexo pKai pKa: pKas

La.H.L? 4,80 6,10 7,40

Estudo visando os calculos das constantes de formagdo para cada espécie foram
realizados, mas sem éxito. O processo de refinamento das titulagdes apresentou um erro
elevado, dificultando dessa maneira a extracdo de qualquer dado com relacdo a espécies
binucleares presentes no sistema. Logo, o equilibrio proposto se baseia nos dados obtidos via
ESI - MS (+) e em trabalhos ja reportados pelo grupo (CAMARGO et al., 2010), (MUXEL et
al., 2014).

Na Figura 30, estdo apresentados os equilibrios quimicos propostos para o tratamento
dos dados experimentais da titulagdo potenciométrica, envolvendo a desprotonacdo do
complexo e as ionizagdes das moléculas de agua coordenadas aos centros metalicos (as n

moléculas de 4gua coordenadas foram omitidas para facilitar a visualiza¢ao).
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Figura 30. Esquema dos equilibrios presentes em solucdo para a titulagdo potenciométrica do
complexo La.H,L2.

[La(H, L) S [La(HL?)P* + H*
[La(HL?)]*" + La** =—= [La,(HL?)]*"

K
[La,(HL?)" + Hy0 =———2= [La,y(HL2)(OH)J*" + H'

[Lay(HL?)(OH)]*" + H,0 K. [Lay(HL?)(OH),]** + H*

Fonte: O autor.
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5.3 ESTUDOS DE REATIVIDADE

Nesta secao serdo apresentados resultados referentes aos testes cinéticos realizados
para o complexo lantanidico frente a hidrolise de ligagdes ésteres de fosfato. Como discutido,
sabe-se que as ligagdes P-O apresentam uma elevada estabilidade frente a mecanismos de
clivagem, logo o desenvolvimento de compostos capazes de hidrolisar com eficiéncia essas
ligagcdes ¢ de suma importancia. Tendo esses aspectos em vista, o complexo em estudo se
apresentou como um 6timo modelo funcional para desempenhar tal papel como descrito nos

topicos a seguir.

5.3.1 Reatividade Frente a Hidrolise 2,4-bdnpp

Testes foram realizados utilizando-se do 2,4-bdnpp como substrato modelo, que por
apresentar ligagdes fosfodiésteres em sua estrutura, simulam os grupos fosfato presentes no
DNA (BUNTON; FARBER, 1969). A reacdao de hidrdlise do substrato esta representada na
Figura 31, onde nota-se a liberagdo do monoéster 2,4-dnpp e do 2,4-dnp em solucdo, tendo a

taxa de liberagao desse ultimo monitorada em A =400 nm.

Figura 31. Reacdo de hidrolise do substrato modelo 2,4-bdnpp.

OoN NO O5N NO
2 (I)I 2 Hzo 2 9 . 2
/P\ /P\ . ~
) Cl) (0] O (l) @) (@)

N02 - N02 N02 - N02

Fonte: O autor.

5.3.1.1 Efeito do pH na Hidrdlise do 2,4-bdnpp

Primeiramente, foram realizados testes para avaliar a influéncia do pH na reagdo de
hidroélise do substrato 2,4-bdnpp visando obter um valor de pH onde a atividade atinge seu valor
maximo, para que através deste efeito, fosse possivel verificar quais espécies estdo envolvidas
no processo de clivagem e entdo discutir possiveis propostas mecanisticas para o sistema

estudado.
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Apoés o tratamento cinético pelo método das velocidades iniciais (Vo), foi possivel
obter um perfil de pH em funcao de Vo onde a atividade catalitica do complexo se demonstrou
fortemente influenciada pelo pH do meio reacional, apresentando um perfil em forma de sino
onde os valores maximos de atividade estdo compreendidos em uma pequena faixa de pH (6,00
a 7,00), ou seja, valores proximos da neutralidade.

Com relagdo a outros valores de pH, a atividade catalitica ¢ reduzida devido a
protonacao/desprotonagao das espécies geradas em solugdo, sendo as mesmas analisadas mais
precisamente quando se compara os dados cinéticos com o grafico da distribui¢ao de espécies
oriundos da titulagdo potenciométrica, como ilustra a Figura 32. Para as regides onde pH < 5,50,
nota-se a formagao das espécies protonadas (a) e (b) que devido ao meio acido nao apresentam
grupos hidréxidos coordenados ao metal, justificando a baixa atividade nessa regido. Observa-
se que na faixa de pH 6,00 - pH 7,00 o complexo possui maior atividade frente a hidrodlise do
substrato, sendo a espécie (¢) a cataliticamente ativa em solu¢do devido a uma provavel
desprotonacao de uma molécula de H>O e consecutiva formacgao do nucleéfilo (OH") a pH 6,50.
Por fim, na regido onde pH > 7,00 a espécie predominante ¢ a (d), tendo estd uma diminui¢ao
na atividade de clivagem do 2,4-bdnpp devido a uma elevacdo da concentracdo de cargas
negativas (OH") ao redor do centro metalico, dificultando a coordenagdo do substrato

(carregado negativamente) e impedindo sua respectiva hidroélise.
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Figura 32. (---) Dependéncia da velocidade inicial de hidrélise do 2,4-bdnpp (Vo) promovida
pelo complexo em diferentes valores de pH. Condigdes: [Complexo] =4,0 x 10° mol L, [2,4-
bdnpp] =2,0 x 10~ mol L™, [Tampdes] = 0,05 mol L' (/= 0,05 mol L"), acetonitrila/agua (1:1
v/v) a 25 °C. (—) Diagrama de distribui¢ao de espécies em fun¢do do pH pela dissociagao de
0,03 mmol do complexo em solugio de acetonitrila/agua (1:1 v/v) com /= 0,1 mol L' (KCl) a
25 °C. (a) = [La(H.LHJ**, (b) = [La(HL?)J]**, (¢) = [Lax(HL*)(OH)]*" e (d) =

[Lax(HL?)(OH),]**.
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O grafico da dependéncia da velocidade inicial de hidrolise do 2,4-bdnpp mostrado foi
ajustado utilizando da Equagdo 2 (KANTACHA et al., 2011), onde a mesma descreve uma
fun¢do constituida de duas variaveis que fazem referéncia aos valores de pKa cinéticos
encontrados para o complexo, sendo possivel comparar esses dados com os obtidos por titulagao
potenciométrica e consequentemente com outros trabalhos reportados na literatura. Tais valores

podem ser consultados na Tabela 12.

1+ 1)

(1+ %+ 1)

V=V0

(2)
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Tabela 12. Valores dos pKa potenciométricos e cinéticos obtidos para o complexo La.H,L? em
comparacgdo com os valores dos complexos mono e binucleares (La.HL' e La.HL!-Si)*.

