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RESUMO

Reacdes de dissociacdo bio-ortogonais mediadas por metais de transicdo sao de
elevada importancia na ativagcdo de compostos abibticos e biomoléculas dentro de
sistemas vivos, embora ainda existam desafios com relacdo a biocompatibilidade
destes metais. O atual trabalho tem por objetivo estudar as propriedades cataliticas
de um complexo de paladio em reacfes de dissociacao, utilizando-se um substrato
pro-fluoréforo a base de cumarina protegida com o grupo propargil, sob condi¢cées
biologicamente compativeis. As cinéticas das reacdes foram acompanhadas pela
técnica de espectroscopia no UV-vis. Observou-se que a concentracdo de ions
cloretos, presente no ambiente celular, afeta a velocidade da reacdo e que o
complexo de paladdio é desativado apds um ciclo reacional. Em condi¢ces
equimolares de reagentes e de baixa concentracdo de cloreto, simulando o meio
intracelular, foi possivel obter conversdes de até 100%. Embora apresente boa
biocompatibilidade, os dados indicam que este complexo de Pd ndo se adequa as
condigdes de bio-ortogonais para a reacédo de clivagem do grupo propargil.

Palavras-chave: Reacdes de clivagem. Paladio. Catalise. Bio-ortogonal.



ABSTRACT

Bio-orthogonal dissociation reactions mediated by transition metals are of high
importance in the activation of abiotic compounds and biomolecules within living
systems, although there are still challenges regarding the biocompatibility of these
metals. The current work aims to study the catalytic properties of a palladium
complex in dissociation reactions, using a profluorophore substrate based on
coumarin protected with the propargyl group, under biologically compatible
conditions. The reaction kinetics were followed using the UV-visible spectroscopy
technique. It was observed that the concentration of chloride ions, present in the
cellular environment, affects the reaction rate and the palladium complex suffer
inhibition after one reaction cycle. In equimolar reagents conditions and at low
chloride concentration, simulating the intracellular environment, it was possible to
obtain conversions of up to 100%. Although it presents good biocompatibility, the
data indicate that this Pd complex is not suitable for the conditions of bio-orthogonal
cleavage reaction of the propargyl group.

Keywords: Cleavage reactions. Palladium. Catalysis. Bioorthogonal.
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1 INTRODUCAO

A dificuldade de monitoramento da dinamica de biomoléculas e da entrega
mais eficiente de compostos abidticos em sistemas vivos, incentivou o
desenvolvimento de uma nova gama de técnicas, hoje pertencentes a uma subarea
da biologia quimica, a quimica bio-ortogonal. Atualmente, as principais aplicacées da
guimica bio-ortogonal concentram-se na ativacdo in vivo de pro-farmacos, pro-
fluoroforos e biomoléculas protegidas. A liberacdo da forma ativa destas moléculas,
no local de interesse e sob demanda, se da através de reacdes de clivagem com o
uso de um gatilho, por exemplo, pH, enzimas ou metais de transicao.

Pré-fluoréforos sdo usados para imageamento celular, e dentre os mais
utilizados encontram-se as N- e O-cumarinas protegidas no atomo de N ou O,
respectivamente. Através da estratégia de desprotecdo (reacdo de
dissociacao/clivagem) destes substratos por metais de transi¢do, in vivo, torna-se
possivel observar o local no ambiente celular onde acontece a liberacdo destas
sondas fluorescentes, ou seja, onde esta ocorrendo a reacdo, permitindo
compreender a dindmica do substrato no meio celular e, consequentemente, sua
aplicacdo na marcacao celular. Devido a suas propriedades Opticas, as cumarinas
também sdo 6timos modelos de substrato para o estudo preliminar de reacfes de
dissociacao bio-ortogonal, tanto in vitro quanto in vivo.

A reacao de clivagem promovidas por metais de transicdo tem se mostrado
uma estratégia muito eficiente na ativagéo de substratos abibticos e biomoléculas no
ambiente bioldgico, porém ainda com desafios em relagcdo a biocompatibilidade e
solubilidade dos seus componentes, que proceda de forma rapida e
quimioespecifica e sem afetar os processos bioquimicos ou induzir efeitos
citotoxicos.

Neste contexto, este trabalho busca compreender uma nova reacao bio-
ortogonal na ativacdo de pro-fluoroforos, a reacédo de desprotecdo do substrato O-
propargilcumarina, promovida pelo complexo de paladio PdAIllylCI(PPhz(4-AC-Ph)),
em um meio reacional que busca reproduzir as condi¢cdes biologicas intra e

extracelular.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A QUIMICA DO PALADIO

O Nobel em quimica de 2010 representou um grande marco para a quimica
sintética, neste evento os cientistas Richard F. Heck, Ei-ichi Negishi e Akira Suziki
foram laureados com o prémio pelas suas contribuigcdes revolucionarias no campo
de reacdes de acoplamento cruzado catalisadas por palddio, mudando
completamente a forma com a qual moléculas sdo idealizadas e construidas e
fornecendo métodos para a formacao de ligacbes do tipo C-C que até o momento
eram impossiveis.*

Tal descoberta inspirou o desenvolvimento de uma ampla gama de reacdes
de acoplamento cruzado como acoplamento carbono-heteroatomo, a-arilagdo e
acoplamento cruzado descarboxilativo. A importancia destas reacdes € tanta que até
nos dias de hoje muitos pesquisadores dedicam esforcos para estender, aplicar e
descobrir novas variantes delas, a um ritmo cada vez mais acelerado conforme

ilustrado na Figura 1.2

Figura 1. Crescimento no numero de publicacbes e patentes sobre reacbes de
acoplamento cruzado catalisadas por metais.

8000 -

2000 E Suzuki :
M Heck ‘
O

6000 - KunTad.a |
[JNegishi ‘

5000 - ISc?nogashlra
[ Stille
W Buchwald-Hartwig

4000 - :
[CJHiyama
W Alpha ketone arylation

3000 -

2000 -

1000 -

ol . Ml

Pre-1971 19711980 1981-19%0 1991-2000 2001-2010

Fonte: JOHANSSON SEECHURN, C. C. C. et al.? (2012)
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Os mecanismos aceitos para estas reacdes de acoplamento cruzado estéo
descritos no Esquema 1 e envolvem em ambos 0s casos uma etapa de adicéo
oxidativa, apoés isto os mecanismos diferem entre si. A primeira etapa da reacao de
Heck envolve a insercdo de uma olefina na espécie Pd-R seguida de uma pB-
eliminacao do fragmento R’ olefinado. Para a reacdo de Miyaura-Suzuki ocorre um
processo de transmetalacdo de um fragmento R a partir de um composto
organometalico MR para o centro de paladio, seguida de um processo de reducao
eliminativa para produzir o produto de acoplamento cruzado R-R’. Em todos os

casos o Pd° é regenerado permitindo um préximo ciclo catalitico.®

Esquema 1. Reacdes de acoplamento cruzado catalisadas por paladio e seus
mecanismos.
MIYAURA-SUZUKI AND

HECK REACTION NEGISHI REACTIONS
0
= ' Pe H RM + RX E- R-R'" + MX
=\ + RX +NEtg ——  + NEtHX base
R
R R and R" alkyl, vinyl, aryl
R': vinyl, aryl, benzyl X, Br Cl, CF480;, efc.
X: 1, Br, Cl, CF3S04 etc. M: BR, (Miyaura-Suzuki) or ZnX (Negishi)
Pd pre-catalyst
Pd pre-catalyst i
NEtzH*X" * R'X 0
N LoPd° LoPd .
- R-R' R'X
NEts oxidative
addition

oxidative
addition

reductive

L. X L elimination

N

0
Pd “pd’
L/ \H L/ \H:
R H
B-hydride /\_*< } !
R H r{eliminaﬁan H H L R L uR
> Pd Pd
H R L v R vy
Lo x Lo X
H \Pd/ R i \Pd/ transmetallation
R S migratory \/ .
insertion R
H i R “T‘ d H
L MX RM

Fonte: ASTRUC, D.3 (2011)

O palddio também possui propriedades cataliticas em reacdes de
dissociacao ou clivagem de ligages do tipo carbono-carbono, embora sejam pouco

conhecidas. Azhong Wang e Huanfeng Jiang demonstraram que ligacdes triplas
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internas podem ser clivadas na presenca de paladio para levar a formacdo de um

éster, conforme o Esquema 2.4

Esquema 2. Reacgéo de clivagem de ligagéao tripla catalisada por paladio.