Complexo Potenciométrico Cinético
pKai pKa: pKas pKai pKa:
La.HL'* 5,50 9,60 - 9,20 -
La.HL'-Si* n.d. 5,12 6,94
La.H,L2 4,80 6,10 7,40 5,20+0,10 7,80+0,82

* Adaptado de MUXEL et al., 2014, n.d. Nao determinado.

A Tabela 12 apresenta os valores dos pKa potenciométricos e cinéticos obtidos para o
complexo La.H>L? em comparagio com os valores dos complexos mono e binucleares (La.HL!
e La.HL! imobilizado em silica 3-aminopropil) como reportado por Muxel (MUXEL et al.,
2014).

Nota-se que os valores de pKa cinéticos obtidos apresentaram uma certa proximidade
com o sistema binuclear, sendo que ndo foi possivel realizar a titulagdo potenciométrica do
complexo imobilizado devido a sua baixa solubilidade.

E importante ressaltar que a inser¢io da N-metil-1,3-propanodiamina ao ligante
aldeido causou uma modifica¢do no perfil cinético para o complexo La.H,L?, resultando em
um maximo de atividade a pH 6,50 comparado ao complexo La.HL'-Si que apresentou um
perfil cinético similar com um maximo em pH 6,00, sendo ambos diferentes do sistema
mononuclear La.HL! que apresentou um maximo em pH 9,00 (MUXEL et al., 2014). Tais
dados foram uteis para a elaboracdo da hipdtese de que o complexo mononuclear sintetizado
neste trabalho da origem a uma espécie binuclear em solugao, que por sua vez, afeta diretamente
os valores dos pKa cinéticos.

Com o designio de confirmar a formacdo dessa espécie binuclear em solugdo, um
estudo variando a propor¢do metal/ligante foi realizado sob as mesmas condig¢des cinéticas no
pH 6timo a fim de se obter uma razao onde a atividade ¢ maxima. As propor¢des utilizadas
ficaram compreendias na faixa de 0,5 : 1,0 a 2,5 : 1,0, sendo o nimero de equivalentes de La*"
a variavel em cada ponto, como mostrado na Figura 33.

Nota-se que para a razdo igual a 1,0, o complexo apresentou um valor de Vo igual a
1,90 x 10° mol L' s! e a medida que o ntimero de equivalentes de La*" ¢ aumentado, a atividade
catalitica se demonstra mais eficiente. Observa-se que a atividade atinge um valor maximo
quando a razdo ¢ igual a 2,0 e a mesma permanece praticamente inalterada em razio 2,50,
supondo-se que adicdo de mais equivalentes de ions de lantdnio ndo exercem influéncia no

desempenho da espécie cataliticamente ativa em solugdo, que por sua vez, utilizando-se desses
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dados, ¢ possivel inferir que se trata de uma espécie binuclear que gerou um aumento de 15

vezes no valor de Vo quando comparado a proporg¢ao 1,0 : 1,0.

Figura 33. Dependéncia da propor¢do La*" / HoL? na velocidade de hidrdlise do substrato 2,4-
bdnpp a pH 6,50 em solugiio de acetonitrila/agua (1:1 v/v). Condigdes: [La**] = 5,60 x 10% a
2,80 x 10° mol L', [HoL?] = 1,12 x 107 mol L', [2,4-bdnpp] = 0,56 x 10 mol L'!, [Tampio
MES] = 0,05 mol L, 7= 0,05 mol L! (LiClO4), T = 25 °C.

4x10®
3x10™
_A
‘n
:f 2x107 -
=]
g
N’
>
1x10° 1
[]
0 -
T T T T T T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5
3+ 2
(La™/ H,L?

Com o objetivo de caracterizar esta espécie binuclear no sistema, uma cinética sob as
mesmas condigdes descritas foi acompanhada via ESI - MS (+) a fim de se obter mais
informacdes a respeito dessa espécie gerada. Para tal, apos a adigdo do substrato a solucao
contendo o catalisador, uma aliquota da mesma foi coletada com o auxilio de uma seringa e em
seguida ionizada, dando origem aos fragmentos mostrados na Figura 34. O espectro apresentou
um numero elevado de fragmentagdes, sendo possivel observar trés sinais de interesse: (a), (b)
e (¢), onde através de um padrao de distribuigdo isotdpica os fragmentos foram caracterizados
(Figura 35 a 37). O fragmento (a) faz referéncia ao ligante sem o grupamento amina somado a
uma molécula de 4gua, enquanto o fragmento (b) elucida a presenca de um complexo binuclear.
Nota-se que o fragmento (¢) ¢ compativel ao complexo binuclear associado ao substrato,
confirmando a hipétese da formagdo dessa espécie cataliticamente ativa em solugdo. E
importante ressaltar que nenhuma espécie mononuclear foi detectada, tendo em vista a auséncia

do pico em m/z = 922,35.
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Figura 34. Espectro de massa realizado no modo positivo para uma cinética a pH 6,50 em
solugio de acetonitrila/dgua (1:1 v/v). Fragmentos observados: (a) m/z = 590,38 [C36H40Ns503]",
(b) m/z = 1090,38 [C42Hs4LaxNoOs]" e (¢) m/z = 1520,20 [CsaHe1La2N13020P]".
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Figura 35. Perfil isotopico experimental (preto) e simulado (vermelho) para o fragmento (a)

m/z = 590,38 [C36H40Ns03]"
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Figura 36. Perfil isotopico experimental (preto) e simulado (vermelho) para o fragmento (b)
m/z = 1090,38 [C42Hs4La2NoOg]". Erro calculado: 0,015%.

Intensidade relativa (%)

Figura 37. Perfil isotopico experimental (preto) e simulado (vermelho) para o fragmento (c)
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5.3.1.2 Efeito da Concentragdo do Substrato na Hidrdlise do 2,4-bdnpp

A avaliacao do efeito da concentragdo do substrato 2,4-bdnpp sobre a velocidade de
hidro6lise promovida pelo complexo foi investigada em pH: 6,00, 6,50 ¢ 7,00, sendo que se
acredita que a espécie cataliticamente ativa se trata de um arranjo binuclear. A velocidade da
reacdo exibiu uma forte dependéncia com relagdo a concentracao do substrato e o método das
velocidades iniciais foi novamente empregado no tratamento dos dados. Apos a construgao de
um grafico ([2,4-bdnpp] versus Vo) foi possivel obter um perfil de saturacdo para cada pH,
sendo empregada a equacdo ndo linear de Michaelis-Menten para a obten¢do dos parametros
cinéticos. Os graficos da dependéncia da concentragao do substrato na velocidade da hidroélise,
bem como os parametros cinéticos para cada sistema estdo apresentados nas Figuras 38 a 40 e

na Tabela 13.

Figura 38. Dependéncia da concentragdo do substrato 2,4-bdnpp na velocidade da reagdo
catalisada pelo complexo a pH 6,00 em solu¢dao de acetonitrila/agua (1:1 v/v). Condigdes:
[Complexo] = 4,0 x 10 mol LI, [2,4-bdnpp] =4,0 x 10# a 3,0 x 10~ mol L™, [Tampao MES]
=0,05 mol L', 7=10,05 mol L'! (LiClO4), T = 25 °C.
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Figura 39. Dependéncia da concentragdo do substrato 2,4-bdnpp na velocidade da reagao
catalisada pelo complexo a pH 6,50 em solu¢do de acetonitrila/agua (1:1 v/v). Condigdes:
[Complexo] =4,0 x 107 mol L', [2,4-bdnpp] =4.,0 x 10# a 2,0 x 10~ mol L™, [Tampao MES]
=0,05mol L', 7=0,05 mol L' (LiClO4), T = 25 °C.
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Figura 40. Dependéncia da concentragdo do substrato 2,4-bdnpp na velocidade da reagdo
catalisada pelo complexo a pH 7,00 em solucdo de acetonitrila/dgua (1:1 v/v). Condicdes:
[Complexo] =4,0 x 10° mol L', [2,4-bdnpp] =4,0 x 10#a 2,0 x 10 mol L', [Tampao HEPES]
=0,05mol L', 7=0,05 mol L"! (LiClO4), T = 25 °C.
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Tabela 13. Parametros cinéticos obtidos da reagdo de hidrolise do 2,4-bdnpp catalisada pelo
complexo na faixa de pH 6,00 - 7,00 em solugdo de acetonitrila/agua (1:1 v/v) a 25 °C. Em
destaque estdo apresentados os parAmetros obtidos para os sistemas: La.HL!* La HL!-Si* e o
pH de atividade maxima para o La.H,L? respectivamente.

pH Vmix (mol L1 s7) K (mol L) keat (s1) @ E (mol'Ls) ®  Kas (mol!L)©
9,00% 3,03 x 107 5,53 x 1073 7,57 x 1073 1,37 180,83
6,00* 1,64 x 107 1,89 x 1073 8,20 x 1073 4,33 529,10
6,00  9,09+0,10 x 10®*  1,13+0,70 x 10 4,54%0,06 x 1073 4,001,00 884,95+337
6,50  1,10+£0,15x 107  5,95+0,30 x 10*  5,50+0,75 x 1073 9,24+0,76 1680,67+80
7,00  7,76+1,00 x 10 1,26+0,80 x 103 3,88+0,50 x 1073 3,08+0,95 793,65+308

@ kear = Vmax / [La.HoL?], © E = kear / K, © Kass = Ky * Adaptado de MUXEL et al., 2014.

Tendo como base os testes cinéticos realizados para o complexo La.H,L?2, é possivel
aferir que uma espécie binuclear ¢ gerada em solug¢do. Logo, supde-se que a concentragao inicial
do complexo na cubeta tém seu valor divido pela metade. A Tabela 13 mostra que no pH 6,50
o complexo possui uma eficiéncia catalitica muito superior aos demais, fator que pode ser
justificado por um baixo valor de Kv atrelado a um alto valor de kcat.

Nota-se que a afinidade do substrato pelo complexo decresce quase pela metade a pH
neutro em relagdo ao pH 6timo, apresentando o menor valor de Kass para a hidrolise do 2,4-
bdnpp e consequentemente a menor eficiéncia catalitica. Tal comportamento pode ser explicado
analisando o grafico da distribui¢ao de espécies, onde nota-se que a pH 7,00 a porcentagem da
espécie (c) decai para 64% enquanto que a espécie (d) dobra em relagao ao pH 6timo, deixando
o complexo com mais ions OH", dificultando a coordenacao do substrato ao centro metalico. O
complexo em pH 6,50 apresentou uma aceleragdo de 30.000 vezes em relagdo a reacdo nao
catalisada (knec = 1,80 x 107" s’!) sob as mesmas condi¢des experimentais.

O tratamento dos dados para o sistema em estudo demonstrou que o complexo La.H,L?
possui uma afinidade 3 vezes maior pelo substrato que o complexo imobilizado (MUXEL et
al., 2014), o que pode ser explicado por efeitos de segunda esfera de coordenagdo provenientes
das aminas terminais protonadas presentes em ambos os complexos. Sabe-se, que a elevagao
do pH o6timo pode estar relacionada com o papel das ligagdes de hidrogénio dos grupos amina
presentes, indicando que quando a segunda esfera de coordenagdo atua como receptora de
ligagdes de hidrogénio, os valores de pKa e pH 6timos sdo aumentados e quando atua como
doadora de ligagdes de hidrogénio os mesmos sao reduzidos (ZHAO et al., 2013).

Os dados obtidos a partir do pH 6,00 demonstraram que essas condigdes possuem o
segundo melhor pH de atividade, onde a eficiéncia catalitica ¢ reduzida pela metade em relagao
ao pH 6,50, mas ainda assim possui uma eficiéncia muito préxima ao complexo de referéncia.

Esta diminui¢do ¢ causada pela maior concentracdo da espécie (b) neste valor de pH, a qual se
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assemelha a porcentagem da espécie (¢). Portanto, o somatorio dos efeitos de segunda esfera de
coordenagdio mais efetivas do complexo La.H,L? implicaram na redugio do valor de K,
gerando um aumento na eficiéncia catalitica desse complexo em relacdo ao complexo
imobilizado em silica 3-aminopropil. Os valores obtidos para a espécie mononuclear La.HL!
foram inferiores aos das espécies binucleares, sendo que a sua eficiéncia catalitica ¢
aproximadamente 3 e 7 vezes menor que para os sistemas La.HL'-Si e La.H,L? respectivamente
(MUXEL et al., 2014).

Para assegurar que a espécie contendo o grupamento (-COQ") descrita na se¢do 5.2.4
ndo ¢ formada durante a reagdo, uma cinética sob as mesmas condi¢des experimentais foi
realizada no pH otimo utilizando-se de uma solugdo de tampao, complexo e substrato
previamente desgaseificados. A cada ponto cinético houve a purga de argdnio nas solucdes de
estoque e nas cubetas momentos antes de iniciar a varredura. O perfil de saturagdo e os dados
obtidos estdo apresentados na Figura 41 e Tabela 14, onde ¢ possivel observar que ndo houve
uma mudanca significativa entre os pardmetros cinéticos, tendo em vista que a variacdo se da
unicamente ao erro associado a medida. Os valores apresentados sugerem a presenca da mesma
espécie cataliticamente ativa para ambos os sistemas, a qual possui uma elevada eficiéncia

catalitica.