R'-———R? + R30OH PA(OAC), O R'-COOR?® + R2-COOR®
—_— + > - -
ZnCI2'2H20

Fonte: WANG, A.; JIANG, H.* (2008)

Clivagem de ligagdes do tipo carbono-heteroatomo também ja foram
reportadas. A reacdo de Tsuji-Trost € um exemplo classico onde uma reacdo de
substituicdo entre um nucleofilo e um substrato contendo um grupo de saida em uma

posicao alilica, é catalisada por paladio, conforme ilustrado no Esquema 3.°

Esquema 3. Ciclo catalitico geral para a reacédo de Tsuji-Trost.
v Pdo(PR'3)2 N
b Pd-1 N

allyl allyl
dissociation association

PR'; R'3P_

R3PL .
Pd

¢

4 PR';
‘ d

QU Nu A OR

Pd-4 Pd-2

WU

nucleophilic oxidative
RO- attack addition

. R'3P\ PR'3
Nu Pd/ OR

Fonte: POHORILETS, I. et al.5 (2019)

A compatibilidade destas reac6es com meios aquosos possibilitou levar a
guimica de organometdlicos do frasco reacional para sistemas vivos, expandindo o
estudo da dinamica celular e aplicacées biomédicas, pela formacédo ou liberacdo de

espécies de interesse in vivo.®
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Toda esta versatilidade do paladdio deve-se as suas propriedades de
estrutura eletrénica, que assim como 0s outros elementos da familia do niquel,
apresentam geometria preferencialmente quadrado planar, onde o eixo z encontra-
se completamente desimpedido estericamente, um LUMO (dx2-y2) susceptivel a
entrada de elétrons e um HOMO (dxy) susceptivel a doacéo de elétrons, podendo
doar e receber densidade eletrnica, o que justifica a sua alta afinidade por grupos
ricos em elétrons. Além disso, a sua solubilidade e estado de oxidagdo podem ser

facilmente regulados apenas com a troca de ligantes.

2.2 QUIMICA BIO-ORTOGONAL

A quimica bio-ortogonal teve seu comec¢o no inicio dos anos 2000 com 0s
trabalhos de Carolyn R. Bertozzi, devido a necessidade de se preencher uma lacuna
existente dentro da area da bioquimica. Até o momento, encontravam-se grandes
dificuldades no monitoramento da dindmica espaco-temporal de biomoléculas alvo,
como glicanos, lipidios e metabdlitos, em células ou organismos modelo.’

O termo quimica bio-ortogonal refere-se a gama de reac¢des que podem
acontecer em ambientes biolégicos complexos de forma especificas, ou seja, nao
deve haver interferéncia nos processos bioguimicos, seus componentes devem ser
pequenos, para que a perturbacdo na biomolécula a ser alterada seja minima e
reagirem de forma rédpida, mesmo na presenca do grande numero de
funcionalidades necessérias para sustentar a vida.®

As primeiras aplicacfes envolveram a rotulagem de proteinas com a adicéo
de grupos marcadores fluorescentes, que permitiam as suas visualizagcdes em tempo
real em organismos vivos. A reacao dividia-se em duas etapas, a primeira etapa
envolve a modificagdo estrutural da proteina pela adicdo de um grupo funcional, que
nédo afete a bioatividade natural da proteina e, em uma segunda etapa, a reacéo bio-
ortogonal entre a proteina modificada e uma molécula contendo um marcador.

O Esquema 4 ilustra a reacdo de marcacdo, onde: o contorno sem uma
forma geométrica definida representa a delimitacdo do ambiente intracelular; Na* e
K* representam os cétions no interior da célula; o circulo com -SH, o circulo com -
OPO3?, uma ponte S-S e a fita com -NH3* e -COO" representam grupos organicos

presentes no ambiente celular; o retangulo vermelho representa o grupo funcional
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adicionado na proteina (Representada pelo circulo branco com o circulo preto
dentro) e o retangulo verde com um estrela amarela representa a molécula contendo

um marcador.®

Esquema 4. Esquema geral para uma reacdo de marcacao bio-ortogonal.

Fonte: CARELL, T.; VRABEL, M.X° (2016)

As principais metodologias para marcacdo de proteinas envolvem a reacao
de Staudinger, a qual produz grupos amidas a partir da reacéo entre grupos fosfina e
azida, e as reacdes de cicloadicao 1,3-dipolar entre azidas e ciclo-octinos, conforme

ilustrado no Esquema 5.

Esquema 5. Primeiras reacdes utilizadas no contexto da quimica bio-ortogonal.
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Fonte: LOZHKIN, B.; WARD, T. R.1! (2021)
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Embora seja mais recente, as reacdes de clivagem de ligacGes séo as que
concentram maiores interesses dentro da quimica bio-ortogonal, principalmente apos
ter sido demonstrado a capacidade de metais de transicdo em catalisarem estas
reacfes em meios biologicos. Este interesse surge principalmente na ativacdo de
pro-farmacos, cuja clivagem do grupo protetor por um catalisador pode liberar o
farmaco na sua forma ativa diretamente no seu alvo, conforme ilustrado no Esquema
6_12

Esquema 6. Reacdo de dissociacdo bio-ortogonal catalisada por metais para a
liberag&o de farmacos.

Dissociative Bioorthogonal Drug Release
masking moiety ]/'

Trigger -
* T» strong affinity
poor affinity \
prodrug drug

(inactive) (active)
released

drug target (i.e. protein)

Fonte: CHEN, Z. et al..*? (2020)

2.2.1 Catdlise bio-ortogonal mediada por metais de transi¢céo

Metais de transicdo tém-se apresentado uma forma versatil de se realizar
reacfes quimicas in vivo, através da catalise da reacdo de clivagem de ligacées. No
entanto, a implementacéo eficaz da catélise bio-ortogonal permanece desafiadora,
principalmente devido a biocompatibilidade dos metais, por procedimentos
complicados para a administracdo dos catalisadores ou por possuirem baixa taxa de
turnover. Esses complexos possuem varias aplicagcdes em ambiente celular, tanto
para a producdo, quanto para a liberacdo de fluoroforos, farmacos e
biomoléculas.'t13

O Esquema 7 apresenta as principais reac¢des bio-ortogonais mediadas por
metais de transicdo, para a obtencdo de produtos de desprotecdo e sintese de

substratos.
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Esquema 7. Representacdo de reacOes que envolvem catalise bio-ortogonal
mediada por metais para reacgdes de (a) dissociagéo e (b) associacéo.
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Fonte: LOZHKIN, B.; WARD, T. R.* (2021)