Figura 41. Dependéncia da concentragdo do substrato 2,4-bdnpp na velocidade da reacgao
catalisada pelo complexo a pH 6,50 em solucao desgaseificada de acetonitrila/agua (1:1 v/v).
Condigdes: [Complexo] = 4,0 x 10° mol L, [2,4-bdnpp] = 4,0 x 10% a 2,0 x 10 mol L,
[Tampao MES] = 0,05 mol L', 7=0,05 mol L' (LiClO4), T = 25 °C, sob atmosfera de argdnio.
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Tabela 14. Parametros cinéticos obtidos da reagdo de hidrolise do 2,4-bdnpp catalisada pelo
complexo a pH 6,50 em solucdao desgaseificada de acetonitrila/agua (1:1 v/v) a 25 °C sob
atmosfera de argbnio.
pH Vumi(mol L's?) Ky (mol L) Keat (1) @ E (mol'Ls) ® K, (mol'L)©
6,50 1,384+0,20 x 107 7,41+0,35 x 10*  6,90+1,00 x 1073 9,31+£0,87 1349,53+60,80
@ Foat = Vimax / [La.H2L?], ® E = keat / K, © Kass = K

Tendo em vista o possivel mecanismo de hidrolise do 2,4-bdnpp catalisado pelo
complexo lantanidico, um estudo do efeito de DO foi realizado a fim de averiguar a presenca
ou auséncia de transferéncia de protons na etapa determinante da reacgdo. E sabido que quando
a 1azao keayny/keayp) estiver entre 0,80 e 1,50 ¢ um forte indicio de que ndo hé a transferéncia de
prétons na etapa determinante, sugerindo um mecanismo que envolve um ataque intramolecular
(DEAL; HENGGE; BURSTYN, 1996). O valor encontrado para a razao kcamy/kcap) foi
aproximadamente 0,80, indicando que a hidrélise segue um mecanismo intramolecular, no qual
o atomo de fésforo do substrato sofre um ataque nucleofilico através de um ion hidroxido
gerado na esfera de coordenacao do complexo.

Um pré-requisito importante de um catalisador ¢ que apos reagir com uma molécula
do substrato, ocorra a liberacdo dos produtos e que consecutivamente a espécie ativa seja
regenerada, para que deste modo o processo catalitico possa ser reiniciado. Para verificar se o
complexo em estudo apresenta essa caracteristica, realizou-se um experimento onde a reagao
de hidroélise do 2,4-bdnpp foi acompanhada espectrofotometricamente via UV-Vis em 445 nm
por 3 horas a pH 6,50 e a temperatura ambiente. Com este estudo, observou-se que em um
periodo de 3 horas o complexo foi capaz de realizar proporcionalmente a hidrolise de 4

moléculas de substrato para cada molécula de catalisador inicialmente adicionado.

5.3.1.3 Efeito da Temperatura na Hidrolise do 2,4-bdnpp

Todos os testes descritos até o momento para a hidrolise do substrato 2,4-bdnpp foram
realizados a 25 °C, porém, importantes informagdes podem ser extraidas através de um estudo
variando a temperatura do meio, como por exemplo: Ea, AH?, AS” e AG”. Os testes tiveram
como intervalo de trabalho a faixa de temperatura de 20°C - 35°C e o valor de E. pode ser
calculado através da lineariza¢do da equagdo de Arrhenius (3), onde através de um grafico In
keat versus 1/T, foi possivel de se obter o parametro -Eo/R que corresponde ao coeficiente

angular. Na equagdo, o valor de & representa a constante de velocidade observada, A o fator de
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frequéncia das colisdes, E, a energia de ativagdo, R a constante dos gases ideais (8,314 J K'!

mol™!) e T a temperatura em Kelvin.

k :Ae(%ETa)

3)

Um tratamento similar pode ser conduzido se utilizando da equacdo de Eyring (4),
onde através de um grafico linear In (kea/T) versus 1/T é possivel calcular o parAmetro AH” por
intermédio do coeficiente angular e AS* a partir do correspondente coeficiente linear. Além
disso, a energia livre de ativagio 4G” pode ser obtida através da aplicacdo direta da relacdo
termodinamica: AG” = AH" - TAS?. Os dados apresentados na equagdo representam a constante

de Boltzmann (ks), constante de Planck (%), entalpia de ativagdo (4H7) e entropia de ativagdo

(4S7).

ky AS* AH*

Tyt R T RT

(4)

Diante desse contexto, a velocidade de hidrolise do substrato 2,4-bdnpp se demonstrou
totalmente dependente da temperatura do sistema, implicando diretamente nos valores de kcat
obtidos para cada ponto cinético, como observado na Figura 42 através as linearizacdes das
constantes de velocidade. Os pardmetros de ativacdo calculados para a reagdo estdo

sumarizados na Tabela 15.

Figura 42. Linearizagdo das constantes cataliticas obtidas em diferentes temperaturas para a
reagdo de hidrolise do 2,4-bdnpp promovida pelo complexo a pH 6,50 em meio
acetonitrila/agua (1:1 v/v). (A) equacio de Arrhenius e (B) equagdo de Eyring, R?= 0,96.
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Tabela 15. Parametros de ativagao para a hidrolise do 2,4-bdnpp catalisada pelo complexo a
pH 6,50.
Catalisador Ea (kJ mol))  AH? (kJ mol'))  -TAS? (kJ mol!)  AG? (kJ mol!) “
La.H,L? 58 56 -29,8° 86
H>O ¢ - 79 -34,4 113
(a) AG* = AH* - TAS?, (b) Valor a 25 °C, (c) (KIRBY; YOUNAS, 1970).

Através dos dados expostos na Tabela 15, nota-se que o complexo se apresenta como
um 6timo modelo funcional para atuar na hidrélise de ligagdes de ésteres de fosfato, possuindo
valores significativamente menores de AH# quando comparado a reagdo ndo catalisada (80 kJ
mol') e consequentemente um baixo valor de energia de ativacdo (58 kJ mol'). Essa
discrepancia é explicada pelas interacdes eletrostaticas e possiveis ligagdes de hidrogénio que
estabilizam o estado de transi¢do, mas também tornam o AS” menos favoravel, ja que uma maior

reorganizagao € necessaria ao redor do TS em cada ciclo catalitico.

5.3.2 Reatividade Frente a Hidrolise 2,4-dnpp

Um importante teste para a cinética de hidrélise do monoéster 2,4-dnpp ¢ o
acompanhamento da reagdo estequiométrica do complexo com o substrato 2,4-bdnpp por um
periodo de 24 horas a temperatura ambiente, visando obter o nimero de equivalentes de 2,4-
dnp liberados. Observou-se que durante esse tempo, dois equivalentes de 2,4-dinitrofenolato
foram liberados, indicando que o monoéster também ¢ hidrolisado durante a reacao.

Para averiguar tal comportamento, um acompanhamento cinético direto da hidrolise
do 2,4-dnpp foi realizado, o qual evidenciou um aumento da absorbancia na regido de 4 = 400
nm, demonstrando que o complexo também apresenta atividade de monoesterase (Figura 43).
Logo, o sistema contendo o monoéster foi estudado similarmente ao sistema que continha o

diéster.

Figura 43. Reacdo de hidrdlise do substrato modelo 2,4-dnpp.
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Fonte: O autor.
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5.3.2.1 Efeito do pH na Hidrolise do 2,4-dnpp

Para avaliar a influéncia do pH na hidrélise do monoéster 2,4-dnpp, testes foram
realizados adotando a mesma metodologia descrita para o diéster 2,4-bdnpp para a obtencao de
um pH de atividade méxima. Apos o tratamento dos dados pelo método das velocidades inicias,
foi possivel obter um perfil de pH onde a atividade catalitica do complexo se demonstrou
totalmente influenciavel a medida que o pH tinha seu valor modificado.

O perfil de pH apresentou um formato de sino similar com o reportado para 2,4-bdnpp,
sendo que os valores de atividade maxima se concentraram na mesma faixa de pH para ambos
0s casos, como mostra a Figura 44. Utilizando-se da Equagao 2, foi possivel calcular os valores
de pKa cinéticos para a reacdo de clivagem do monoéster, que por sua vez foram muito
proximos com os descritos para o diéster, como mostrado na Tabela 16. E importante ressaltar
que o complexo mononuclear relatado por Muxel e colaboradores apresentou uma baixa
eficiéncia como monoesterase, logo esse sistema nao foi estudado. O complexo binuclear
imobilizado em silica 3-aminopropil demonstrou um perfil de pH de aumento exponencial, nao
sendo possivel calcular os valores de pKa cinéticos para esse sistema (MUXEL et al., 2014).

A discussdo a respeito das espécies geradas em solucdo se dd da mesma maneira como
discorrida na se¢do 5.3.1, onde a protonacdo/desprotonacdo dos ions presentes no sistema
influenciaram na atividade do complexo frente a hidrdlise do 2,4-dnpp, sendo a espécie (¢) a

responsavel pela maior atividade de hidrolise, existente também em pH 6,50.
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Figura 44. (---) Dependéncia da velocidade inicial de hidroélise do 2,4-dnpp (Vo) promovida
pelo complexo em diferentes valores de pH. Condigdes: [Complexo] =4,0 x 10° mol L, [2,4-
dnpp] = 1,0 x 107 mol L', [Tampdes] = 0,05 mol L' (/= 0,05 mol L"), acetonitrila/agua (1:1
v/v) a 25 °C. (—) Diagrama de distribui¢ao de espécies em fungao do pH pela dissociagao de
0,03 mmol do complexo em solugio de acetonitrila/agua (1:1 v/v) com /= 0,1 mol L' (KCl) a
25 °C. (a) = [La(H.LHJ**, (b) = [La(HL?)J**, (¢) = [Lax(HL*)(OH)]*" e (d) =
[Lax(HL?)(OH),]**.
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A Figura 44 mostra que as curvas obtidas para a hidrolise do 2,4-bdnpp e 2,4dnpp
possuem uma certa similaridade e apresentam um pH 6timo em 6,50, tal fato leva a considerar
a hipotese do monoéster 2,4-dnpp estar ligado ao catalisador da mesma maneira que o diéster
2,4-bdnpp, mantendo a acidez de Lewis do centro metalico préxima para ambos os casos, a qual

pode ser observada nos valores dos pKa’s cinéticos.

Tabela 16. Valores de pKa’s cinéticos obtidos da hidrolise do 2,4-bdnpp e 2,4-dnpp.

La.H:L?
Substrato pKai pKa:
2,4-dnpp 5,20+0,30 7,50+0,10
2,4-bdnpp 5,20+0,10 7,80+0,82

Na Tabela 16, nota-se uma similaridade com os valores de pKa obtidos para ambos os
sistemas, indicando que além dos substratos se ligarem com a mesma hapticidade ao centro
metalico, a espécie ativa responsavel pela hidrolise de ambos ¢ a mesma. Tais dados foram tteis
para elaborar a hipotese de que o complexo mononuclear também origina uma espécie binuclear

no mecanismo de hidrolise do monoéster.



97

Com o intuito de confirmar a formagao dessa espécie binuclear em solugdo, um estudo
variando a propor¢ao metal/ligante também foi realizado sob as mesmas condigdes cinéticas no
pH 6timo a fim de se obter uma razao onde a atividade ¢ maxima. A metodologia utilizada foi
a mesma que a descrita para o diéster, onde nota-se que a atividade atinge um valor maximo
quando a razdo ¢ igual a 2,0 permanecendo invariavel apo6s a adigdo de mais equivalentes de
ions de lantanio, sendo possivel afirmar que essa razao facilita a formagdo de uma espécie

binuclear, como mostrada na Figura 45.

Figura 45. Dependéncia da proporgdo La*" / HoL? na velocidade de hidrdlise do substrato 2,4-
dnpp a pH 6,50 em solugdo de acetonitrila/dgua (1:1 v/v). Condi¢des: [La*"] = 2,00 x 107 a
1,00 x 10* mol L', [H2L?] = 4,00 x 10° mol L, [2,4-dnpp] = 1,00 x 10 mol L}, [Tampao
MES] = 0,05 mol L', 7= 0,05 mol L' (LiClO4), T =25 °C.
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A respeito da formacao dessa espécie, uma cinética foi acompanhada via ESI - MS (+)
visando confirmar a sua presenca em solucdo, como no caso apresentado para o diéster. Apos
a adicdo do substrato ao meio cinético, uma pequena aliquota foi retirada do sistema com o
auxilio de uma seringa e posteriormente adicionada ao espectrometro, gerando os fragmentos
observados na Figura 46. O espectro mostra trés fragmentos de interesse, sendo (a) o ligante
protonado livre em solugdo m/z = 660,50 [CsHsoN7O2]" (se¢do 5.1.3), (b) o complexo
binuclear com m/z = 1090,38 [C42Hs4La2NoOg]" relatado na cinética do diéster (se¢do 5.3.1) e
(¢) o complexo binuclear associado ao monoéster m/z = 1270,25 [CasHs7LaxN9O14P]",

caracterizado através da distribui¢do isotopica apresentada na Figura 47. Novamente, apesar de
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existir um fragmento referente ao ligante livre em solu¢do nenhuma espécie mononuclear foi

detectada.