A catalise bio-ortogonal ndo se restringe apenas a reacfes de producéo ou
liberacdo de farmacos ou fluoroforos. Lu Liu (2021) e colaboradores reportaram o
emprego da catalise bio-ortogonal para a otimizacdo dos processos de troca de
surfactante durante o estudo de proteinas membranares. O grupo protetor quando
clivado, acarreta na quebra da estrutura com a separacdo das partes hidrofébica e

hidrofilica, levando a eliminacdo gradual destas estruturas da micela, conforme

ilustrado no Esquema 8.4
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Esquema 8. Representacdo da reacdo de catalise bio-ortogonal no estudo de
proteinas membranares.
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Diferentes propriedades dos metais de transicdo, como numero de elétrons
na camada de valéncia e estado de oxidacéao, influenciam diretamente na forca de
ligacdo entre metal e ligantes nos catalisadores metdlicos, consequentemente,
afetando a interacdo com o substrato, 0s mecanismos de reacao e suas atividades
cataliticas. Portanto, o desenvolvimento de novos catalisadores metéalicos bio-
ortogonais devem levar em consideracéo todos esses fatores.'®

Estudar catalise metalica em sistemas vivos é significativamente mais
desafiador do que em solugcdo. Ambientes vivos sdo heterogéneos,
consequentemente o0 comportamento dos catalisadores nas células pode variar
dependendo de diversos de fatores: como o pH local, a presenca de nucledfilos ou
ainda em decorréncia da viscosidade do meio. Assim, quaisquer propriedades
cataliticas avaliadas em frascos reacionais podem ndo ser necessariamente as
mesmas no interior de células vivas.'®

Embora diversos trabalhos vém mostrando o potencial da quimica
organometalica mediando reacfes bio-ortogonais de desprotecdo em sistemas
biolégicos, diversos desafios ainda sdo encontrados. Destacam-se, por exemplo:
problemas de solubilidade, as moléculas protegidas precisam ser soliveis em meio
aguoso, o0s catalisadores precisam ser sollveis em agua e dependendo da

aplicagcdo, permeéaveis a membrana celular, os catalisadores precisam ser estaveis
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em meio biologico, a reacdo precisa ser rapida e o fato de que, atualmente, altas
doses de metal sdo exigidas, devido a baixa taxa de turnover, o que limita a

aplicacéo em certas condigoes.!’

2.2.2 Reacdes de dissociacédo bio-ortogonais mediadas por paladio

Dentre os metais de transicdo utilizados nas reacdes de catalise bio-
ortogonal, o paladio € um dos metais mais amplamente empregado. Particularmente
devido a sua versatilidade, promovendo reacdes dissociativas e associativas, e alta
atividade catalitica.

As reacOes de dissociagcdo envolvem a clivagem de grupos ricos em
elétrons, como aminas, éteres e carbamatos propargilicos ou alilicos. A bio-
ortogonalidade do grupo carbamato propargilico ainda € um ponto de discussao,
uma vez que estes podem ser clivados in vivo por enzimas digestivas. O Esquema 9
apresenta alguns exemplos de reacfes de clivagem (dissociagdo) promovidas por

metais de transicdo..'®°

Esquema 9. Exemplos de reacdes de clivagem promovidas por metais de transicao.
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Fonte: CHANG, T.-C. et al.?° (2021)
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Como supracitado, o paladio é capaz de realizar essas reagfes que
envolvem a clivagem da ligacdo C-O, C-N com 0S grupos protetores que possuem
triplas e duplas ligacbes, como por exemplo, os grupos propargil e alil. Isto pode ser
explicado devido a alta afinidade do paladio por estes grupos funcionais ricos em
elétrons.

As reacdes de desalilacdo e despropargilacdo podem ser classificadas
mecanisticamente, de acordo com o caminho que seguem apés a associacdo do
substrato com o catalisador, podendo ser um caminho por adicdo oxidativa com
Pd(0) e o outro com uma etapa de hidratagédo com Pd(ll).

A coordenacao do substrato com o metal na primeira etapa esta diretamente
associada a natureza estrutural do catalisador (ligante mais metal) e desempenha
um papel importante na modulacdo do grau de associagcado/dissociacdo de
substratos, produtos e interferentes, influenciando o rendimento e a bio-
ortogonalidade da reacdo. Além disso, os ligantes podem modular a solubilidade, a
absorcéao celular e o direcionamento dos catalisadores metalicos.

Para os mecanismos de despropargilacdo e desalilacdo com Pd(0), ambos
envolvem uma adicao oxidativa seguida de um ataque nucleofilico por uma agua e
posterior reacdo de eliminacdo redutiva, para liberar o produto e regenerar o
catalisador metalico. Por outro lado, as reac6es promovidas por Pd(Il) envolvem,
apos a etapa de complexacdo, uma reacao de ataque nucleofilico pela agua para
liberacao do produto na reacdo de desalilacdo, ou um ataque da agua seguido de
uma B-eliminagdo para formacdo do produto, no caso da reacdo de
despropargilacdo. Durante a despropargilacdo, a desativacdo do catalisador pode
ser causada pela inibicdo devido a producdo do 3-hidroxipropanal, um subproduto

de suposta elevada afinidade com o metal, conforme mostrado no Esquema 10.
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Esquema 10. Mecanismos propostos para as reacdes de desalilacdo e
despropargilacdo, em agua, mediadas por (a) Pd(0) e (b) Pd(ll).
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Fonte: LATOCHESKI, E. et al.’® (2020)

O esforco no desenvolvimento mais eficazes para essas reacbes tem
aumentado nos ultimos anos. Miguel Martinez-Calvo e colaboradores, por exemplo,
demonstraram que a manipulagdo dos ligantes pode modular propriedades como
solubilidade, estabilidade, reatividade e, eventualmente, favorecer o transporte
celular e o direcionamento intracelular.’

Neste estudo, eles utilizaram uma sonda fluorescente para realizar o
monitoramento da reacdo e observam que o emprego de ligantes fosfinas permite
uma boa promocao das reacOes de clivagem em meio celulares, de grupos propargil
e alil-carbamato. O Esquema 11 apresenta o estudo da atividade catalitica de

complexos de paladio com os diferentes ligantes testados.
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Esquema 11. Representacdo das reacdes de despropargilagdo em condi¢oes
biologicamente compativeis, com diferentes complexos de paladio.
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Fonte: MARTINEZ-CALVO, M. et al.}” (2018)

Observou-se que os complexos Pd6, Pd7 e Pd9 foram capazes de promover
a reacdo de despropargilacdo em lisados de células HeLa. Embora os rendimentos
tenham sido baixos, seu desempenho € melhor que o das outras fontes de paladio
(Pd1-Pd5). Embora um ligante de fosfina ndo seja o melhor do ponto de vista da
reatividade, os complexos de paladio correspondentes sdo mais estaveis e podem
resistir melhor a meios hostis inerentes ao sistema celular.*’

Neste mesmo artigo, os autores realizaram, através de co-localizagdo de
imagens de microscopia de fluorescéncia, em células Hela, o monitoramento do
complexo PdL9 e do fluoroforo derivado da rodamina. (Esquema 12). Através da
técnica de espectroscopia de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),
conseguiram determinar a quantidade de paladdio presente no citosol e na
mitocondria, mostrando que as modificacbes com ligantes fosfinas ajudaram no

direcionamento do complexo, quando comparado aos ligantes sem fosfinas.
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Esquema 12. Representacdo da reacdo de desprotecdo e co-localizacdo do

complexo Pd9 em células HelLa.
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Sendo assim, nota-se que ainda ha uma grande necessidade de racionalizar

a estrutura de novos catalisadores de paladio, e o entendimento daqueles ja

existentes, para tais reacfes de dissociacdo bio-ortogonais. Uma estratégia

normalmente negligenciada, como o estudo do efeito da mudanca estrutural do

catalisador nas interacfes catalisador-substrato e catalisador-produto, além de como

essas interagdes podem afetar o mecanismo e a velocidade da reagao, apresentam

uma lacuna cientifica para a compreensao e melhoria das propriedades fisico-

guimicas destes catalisadores.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem por objetivo realizar o estudo cinético para determinar-se a
viabilidade de aplicacdo de um catalisador de paladio contendo um ligando fosfina
em reacOes de dissociacdo bio-ortogonais, ou seja, em meios reacionais que
buscam mimetizar as condi¢cbes bioldgicas de temperatura, pH e concentracao de
cloreto, utilizando-se a O-propargil-4-metilumbeliferona como substrato.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese do substrato O-propargil-4-metilumbeliferona;

e Sintese do complexo de paladio com o ligante fosfina e alil;

e Caracterizacdo do substrato e do catalisador por técnicas de
infravermelho e ressonancia magnética nuclear;

e Construir a curva de calibragdo em tampéao fosfato e PBS;

e Realizar a cinética de despropargilagdo com variacdo da concentracéo
de catalisador;

¢ Realizar a cinética de despropargilacdo com a variagdo de concentracao
do substrato;

e Determinar as conversdes, constantes de velocidade, velocidade inicial,
ordem de reacdo, TON e TOF90;

e Realizar testes de envenenamento do catalisador;

e Determinar energia de ativagéo e fator pré-exponencial
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 SEGURANCA NO LABORATORIO E DESCARTE DE RESIDUOS

Todas as reacbes, procedimentos e descarte de residuos quimicos
realizadas no Laboratério de Catélise Biomimética estavam de acordo com as
normas estabelecidas pelo manual de regras bésicas de seguranca para laboratérios
de quimica.???3

Todos os procedimentos realizados fizeram emprego de equipamentos de
protecao individual tais como jaleco, luva e 6culos de protecdo além de vestimenta
adequada. Reagentes e solventes com certo grau de periculosidade foram
manuseados na capela sob supervisao.

Quanto aos residuos, os solventes foram separados em halogenados,
organicos e aquosos, onde 0s aquosos tiveram seu pH corrigido para o devido
descarte. Residuos sélidos foram separados conforme sua composicdo e
periculosidade os quais foram destinados & empresa contratada pela UFSC
(PROACTIVA MEIO AMBIENTE BRASIL LTDA) para o devido tratamento.?*

Durante toda a permanéncia no laboratério, foi seguido o guia de
biosseguranca estabelecido pela portaria normativa N°339/2021/GR, de 17 de junho
de 2021, cujos principais pontos sdo o emprego de mascara, respeitar e manter a
distancia segura de dois metros entre pessoas e a higienizacdo das maos e do local

de trabalho com &lcool etilico 70%.%°

4.2 MATERIAIS

Todos os reagentes e materiais utilizados durante as etapas de sintese e
cinéticas possuem qualidade p.a. e foram obtidos comercialmente. Os solventes
foram purificados por destilacdo e armazenados em peneira molecular de 4 A e a
agua ultrapura obtida a partir do sistema de purificacdo TKA Smart2Pure.

A purificagdo dos compostos sintetizados foi realizada empregando-se
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando-se como eluente diferentes
composicdes de hexano e acetato de etila e 0 complexo sintetizado e as solu¢des de

trabalho mantidas sob atmosfera inerte de gés nitrogénio e em baixa temperatura.
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4.3 METODOS

4.3.1 Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (NMR) foram obtidos na
central de analises da UFSC no equipamento BRUKER 200MHz, que possui
frequéncia de 200 MHz para espectros de *H e 50 MHz para espectros de 3C. Os
dados foram obtidos em cloroformio deuterado e sdo descritos conforme seu

deslocamento quimico (3) e sua multiplicidade.

4.3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) foram
obtidos também pela central de analises da UFSC no equipamento AGILENT
TECHNOLOGIES — Cary 660 FTIR, empregando-se pastilha de KBr. Os dados
foram obtidos num intervalo de 4000 a 400 cm™ e as bandas sé&o identificadas em

estiramento (v) ou em deformagdes (9).

4.3.3 Espectroscopia no UV-Vis

Os espectros de absorcao e cinéticas de despropargilacdo foram realizadas
empregando-se o0 espectrofotdmetro SpectraMax Plus 384 Microplate Reader, em
microplacas de polipropileno contendo noventa e seis pogos. A coleta de dados foi
realizada em dois tampdes com diferentes concentragdes de cloreto, com pH

ajustado para 7,4 e na temperatura de 37 °C.
4.4 PREPARACAO DOS TAMPOES
Visando mimetizar os meios extracelular e intracelular, cuja principal

diferenca estad nas concentracOes de ions cloreto, aproximadamente 140 mM e 15

mM respectivamente, dois tampdes foram preparados.?®
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O tampao PBS (Phosphate buffered saline) simula o meio extracelular, ele
foi adquirido comercialmente na forma de pastilhas. Para o preparo da solucdo, uma
pastilha foi dissolvida em 200 mL de agua ultrapura fornecendo uma concentragcéo
de 10 mM de hidrogenofosfato dissddico, 2,7 mM de cloreto de potassio e 137 mM
de cloreto de sédio. A solugdo permaneceu por dez minutos em banho de ultrassom
para a remocdao de todo dioxido de carbono possivelmente dissolvido e por fim o pH
foi ajustado para 7,4.

Outro tampéo fosfato foi preparado para simular o meio intracelular, nele foi
utilizado fosfato de so6dio monobasico a uma concentracdo de 10 mM, cloreto de
sbédio a uma concentracdo de 15 mM e perclorato de sédio a uma concentracdo de
125 mM de modo a deixar ambos os tampdes com a mesma forca idnica. Optou-se
pelo perclorato de sodio devido a sua baixa reatividade com paladio. A solugéo foi

deixada em banho de ultrassom por dez minutos e teve seu pH ajustado para 7,4.

4.5 SINTESE DO PRO-FLUOROFORO

Cumarinas sédo importantes por suas propriedades Opticas, sendo possivel
acompanha-las tanto por técnicas de absor¢cado quanto de emisséao, por este motivo o
substrato foi preparado a partir da reacdo de propargilagdo da 7-hidroxi-4-
metilcumarina conforme um procedimento adaptado ao reportado na literatura.?”?8

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL previamente seco e contendo
uma barra de agitacdo, adicionou-se 2,84 mmol da 7-hidroxi-4-metilcumarina
juntamente com 16 equivalentes de carbonato de potassio e 35 mL de acetonitrila,
ap6s homogeneizar foi adicionado lentamente 3,00 mmol de brometo de propargila e
a solucdo agitada por 12 horas a 60 °C sob atmosfera inerte de gas nitrogénio,

conforme ilustrado no Esquema 13.

Esquema 13. Sintese da Prop-Cumarina.
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Fonte: Do autor. (2022)
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Ao final, o excesso de acetonitrila foi evaporada sob presséo reduzida e em
seguida adicionados 50 mL de diclorometano. A solucéo resultante foi lavada com
agua deionizada (2x20 mL), com solucao de hidréxido de aménio (1x10 mL) e por
fim com solucéo salina saturada (1x10 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
sodio, filtrada e concentrada a vacuo. O produto foi lavado com hexano para a

remocao de impurezas.
4.6 SINTESE DO COMPLEXO DE PALADIO

O complexo PdAllylICI(PPh2(4-AC-Ph)) foi preparado adaptando
procedimentos descritos na literatura, a partir do dimero Pd2Allyl2Cl2 e a respectiva

fosfina, conforme ilustrado no Esquema 14.%7

Esquema 14. Sintese do complexo PdAIllylCI(PPh2(4-AC-Ph)).
AR O
 Pd OH Ph
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Fonte: Do autor. (2022)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL previamente seco e contendo uma
barra de agitacdo magnética, adicionou-se 0,2 mmol do dimero Pd:Allyl.Cl. e 0,4
mmol da fosfina. O baldo foi vedado com um septo de borracha, evacuado sob
pressdo reduzida e carregado com gas nitrogénio. Apés isto, adicionou-se 10 mL de
THF e a reacao foi agitada durante quatro horas a temperatura ambiente. A reacao
foi concentrada sob vacuo e purificada por cromatografia em coluna utilizando como
eluente uma solucdo de 50% acetato de etila em hexano. O produto obtido foi

armazenado em atmosfera inerte a -25 °C.