Figura 46. Espectro de massa realizado no modo positivo para uma cinética a pH 6,50 em
solugio de acetonitrila/dgua (1:1 v/v). Fragmentos observados: (a) m/z = 660,50 [Cs0HsoN702]",
(b) m/z = 1090,38 [C42Hs4LasNoOs]" € (¢) m/z = 1270,25 [Ca6Hs7LarNoO14P]".
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Figura 47. Perfil isotopico experimental (preto) e simulado (vermelho) para o fragmento (c)
m/z = 1270,25 [Ca6Hs7La2NoO14P]". Erro calculado: 0,006%.
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5.3.2.2 Efeito da Concentragdo do Substrato na Hidrolise do 2,4-dnpp

A avaliagdo do efeito da concentracao do monoéster na velocidade de hidrolise do
mesmo foi monitorada nos valores de pH onde o complexo desempenhou uma maior atividade
frente a clivagem (pH: 6,00, 6,50 ¢ 7,00) com o objetivo de calcular os valores de Vmax € Km
para cada caso. A cinética se demonstrou fortemente influenciada pela concentragdao do
substrato, sendo que a mesma foi tratada pelo método das velocidades, a qual apresentou um
perfil de saturagcdo que foi posteriormente ajustado pela equacdo ndo linear de Michaelis-
Menten (Figura 48 a 50), obtendo-se os parametros cinéticos da Tabela 17. Novamente, a
espécie ativa em solucdo se trata de um complexo binuclear, sendo assim, os célculos seguiram

a mesma metodologia adotada para a reacdo de hidrolise do diéster.

Figura 48. Dependéncia da concentragdo do substrato 2,4-dnpp na velocidade da reagdo
catalisada pelo complexo a pH 6,00 em solucdo de acetonitrila/agua (1:1 v/v). Condigdes:
[Complexo] = 4,0 x 10° mol L, [2,4-dnpp] = 2,0 x 10*a 1,2 x 107 mol L}, [Tampdo MES]
=0,05mol L', 7=10,05 mol L"! (LiClO4), T = 25 °C.
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Figura 49. Dependéncia da concentragdo do substrato 2,4-dnpp na velocidade da reacgdo
catalisada pelo complexo a pH 6,50 em solugdao de acetonitrila/dgua (1:1 v/v). Condigdes:
[Complexo] = 4,0 x 10 mol L, [2,4-dnpp] = 2,0 x 10# a 1,2 x 10~ mol L}, [Tampao MES]
=0,05mol L', 7=0,05 mol L' (LiClO4), T = 25 °C.
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Figura 50. Dependéncia da concentragdo do substrato 2,4-dnpp na velocidade da reagdo
catalisada pelo complexo a pH 7,00 em solu¢do de acetonitrila/dgua (1:1 v/v). Condicdes:
[Complexo] =4,0 x 10° mol L', [2,4-dnpp] =2,0 x 10%a 1,2 x 103 mol L}, [Tampdo HEPES]
=0,05mol L', 7=10,05 mol L"! (LiClO4), T = 25 °C.
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Tabela 17. Parametros cinéticos obtidos da reagdo de hidrélise do 2,4-dnpp catalisada pelo
complexo na faixa de pH 6,00 - 7,00 em solugdo de acetonitrila/agua (1:1 v/v) a 25 °C. Em
destaque estdo apresentados os pardmetros obtidos para o sistema La.HL!-Si* e o pH de
atividade méaxima para o La.H,L? respectivamente.

pH  Vmsx(mol L's7) K (mol L) keat (s1) @ E (mol'L s ®  Kas(mol!L) ©
6,00* 1,25 x 108 4,08 x 10* 3,12 x 10 0,76 2451,00
6,00  8,42+0,70 x 10°® 5,63£0,40 x 10*  4,21+0,30 x 107 7,48+0,08 1776,20+137
6,50  1,12+0,007 x 107 4,92+0,014 x 10*  5,60+0,03x 10 11,38+0,03 2032,5245,84
7,00  7,15+0,30 x 10®°  6,68+1,00 x 10*  3,58+0,12 x 107 5,36+0,61 1497,00+225,54

@ kear = Vmax / [La.HoL?], © E = kear / K, © Kass = Ky * Adaptado de MUXEL et al., 2014.

Os parametros cinéticos demonstram uma maior eficiéncia catalitica no pH 6,50, sendo
a mesma 1.23 vezes maior que para o 2,4-bdnpp, fator que pode ser justificado pelo aumento
de 2 % no valor de kca € pela elevada afinidade do complexo ao monoéster (Kass=2032,52 mol
I'L), a qual reflete em um baixo valor de Ky. O complexo no pH 6timo apresentou uma
aceleracdo de 240 vezes em relagdo a reacdo ndo catalisada (knc = 2,33 x 107 s7') sob as mesmas
condi¢des experimentais, a qual se apresenta 125 vezes menor em relag@o a hidrdlise do diéster.
Nota-se que o complexo La.HL!-Si apresenta uma afinidade 1.20 vezes maior pelo monoéster
que o sistema contendo La.H,L?, sendo que o 2,4-dnpp se encontra ligado de maneira bidentada
para o primeiro caso e apesar dessa efetiva associa¢do, o complexo ndo apresenta uma elevada
eficiéncia catalitica.

E possivel observar que os dados calculados para os valores de pH 6,00 ¢ 7,00
(segundo e terceiro pH de maior atividade) apresentaram uma atividade de monoesterase muito
superior que a do complexo referéncia, demonstrando que o catalisador desenvolvido ¢ um
otimo modelo funcional para esse tipo de sistema.

Nota-se ainda que a afinidade do substrato pelo complexo La.H,L? decresce a pH
neutro, apresentando o menor valor de Kass para a hidrolise do 2,4-dnpp e a menor eficiéncia
catalitica devido a uma maior concentracdo da espécie (d) em solucdo. Faz-se necessario
ressaltar que a auto-hidrolise do monoéster 2,4-dnpp ¢ cerca de 130 vezes maior do que a
hidrdlise do diéster 2,4-bdnpp sob condi¢des experimentais semelhantes.

Uma cinética em condicdes inertes utilizando solventes desgaseificados também foi
realizada para a hidrolise do monoéster no pH 6timo. O objetivo deste estudo foi garantir que a
espécie gerada apods a inser¢do do CO» ndo ¢ formada durante a reagdo (se¢ao 5.2.4). O perfil
de saturacao e os dados obtidos estdo expostos na Figura 51 e Tabela 18, onde se nota que ndo

houve uma mudanga significativa entre os parametros cinéticos, considerando que a variagao
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observada se d4 unicamente ao erro da medida. Logo, os valores elucidam a presenga da mesma

espécie cataliticamente ativa para ambos 0s casos.