OH
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4.7 CURVA DE CALIBRACAO DA O-CUMARINA

Para a curva de calibracdo, preparou-se um total de sete solucdes da
cumarina desprotegia com concentragdes de 0, 20, 40, 60, 80, 100 e 120 uM, nas
condicbes de pH 7,4, 37 °C e 5% de dimetilsulfoxido (DMSO), em ambos os
tamp0des. Realizou-se a varredura espectral de 270 nm a 500 nm e todos 0s pontos
foram feitos em triplicata.

Realizou-se também a varredura espectral para uma solucdo de 100 uM da
prop-cumarina nas mesmas condi¢cdes anteriores, para determinar-se o comprimento

de onda de trabalho.

4.8 CINETICA DE DESPROPARGILACAO COM VARIACAO DA CONCENTRACAO
DE CATALISADOR

As cinéticas foram realizadas para quatro concentracdes de catalisador tanto
no tampao PBS quanto no tampao fosfato. A concentracdo de substrato foi mantida
fixa em 100 uM enquanto o catalisador variou entre 10, 50, 70 e 100 uM. O volume
final foi mantido em 300 uL com 5% de DMSO, pH 7,4 e temperatura de 37 °C e

todos os pontos foram feitos em triplicata. Acompanhou-se as cinéticas em 364 nm.

4.9 CINETICA DE DESPROPARGILACAO COM VARIACAO DA CONCENTRACAO
DE SUBSTRATO

As cinéticas foram realizadas para seis concentracfes de substrato no
tampédo fosfato. A concentracdo de catalisador foi fixada em 50 uM enquanto o
substrato variou entre 50, 60, 70, 80, 90 e 100 uM. O volume final foi mantido em
300 pL com 5% de DMSO, pH 7,4 e temperatura de 37 °C e todos os pontos foram

feitos em triplicata. Acompanhou-se as cinéticas em 364 nm.
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4.10 EXPERIMENTOS DE ENVENENAMENTO E REDUCAO DO PALADIO

Para os testes de envenenamento e efeito do estado de oxidacdo do
complexo de Pd, foram utilizados os aditivos CS2, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e ascorbato de sodio. Realizou-se duas cinéticas de despropargilacdo da
prop-cumarina para cada aditivo, onde a primeira continha o aditivo desde o inicio e
a segunda teve a adicdo do aditivo ap6s 30 minutos para o CS2 e 20 minutos para o
EDTA e ascorbato de sodio. Os mesmos experimentos foram realizados com o
catalisador NaPdCl4 para efeito comparativo.

Utilizou-se concentragdes de 100 mM tanto para o substrato quanto para o
catalisador. Para o CS2 utilizou-se 6,0 equivalentes, para o EDTA 10,5 equivalentes
e para o ascorbato de sédio 10 equivalentes. Mantiveram-se as condi¢cdes de
volume final igual a 300 uL com 5% de DMSO, pH 7,4 e temperatura de 37 °C.

Todos os pontos foram feitos em triplicata.

4.11 DETERMINACAO DE PARAMETROS DE ARRHENIUS

As cinéticas foram realizadas com concentra¢cées de 100 uM tanto para o
substrato quanto para o catalisador nas temperaturas de 37, 32 e 27 °C com volume
final igual a 300 uL com 5% de DMSO e pH 7,4. Todos os pontos foram feitos em

triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 SINTESE DA PROPARGIL-CUMARINA

A propargilacdo envolve uma reacéao classica de substituicdo nucleofilica do
tipo Sn2, por este motivo garantiu-se o emprego de materiais e reagentes 0 mais
seco possivel, para evitar a possivel substituicdo por dgua levando a formagéo do
alcool propargilico. Também fez-se uso de base em excesso para garantir a
desprotonacao do grupo OH.

Ao final da reacéo, obteve-se um total de 0,3 mmol do produto fornecendo
um rendimento de 10,5%. O composto apresenta um aspecto fisico sélido e de
coloracdo amarelo palido, com ponto de fusdo de 141-144 °C. A caracterizacéo foi
realizada a partir das andlises dos espectros de NMR e de FT-IR.

No espectro contido na Figura 2 é possivel identificar os trés hidrogénios
aromaticos nos deslocamentos de 6,92 ppm e 7,52 ppm, o hidrogénio vizinho a
carbonila em 6,15 ppm e a metila em 2,40 ppm. A adicdo do grupo propargil fica
evidente pelos sinais em 2,57 ppm e 4,75 ppm, referentes aos grupos CH e CH:
respectivamente. Ambos possuem constante de acoplamento J igual 2,4 Hz
mostrando que os hidrogénios acoplam entre si, e de fato o acoplamento a distancia
€ possivel devido ao encurtamento da ligacdo causado pelas ligacbes m presentes
na tripla, fazendo com que o grupo CH se apresente como um tripleto e o grupo CH:2

como dubleto.
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Figura 2. Espectro de NMR de H para a prop-cumarina em CDCIz (200 MHz).
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A Figura 3 apresenta os espectros de infravermelho com transformada de
Fourier para a 7-hidroxi-4-metilcumarina protegida e desprotegida respectivamente.
O espectro (a) esta de acordo com o reportado na literatura e apresenta uma banda
alargada em 3168 cm referente ao estiramento do grupo O-H (v (O-H)), em 1687
cm? referente ao estiramento do grupo C=0 (v (C=0)), em 1609 cm referente ao
estiramento da ligagdo C=C (v (C=C)), em 1389 cm referente a deformac&o angular
do grupo metil C-H (3 (C-H)) e em 1246 cm™ referente ao estiramento da ligacdo C-
O (v (C-0)).2®

No espectro (b), continua-se observando as bandas v (C=0) = 1730 cm"
1, v(C=C)=1615cm?, § (C-H) = 1397 cm™ e v (C-O) = 1285 cm%, porém observa-se
o desaparecimento da banda larga referente ao grupo v (O-H) e a presenca de uma
banda em 3313 cm™ caracteristica de estiramento do tipo Csp-H pertencente ao

grupo propargil.
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Figura 3. Espectros de infravermelho para (a) cumarina desprotegida, (b) propargil-
cumarina e (c) comparagao entre ambas.
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5.2 SINTESE DO COMPLEXO DE PALADIO

Como mostrado na Figura 4, o produto obtido possui aspecto fisico solido e
de coloracdo amarelo claro. O produto mostrou-se instavel, degradando-se ao
passar longos periodos fora da geladeira e sem atmosfera inerte. Nao foi possivel
determinar-se o ponto de fus&o, pois na temperatura de 160-162 °C observou-se a
formacdo de um composto preto, provavelmente produto da degradacdo do

complexo, acelerada pela elevada temperatura.
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Figura 4. Complexo PdAllyICI(PPh2(4-AC-Ph)) sintetizado.

Fonte: Do autor. (2022).

A caracterizacéo foi realizada a partir dos espectros de NMR de H e *C.
Nas cinéticas utilizou-se o complexo previamente preparado pelo doutorando Gean
Michel Dal Forno, os espectros contidos na Figura 5 sdo referentes a sintese por ele
realizada.

No espectro (a) é possivel observar os hidrogénios aromaticos contidos na
fosfina nos deslocamentos de 7,46 a 7,72 ppm e sinais mais desblindados entre 8,07
e 8,13 ppm pertencentes aos hidrogénios vizinhos a carbonila. Em 2,8, 3,15, 3,79 e
4,81 ppm é possivel observar os sinais dos grupos CH: do ligante n3-alil e em 5,63
ppm um quintupleto do grupo CH.