Figura 51. Dependéncia da concentragdo do substrato 2,4-dnpp na velocidade da reacgdo
catalisada pelo complexo a pH 6,50 em solucao desgaseificada de acetonitrila/agua (1:1 v/v).
Condigdes: [Complexo] = 4,0 x 107 mol L', [2,4-dnpp] = 2,0 x 10* a 1,2 x 10 mol L,
[Tampao MES] = 0,05 mol L', 7=0,05 mol L' (LiClO4), T = 25 °C, sob atmosfera de argdnio.
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Tabela 18. Parametros cinéticos obtidos da reagdo de hidrélise do 2,4-dnpp catalisada pelo
complexo a pH 6,50 em solu¢do desgaseificada de acetonitrila/agua (1:1 v/v) a 25 °C sob
atmosfera de argonio.
pH Vmix(molL's")  Km(mol L) Keat (1) @ E (mol'Ls")® K,s(mol'L)®©
6,50 1,01+037x 107 4914+040x 10* 5,05+1,00x 107 10,30+0,62 2036,65+508
@ keat = Vivax / [La.Ho2L2], ® B = keat / Kty © Kiass = K.

O estudo do efeito de deutério revelou um valor de kcayny/kearp) = 0,81. Quando a razdo
entre as constantes de velocidades de duas reagoes idénticas, realizadas em H>O e DO estiver
entre 0,80 ¢ 1,50 ¢ um indicativo que nao ha transferéncia de préton envolvida na etapa
determinante da reagdo, sugerindo um mecanismo que envolve um ataque nucleofilico
intramolecular (DEAL; HENGGE; BURSTYN, 1996). Logo, o 4&tomo de fosforo do monoéster
sofre um ataque nucleofilico através de um ion hidréxido gerado na esfera de coordenacdo do
complexo.

Sabe-se que o catalisador deve se regenerar ao final de cada ciclo catalitico e para
avaliar tal caracteristica, uma cinética foi realizada a fim de determinar o nimero de moléculas
de substrato hidrolisadas por molécula de complexo, ou seja, determinar o nimero de ciclos

cataliticos realizados pelo complexo (turnover). Com este estudo, observou-se que em um



103

periodo de 3 horas o complexo foi capaz de realizar proporcionalmente a hidrolise de 4

moléculas de substrato para cada molécula de catalisador inicialmente adicionado.

5.3.2.3 Efeito da Temperatura na Hidrdlise do 2,4-dnpp

A Tabela 19 apresenta a variacdo observada nos valores de kcat para a hidrolise do 2,4-
dnpp catalisada pelo complexo com variagdo na temperatura de 20 °C a 35 °C, a qual mostra

um aumento das constantes de hidrolise a medida que a temperatura sobe 5 °C.

Tabela 19. Efeito da temperatura sobre os valores de kca: para a hidrolise do 2,4-dnpp a pH
6,50. Condigdes: [Complexo] = 4,0 x 107 mol L', [2,4-dnpp] = 1,0 x 10~ mol L'}, [Tampdes]
=0,05 mol L' (/=0,05 mol L"), acetonitrila/agua (1:1 v/v) , T =20 °C a 35 °C.

Temperatura (°C) keat (s
20 3,86 x 1073
25 5,58 x 107
30 8,72 x 107
35 11,40 x 1073

Diante desse contexto, os parametros de ativacdo para a reagdo de hidrolise do
monoé¢ster a fosfato inorganico foram obtidos das equagdes de Eyring e Arrhenius como
descrito na secao 5.3.1.3. A Figura 52 apresenta as linearizagdes dos valores de kcar € 0s

parametros termodinamicos para a rea¢ao de hidrolise podem ser consultados na Tabela 20.

Figura 52. Linearizagdo das constantes cataliticas obtidas em diferentes temperaturas para a
reagdo de hidrolise do 2,4-dnpp promovida pelo complexo a pH 6,50 em meio acetonitrila/agua
(1:1 v/v). (A) equagdo de Arrhenius e (B) equacio de Eyring, R*-0,99.
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Tabela 20. ParAmetros de ativacao para a hidrélise do 2,4-dnpp em comparagao a hidrolise do
2,4-bdnpp catalisada pelo complexo a pH 6,50.
Substrato  Ea (kJ mol'')  AH? (kJ mol ) -TAS? (kJ mol')  AG” (kJ mol?) “
2,4-dnpp 55 53 -32,8° 85
2,4-bdnpp 58 56 29,8 86
(a) AG* = AH? - TAS?, (b) Valor a 25 °C.

Na Tabela 20, foi possivel verificar que os pardmetros termodinamicos referentes a
hidrolise do monoéster 2,4-dnpp possuem valores mais baixos quando comparados a hidrolise
do diéster 2,4-bdnpp, fator que justifica o comportamento desses dois sistemas frente ao
mecanismo de hidrolise, sendo que o complexo apresenta uma maior atividade de monoesterase
que diesterase.

Do ponto de vista termodindmico, os valores de energia de estabilizacdo se
apresentaram proximos para ambos os casos, mas uma diferenga de aproximadamente 3 kJ mol
' no valor de AH” contribui para que o monoéster seja hidrolisado mais facilmente,
conjuntamente com o valor de AS* que se apresentou mais negativo, o que deve resultar da
maior carga do 2,4-dnpp, que ao interagir com o complexo carregado positivamente resulta em
um TS com menor energia. No entanto, essas interagdes com substrato também levam a uma
mudanca significativa na entropia (isto ¢, ordem aprimorada durante a TS). Logo, ¢ possivel
concluir que o complexo sintetizado nesse trabalho se apresenta como um o6timo modelo
funcional para a hidrolise de ésteres de fosfato, tendo uma melhor performance frente a
clivagem do monoéster, fator que pode ser justificado pelos parametros termodinamicos e
cinéticos obtidos para cada sistema.

Com base nos resultados de reatividade descritos para a hidrolise do 2,4-bdnpp e 2,4-
dnpp em meio homogéneo, supde-se que o mecanismo de hidrélise acontega com o diéster 2,4-
bdnpp se ligando de maneira monodentada a um ion de La*", substituindo uma molécula de
agua coordenada. Este processo ¢ seguido por um ataque nucleofilico intramolecular do ion
hidroxido ao atomo de fosforo, onde a amina terminal protonada auxilia na estabilizacdo do
intermediario formado, resultando na quebra da ligagdo P-O e na liberagao do 2,4-
dinitrofenolato, seguido da coordenagdo do monoéster 2,4-dnpp de forma bidentada. A
hidrélise do 2,4-dnpp a fosfato inorganico ocorre por meio de um ataque intramolecular de um
segundo grupo hidréxido gerado na esfera de coordenagdo do complexo, como ilustrado na
Figura 53 (as n moléculas de 4gua coordenadas ndo sdo mostradas a fim de facilitar a

visualiza¢ao). Nesta etapa, a amina terminal também auxilia na estabilizacdo do intermediario
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pentacoordenado via ligagdes de hidrogénio e apos a liberagdo do fosfato inorganico, ocorre o

reestabelecimento da espécie ativa em solugao.