No espectro (b) os carbonos aromaticos apresentam-se no entorno de 130
ppm, enquanto o grupo acido carboxilico, o mais desblindado, é observado em
169,99 ppm. O grupo n3-alil apresenta os sinais em 61,37 e 118,21 ppm dos grupos

CH e CH2 respectivamente.



40

Figura 5. Espectros de (a) 'H e (b) 13C do complexo PdAllylCI(PPh2(4-AC-Ph)) em
CDCI3 (200 MHz).
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5.3 CURVA DE CALIBRACAO DE ABSORCAO DA O-CUMARINA

Inicialmente realizou-se uma varredura espectral tanto da prop-cumarina
guanto da O-cumarina, para determinar-se o comprimento de onda de trabalho ideal,
conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6. Espectros de Uv-vis das cumarinas protegida e desprotegia em (a) tampéao
fosfato e (b) tampéao PBS. Condi¢bes: 100 uM das cumarinas, pH 7,4, 5% DMSO e
37 °C.
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Fonte: Do autor. (2022).

O comprimento de onda usualmente empregado para 0 estudo cinético
envolvendo estas moléculas é de 364 nm, por ndo apresentar sobreposicdo de
bandas e linearidade com rela¢do a concentragéo.

Entretanto, durante os experimentos observou-se que a prop-cumarina
apresentava uma pequena banda entre 360 e 380 nm, a qual ndo existe em
espectros reportados na literatura, como ilustra a Figura 7. A hipétese inicial era de
gue o substrato poderia ter se degrado, porém a cromatografia em camada delgada
descartou esta hipotese ao mostrar apenas um sinal de mesmo Rf que a prop-

cumarina.3°
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Figura 7. Espectro de UV-vis reportado na literatura para a prop-cumarina.
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Fonte: YADAV, N. et al.*° (2015).

A segunda hipdtese era a possivel interferéncia causada pela propria
microplaca, uma vez que a microplaca utilizada é constituida de polipropileno, um
polimero que ndo € completamente transparente para comprimentos de ondas perto
do ultravioleta. De fato o espectro para o polipropileno apresenta o perfil da banda
observada entre 360 e 380 nm, ilustrado na Figura 8, indicando que o equipamento
ndo estava realizando o branco de forma adequada.®!

Como o valor desta banda esta associado a placa, ele irhd se manter igual
durante qualquer tipo de analise, podendo ser removido na etapa final de tratamento

de dados, sem que haja o comprometimento dos dados coletados.
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Figura 8. Andlise espectral de microplacas de diferentes composicoes.
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Para a curva de calibragdo da O-cumarina realizou-se a varredura espectral

em sete concentragdes e realizou-se a regresséo linear da absorbancia coletada no
comprimento de onda de 364 nm em funcdo da concentracdo, conforme mostra a
Figura 9.

Figura 9. Espectros de UV-vis para diferentes concentragdes de O-cumarina em (a)
tampao fosfato e (b) tampé&o PBS. Curvas de calibracdo para 364 nm em (c) tampéao

fosfato e (d) tampao PBS. Condigbes: pH 7,4, 5% de DMSO a 37 °C.

(@) 364 nm (b) 10 364 nm
—— 0,000 umol L’ - —— 0,000 pmol L
—— 20,00 umol L’ —— 20,00 pmol L
—— 40,00 umol L 084 —— 40,00 umol L’
60,00 umol L’ —— 60,00 umol L°
—— 80,00 umol L’ 7 —— 80,00 mol L
——100,0 umol L’ 064 = ——100,0 ymol L
—— 120,0 umol L’ ' }\L\z\{\x ——120,0 pmol L
2 2 AN
< I 04fTeee? S o
0,24 FFTTS
Pt S
S EEL 22 8 Tk,
00 txe===
T

T T T T T T T T
275 300 325 350 375 400 425 450 475 500

Comprimento de onda (hnm)

T T
275 300

T T T T T T
350 375 400 425 450 475

Comprimento de onda (nm)

T
325 500



©

Abs

0,6

0,4 4

0,2

0,0 H

Equation
Adj. R-Square

Intercept
Slope

y=a+b*
0,99806
Value Standard Error

0

0,00512 8,53034E-5

T T
0 20

T T
40 60

Concentracédo (umol L)

Fonte: Do autor. (2022).

T
80

100

120

(d)

44

0,8 1

Equation
Adj. R-Square

Intercept
Slope

y=a+b*
0,99938
Value Standard Error

0

0,00612 5,76699E-5

40 60

Concentragdo (umol L)

T
120

Como o equipamento ndo faz emprego de cubetas, o caminho 6ético nao é

bem definido e por este motivo a inclinagdo obtida na regressao representa um valor

proporcional & absortividade molar e ndo o valor dela em si. E conveniente introduzir

uma nova variavel denominada ¢’ que € dada pelo produto entre absortividade molar

e caminho 6tico, de tal forma que a lei de Lambert-Beer possa ser reescrita

conforme a equacéo (5.1).

A=¢lC = ¢€C

(5.1)

Sendo a inclinagdo obtida na curva de calibracédo igual ao ¢, é possivel

converter dados de absorbancia em concentracdo, uma vez que a concentracao

pode ser escrita como C = A/e'. Para o tampao fosfato, obteve-se um valor de ¢’

igual 5120 L mol* enquanto para o tampéao PBS este valor foi de 6120 L mol2.

5.4 CINETICAS COM VARIACAO DA CONCENTRACAO DO CATALISADOR

5.4.1 Tampéo PBS (15 mM NacCl)

Para o tampé&o PBS observou-se cinéticas lentas ndo atingindo a saturagéo

mesmo apos intervalos de doze horas de reacdo, obtendo-se conversoées inferiores a

50%, conforme mostra a Figura 10.
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Figura 10. Perfis cinéticos para a conversdo da prop-Cumarina. Condicdes
reacionais: 100 uM de prop-cumarina, 1,0, 0,7, 0,5 e 0,15 equiv. de catalisador, em
tampao PBS, pH 7,4, 5% de DMSO a 37 °C.
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Fonte: Do autor. (2022).

Em todos os casos o valor de conversao foi aproximadamente a metade da
concentracéo de catalisador utilizada, ou seja, cada mol de catalisador realizou meio
ciclo catalitico, fato que pode ser observado pelos numeros de turnover (TON)
proximos de 0,5 na Tabela 1. Isto indica que pode estar ocorrendo a inativacdo do
catalisador antes mesmo que a reagao ocorra, provavelmente devido ao excesso de
ions cloreto.

Alguns complexos, como a cisplatina, s6 se tornam ativos apds uma etapa
de troca de ligantes por agua, se for este o caso, 0 excesso de ions cloretos
dificultaria o processo da troca de ligantes CI- por ligantes aquo, tornando a cinética
mais lenta, como ilustra o esquema no Esquema 15.%2
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Esquema 15. Representacdo do deslocamento do equilibrio quimico em um meio
com alta concentracdo de ions cloreto.

0 0
OH
Ph or H20 . Ph,
<R B § R
VPd” b ‘ P|d Ph
|
Cl OH,

Fonte: Do autor. (2022).

Tabela 1. Dados obtidos das curvas das cinéticas da reacdo de despropargilacdo da
prop-cumarina em tampéao PBS.

Equivalentes Vo (umol L s™) TON Converséao (%)
1 2,94E-03 0,46 46,7
0,7 2,12E-03 0,58 40,7
0,5 1,73E-03 0,63 31,4
0,15 4,43E-04 0,58 8,9

Fonte: Do autor. (2022).

A lei de velocidade geral para uma reacdo qualquer que possua duas

componentes é dada pela equacéo (5.2).

V = k[A]™[B]" (5.2)

Onde k € a constate de velocidade e m e n séo as ordens de reacdo de A e
B, respectivamente. A ordem da reacdo em relacdo a uma das componentes pode

ser obtida a partir do gréafico de log vs log, conforme a equacéao (5.3).

log(v) = log(k[A]™) + nlog([B]) (5.3)

Ao realizar a linearizacdo, assume-se que k,[A]™ é constante em relacdo ao
tempo, esta aproximacao somente é valida em condicdes de pseudo primeira ordem.
Neste caso, esta condicdo ndo é satisfeita 0 que impede o calculo de k2 a partir do
valor de intercept obtido no gréafico, porém como a ordem da reacao independe da

concentracdo das componentes, ainda é possivel determinar a ordem da reacéo.
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O valor do coeficiente angular no grafico da Figura 11 corresponde a ordem

da reacdo em relacdo ao catalisador, sendo de aproximadamente 1,0, conforme

esperado, uma vez que 0 mecanismo proposto sugere que para cada molécula de
substrato é necessario um de catalisador.!®

Figura 11. Gréfico de log(Vo) vs. Log([Cat]) para a reacdo de despropargilacdo da
prop-cumarina em tampao PBS.
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Fonte: Do autor. (2022).

Considerando que a reacdo segue um modelo aproximadamente igual ao de
segunda ordem, pode-se determinar a constante de velocidade na condicdo em que

a concentracdo de catalisador é igual a de substrato, ou seja, na condicdo de 1

equivalente de catalisador, como ilustrado na figura equacgéao (5.4)

v = ky[Al[B] = k,[A]?

(5.4)

Integrando-se a equacédo (5.4), obtém-se as equagdes (5.5) e (5.6)

(5.5)
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1

[4]

7R (5.6)

+ 2kt

E possivel obter a constante de velocidade via regressdo ndo linear
(equacao (5.5)) e linear (equacédo (5.6)). Os dados se ajustaram aos dois modelos
somente até préximo de 10000 segundos, apds isto observou-se desvio para ambos.
A formacédo de precipitado pode estar associada a estes desvios, uma vez que ao
final das cinéticas foi observado a turvacdo das solugbes nos pogos, 0o que pode
afetar nos dados de absorbéancia coletados.

Realizando-se as regressodes, foram obtidos valores para a constante de
velocidade de segunda ordem (kz) de 0,129 L mol* s* para a forma nao linear e
0,127 L mol* s* para a forma linear, conforme ilustrado na Figura 12. Determinag&o
de k2 em tampéo PBS.. Este valor de constante de velocidade € considerado baixo
para aplicagcdes bio-ortogonais, onde normalmente considera-se adequado valores
acima de 10 L mol* s*, mostrando que este catalisador ndo seria muito eficiente para

realizar a reag&o no meio extracelular, i.e., em alta concentracdo de cloreto.

Figura 12. Determinagéo de k2 em tampé&o PBS.
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Fonte: Do autor. (2022).

Para a condi¢céo de 1 equiv, obteve-se uma frequéncia de turnover a 90% de
conversao (TOF90) de 1,16 x 10° s, este valor reflete 0 nimero de conversdes que

ocorreram por segundo até o instante em que 90% da reac&o se completou.
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5.4.2 Tampéao Fosfato (140 mM NacCl)

A reagdo em tampao fosfato com 15 mM de cloreto apresentou uma cinética
muito mais rapida, tendo-se praticamente a reacdo completa em torno de 2 horas,
corroborando para a hip6tese de que a forma ativa do catalisador é aquela que
possui o0 ligante aquo ao invés do cloreto. A baixa concentracdo de ions cloreto
neste caso deslocaria o equilibrio representado no Esquema 15 para a direita.

Os dados contidos na Figura 13 e na Tabela 2 mostram que as conversdes
sdo praticamente iguais a concentracdo de catalisador empregada, portanto cada
molécula de complexo de Pd esta participando de um Udnico ciclo reacional,

mostrando que na verdade este se comporta como um reagente e ndo catalisador.

Figura 13. Perfis cinéticos para a reacdo de despropargilacdo da prop-cumarina.
CondicBes reacionais: 100 uM de prop-cumarina, 1,0, 0,7, 0,5 e 0,15 equiv de
catalisador, em tampéao fosfato, pH 7,4, 5% de DMSO a 37 °C.
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Fonte: Do autor. (2022).

O Esquema 10 mostra que 0 mecanismo de desprotecdo de grupos propargil
por paladio (ll) envolvem a formacdo do 3-hidroxipropanal, que ao final do ciclo
catalitico pode continuar coordenado ao metal levando a uma forma néo ativa. O

Esquema 16 ilustra a provavel transformagdo do complexo, que apds seu primeiro
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ciclo, ndo possui mais posi¢des contendo cloretos para que ocorra a substituicdo por

agua e consequentemente realizar um segundo ciclo reacional.

Esquema 16. Provéavel reacao que ilustra a inibicdo do catalisador.

Inibicao O
OH
z Ph\
P
0~ "o gPd % Pd Ph
OH

Fonte: Do autor. (2022).

Utilizando-se novamente a equacédo (5.3), a ordem da reacéo em relacédo ao
catalisador foi determinada em aproximadamente 1,0, de forma semelhante ao
tampao PBS e dentro do esperado. O valor foi obtido a partir da inclinacdo do grafico

de log vs log, contido na Figura 14.

Figura 14. Grafico de log(V.) vs. Log([Cat]) para a reacdo de despropargilacdo da
prop-cumarina em tampao fosfato.
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Fonte: Do autor. (2022).

As constantes de velocidade de segunda ordem foram obtidas novamente
pelos métodos de regressao nao linear e linear, empregando-se as equacdes (5.5) e
(5.6), conforme ilustrado na Figura 15. Os dados apresentaram-se coerentes ao

modelo proposto até o tempo de 6000 segundos, apos isto foi observado desvios.
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Novamente, ao final das cinéticas observou-se turvacdo das solu¢cdes nos pocgos,
indicando precipitacdo, 0 que pode estar acarretando os desvios observados. O
método ndo linear forneceu um k2 de 4,54 L mol! s enquanto o método linear
forneceu um valor de 5,81 L mol? s, ambos sédo coerentes, embora o método néo

linear seja mais confiavel devido a menor propagacéo de erros.*?

Figura 15. Determinacéo de k2 em tampao fosfato.
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Fonte: Do autor. (2022).

Conforme mostrado na Tabela 2, os valores de TOF90 obtidos no tampé&o
fosfato foram cerca de dez vezes maiores do que em relacdo ao tampao PBS,

denotando novamente a maior velocidade de conversdo em tampao fosfato com

baixa concentracao de ions cloreto.

Tabela 2. Dados obtidos das curvas da cinética reacdo de despropargilacdo da prop-
cumarina em tampéao fosfato.

Equivalentes Vo (umol L s1) TON TOF90 (s?) Converséao (%)
1 5,19E-02 1,00 1,44E-04 100
0,7 3,33E-02 0,90 1,23E-04 62,8
0,5 3,07E-02 0,98 1,33E-04 48,9
0,15 7,02E-03 1,28 1,09E-04 19,2

Fonte: Do autor. (2022).
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5.5 CINETICA COM VARIACAO DA CONCENTRACAO DE SUBSTRATO

Seguindo os estudos cinéticos da reagéo de despropargilagdo, acompanhou-
se as cinéticas variando desta vez a concentracdo de prop-cumarina, para
determinar-se a ordem da reacdo em relacdo ao substrato em tampao fosfato com
15 mM de cloreto. A Tabela 3 apresenta os dados obtidos nos experimentos

cinéticos.

Tabela 3. Valores de Vo obtidos das cinéticas de despropargilagdo com a variagcao
da concentragéo de substrato.