Figura 53. Mecanismo proposto para a hidrolise do 2,4-bdnpp.

5.3.3 Testes de Interacio do Complexo com o DNA via Titulacio

A espectroscopia eletronica aplicada a estudos que envolvem o DNA, ¢ um método
rapido e eficaz que permite obter informacdes de cunho quantitativo a respeito da interagdo de
pequenas moléculas com o 4cido nucleico, sendo que essas interacdes podem resultar em
fendmenos de deslocamento e/ou alteragao das bandas observadas ao longo do espectro. Para
tal, foram realizados estudos de interagao através do monitoramento das bandas referentes as
transi¢cdes n — 7* ou © — 7* oriundas dos anéis fendlicos e/ou piridinicos do ligante, como
mostra a Figura 54. O calculo da constante de ligacdo intrinseca (Kp) entre o complexo e o DNA
foi obtido como descrito na se¢ao 4.2.9, onde o valor mede a forca de ligagao entre o complexo
e 0 DNA, permitindo dessa maneira comparar os valores calculados com os ja reportados, como

exposto na Tabela 21.
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Figura 54. Titulagdo do complexo via espectroscopia eletronica a partir de adi¢des sucessivas

de CT-DNA. [Complexo] = 5,50 x 10 mol L', [DNA] = 6,35 x 10° mol L' a 6,24 x 10 mol

L' em pH 7,20. O inset apresenta a linearizacdo dos valores calculados a 255 nm para a

obtencdo do (Kb), R? = 0,84.
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Na Figura 54, ¢ possivel observar que a adicdo do DNA a solu¢do contendo o
complexo provocou hipocromismo nas bandas de transi¢do intraligante, sendo que nenhuma
alteragio pronunciada foi observada nos valores de Amix. E sabido que a presenca de
hipocromismo sem a ocorréncia do batocromismo € um indicativo de que ndo hé intercalacdo
no DNA e que a interacdo entre essas espécies se da puramente pelos sulcos do acido nucleico
(DARABI et al., 2013). Logo, o hipocromismo observado possivelmente se trata de interagdes
eletrostaticos e/ou ligagdes de hidrogénio com o DNA, de forma que ambas auxiliam na

estabilizacao da dupla fita.

Tabela 21. Constante de ligacdo intrinseca (Kp) obtida a partir da titulagdo com DNA-CT para
o complexo La.H>L? comparada a outros complexos lantanidicos.

Complexo K, (mol! L)
La.H:L? 1,71 x 10*
La.NOR* 0,13 x 10°
La.CDC? 7,62 x 10°

(a) (SHABAN et al., 2015), (b) (WANG et al., 2007).

A Tabela 21 mostra que o complexo possui uma interagdo 130 vezes mais forte que o

sistema apresentado por Shaban et al., 2015, sendo que ambos possuem uma intera¢ao similar
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ao DNA, ou seja, por via ndo intercalativa. O sistema reportado por Wang et al., 2007 se
demonstrou altamente eficiente, tendo em vista que a forga de ligacdo ¢ cerca de 446 vezes
maior que para o complexo sintetizado nesse trabalho, a qual pode ser justificada por interagdes
intercalativas. Estudos mais aprofundados da interagdo do complexo ao DNA, bem como a
clivagem estdo em andamento, pois embora o complexo se apresente como um 6timo modelo
funcional para atuar na hidrélise de ésteres de fosfato, permanece o questionamento sobre

propostas mecanisticas frente a clivagem do DNA.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi sintetizado um novo complexo de lantanio a partir do ligante HoL?,
0 qual possui um grupamento aminico responsavel por efeitos de segunda esfera de
coordenagdo. A formula minima encontrada através da analise elementar, bem como as bandas
na regido do infravermelho e os fragmentos gerados por ESI - MS (+) estdo de acordo com a
estrutura proposta. A estrutura cristalina obtida via difratometria de raios X evidenciou um
complexo mononuclear similar, diferenciando-se apenas pela inser¢do de uma molécula de CO>
ao centro metalico, a qual supde-se que ocorreu durante o processo de recristalizacao.

Estudos em solu¢do indicaram que o complexo inicialmente mononuclear d4 origem a
uma espécie binuclear durante a cinética de hidrodlise do 2,4-bdnpp e 2,4-dnpp. As cinéticas
realizadas sob condigdes inertes indicaram que a espécie contendo o grupamento (-COQO")
detectada via raios X ndo ¢ formada durante as reagdes de hidrélise. O complexo apresentou
um fator de aceleracdo de 30.000 vezes na hidrolise do diéster ¢ 240 vezes na hidrolise do
monoéster, demonstrando que o catalisador se apresenta como um 6timo modelo funcional para
atuar nesse tipo de sistema, sendo que a eficiéncia catalitica € 1.23 vezes maior na hidrélise do
monoéster quando comparada ao diéster. Os pardmetros termodinamicos calculados para cada
reacdo aliados as constantes cinéticas foram tteis na elaboracdo de uma proposta mecanistica
de atuacdo do complexo, onde uma espécie binuclear ¢ responsavel pela elevada atividade
hidrolitica somada a efeitos de segunda esfera de coordenacao provenientes da amina terminal.

Os testes de interagao do complexo ao DNA provocaram hipocromismo nas bandas de
transicdo intraligante com auséncia de batocromismo, indicando que o complexo ndo se
intercala a0 DNA, resultando em uma constante de ligagdo intrinseca na ordem de 10* mol ™! L.
Logo, a interacdo entre essas espécies se da puramente pelos sulcos do 4acido nucleico através
de ligagdes de hidrogénio e/ou interacdes eletrostaticas.

Como perspectiva futura, estudos mais aprofundados da interagdo do complexo ao
DNA, bem como sua clivagem devem ser investigados a fim de se obter mais informagdes
acerca da atuagdo deste complexo frente a mecanismos hidroliticos. Estudos em solugdo
monitorados via titulacdo potenciométrica, os quais visam obter valores relacionados a

constantes de formacao de cada espécie gerada in situ também devem ser realizados.
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Figura 55. Espectro de '"H NMR do ligante H,L' em CDCI3 a 200 MHz.
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