Concentracdo (umol L) Vo (Abs s™)
50 8,10E-05
60 9,46E-05
70 1,04E-04
80 1,21E-04
90 1,40E-04
100 1,54E-04

Fonte: Do autor. (2022).

Utilizando-se novamente a equacao (5.4), determinou-se em 0,93 a ordem
da reacdo com relacdo ao substrato, conforme mostra a Figura 16, considerando-se

ainda o desvio, pode-se afirmar que a ordem € aproximadamente 1.
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Figura 16. Gréfico de log(V,) vs. log([prop-cumarina]) para a reacdo de
despropargilacdo da prop-cumarina em tampao fosfato.
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Fonte: Do autor. (2022).

5.6 EXPERIMENTOS DE ENVENENAMENTO E REDUCAO DO PALADIO

Para estudar o efeito do estado de oxidacdo do catalisador na cinética de
clivagem da ligacdo C-O da cumarina, foram realizados experimentos de
envenenamento. Primeiramente fez-se o emprego de dissulfeto de carbono, uma
espécie que possui alta afinidade por paladio zero e assim utilizada para diferenciar
a espécie ativa entre Pd(ll) e Pd(0), quando adicionada na reacdo. Como nao se
observou mudancas nos perfis cinéticos de rea¢do com a adicao de CS; (Figura 17),
conclui-se que a forma ativa do complexo € de fato Pd(ll), caso contrario, observar-

se-ia a inibicdo da reacao apos a adicédo de CS..
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Figura 17. Envenenamento com CSz. Condi¢des reacionais: 100 uM de prop-
cumarina e de catalisador, em tampéo fosfato, pH 7,4, 5% de DMSO a 37 °C.
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Fonte: Do autor. (2022).

Realizou-se também o experimento de envenenamento com EDTA, que
diferentemente do CS;, é capaz de complexar-se com Pd(ll). Para efeito
comparativo, realizou-se também o experimento com o sal de tetracloropaladato, um
sal de Pd(ll) cujas propriedades em reacfes bio-ortogonais ja sdo bem descritas.
Observa-se na Figura 18 que a adicdo de EDTA inibe completamente a atividade de
ambos os catalisadores de Pd, confirmando a natureza do estado de oxidacdo do

catalisador como sendo 2+.
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Figura 18. Envenenamento com EDTA para (a) PdAllylCI(PPh2(4-AC-Ph)) e (b)
Na:PdCl4. Condi¢des reacionais: 100 uM de prop-cumarina e de catalisador, em
tampao fosfato, pH 7,4, 5% de DMSO a 37 °C.
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Fonte: Do autor. (2022).

O ion ascorbato possui elevada abundancia no meio celular, participando de
vérias reacdes bioquimicas e sendo importante por suas propriedades redutoras.
Uma das dificuldades na utilizagcdo do tetracloropaladato em sistemas vivos é devido
ao fato dele ser facilmente reduzido quando esta na presenca de ascorbato, levando
a formacéo de Pd(0), inativo ou de baixa atividade em muitas reacfes de clivagem
bio-ortogonal, em especial a reacdo de despropargilacdo. A Figura 19 ilustra esse
comportamento, a adicdo de ascorbato de sédio inibe completamente a reacdo para
o Na2PdCl4, pela formacdo de Pd(0), inativo para esta reacdo. Para o
PdAllylICI(PPh2(4-AC-Ph)) ndo se observa mudanca no perfil cinético, isto porque o
ascorbato ndo € um agente redutor forte o suficiente para reduzir o Pd(ll) neste
complexo. Tal observacao ja foi feita para outros complexos de paladio(ll), como o
para o dimero Allyl2Pd2CI2.

Estes resultados demonstram que o Pd(Il) € a espécie ativa na reacao de
despropargilagéo, enquanto o Pd(0) se mostra praticamente sem nenhuma atividade
catalitica. Embora a cinética do PdAllylICI(PPh2(4-AC-Ph)) tenha se mostrada mais
lenta que a do Na2PdCl4, a sua estabilidade frente ao ascorbato o torna um melhor

candidato para estudos em células vivas.



56

Figura 19. Efeito do ascorbato de sodio para (a) PdAllylICI(PPh2(4-AC-Ph)) e (b)
NazPdCls. Condi¢cOes reacionais: 100 uM de prop-cumarina e de catalisador, em
tampéao fosfato, pH 7,4, 5% de DMSO a 37 °C.
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Fonte: Do autor. (2022).

5.7 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE ARRHENIUS

Os parametros cinéticos de ativacao para a reacao de despropargilacao da
prop-cumaria, em tampao fosfato, foram obtidos a partir do estudo do efeito da
temperatura na constante de velocidade k.. A equacdo de Arrhenius (Equacéo (5.7))
demonstra que existe uma relacéo linear entre o logaritmo natural da constante de
velocidade e o inverso da temperatura, € a energia de ativacdo e o fator pré-
exponencial podem ser obtidos a partir dos coeficientes angular e linear,

respectivamente.

In(k,) = In(4) — %% (5.7)

A partir da Figura 20, obtém-se que a energia de ativacdo (Ea) equivale a

25,4 kJ molt e o fator pré-exponencial (A) de 9,73x10% L mol* sL.
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Figura 20. Dependéncia de k> com a temperatura.
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Fonte: Do autor. (2022).

A partir da equacao de Eyring é possivel relacionar os valores de log(A) com
a entropia de ativacdo. Nas condicbes padrdes o valor de log(A) inferior a 13,2 é
referente a entropia de ativagao negativa enquanto valores superiores sao referentes
a valores positivos de entropia de ativacéo.®*

O valor de log(A) igual a 4,98 apresentado por esta reacédo, significa que a
entropia de ativacdo € negativa, portanto, ha uma reducdo na entropia durante o
processo de formagdo do complexo ativado, indicando um provavel aumento no

namero de coordenacao do complexo de paladio.
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6 CONCLUSAO

A reducdo na velocidade devido a alta concentracdo de ions cloreto € um
forte indicio que uma das principais etapas da reag¢édo envolve um equilibrio de troca
de ligantes entre agua e cloreto. O melhor desempenho em tampao fosfato com 15
mM de cloreto mostra que em aplicacbes bioldégicas a reacdo iria acontecer
preferencialmente em meios intracelulares.

As ordens de reacdo proximas de 1 tanto para substrato quanto para o
catalisador sédo coerentes com 0 mecanismo ja reportado e a inibicdo apds um unico
ciclo catalitico faz com que seja necessario 0 emprego de concentracdes muito
elevadas de catalisador para obter conversdes satisfatérios, comportando-se mais
como um reagente do que catalisador propriamente dito. Vale destacar que o uso de
altas concentracdes de metais de transicdo nestas reacdes € comum e poucos Sao
os exemplos de catalisadores que fazem mudltiplos turnovers.

A biocompatibilidade deste catalisador ja foi reportada, sendo ele soluvel em
meio aquoso, dificilmente reduzido pelas componentes do meio bioldgico e atoxico
guando em concentracdes inferiores a 50 uM, além da capacidade de se acumular
em organelas como a mitocondria, porém além de biocompatibilidade, uma reacao
deve proceder de forma rapida com um k. preferencialmente maior que 10 L mol* s*
para ser considerada efetiva para aplicacées bio-ortogonais.”-3

Devido a cinética lenta e ao emprego de elevadas concentracfes, o
catalisador estudado ndo se mostrou adequado para reacfes de dissociacao bio-
ortogonais envolvendo grupos propargil, mas isso ndo o descarta completamente
uma vez que os dados obtidos sdo referentes a um Unico grupo de protecdo e deve-
se levar em consideragdo novamente que o meio biolégico é extremamente
heterogéneo e dinamico, logo os resultados obtidos em bancada podem nédo ser

exatamente oS mesmos que in Vivo.
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