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RESUMO

As enzimas sdo estruturas absolutamente necessarias para o
desenvolvimento da vida. Na auséncia delas, as rea¢des ocorridas em organismos
vivos (até o mais simples deles) aconteceriam em velocidades pouco significativas.
Porém, apesar de sua importancia, grande parte dos seus mecanismos de reacao
catalitica ainda sdo desconhecidos, ndo tendo sido totalmente compreendidos. Na
busca pela elucidacdo da atividade dessas estruturas, foram feitos estudos de
atividade catalitica de analogos sintéticos contendo cobre, os quais tém gerado
grande interesse na identificacdo dos mecanismos de acdo nesses sistemas. Em
vista disto, neste projeto foi sintetizado um ligante N-doador, o 1,4-diisopropil-1,4,7-
triazacliclononano (tacn'Pr,), tendo em mente a preparacdo de um complexo de
Cobre (ll) que possa vir a ser utilizado como nuclease sintética ou modelo sintético
para a enzima catecol oxidase, sendo que 0 mesmo apresenta promiscuidade
catalitica. O ligante foi caracterizado via espectroscopia na regido do infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e espectrometria de massas, obtendo-
se a pureza adequada para a preparacdo do complexo. Apoés sintetizado, o
complexo foi caracterizado por espectrometria de massas, eletroquimica,
condutimetria, difracdo de raios X, espectroscopia na regido do infravermelho e do
ultravioleta e visivel. Constatou-se a formacdo de um complexo mononuclear de
Cobre(ll) em equilibrio com seu dimero (binuclear), o qual foi submetido a testes
cinéticos frente aos substratos modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (oxidacao) e bis(2,4-
dinitrofenil)fosfato (hidrdlise), tendo em vista a observacao de sua atividade catalitica
frente a diferentes pHs e concentracbes de substrato. Testes de reatividade
mostraram que o complexo obtido pode ser um possivel modelo funcional para as

enzimas em questéo.

Palavras-chave: bioinorganica; complexo de cobre; catecolase; nuclease.
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1. INTRODUCAO

Cada célula viva possui centenas de enzimas diferentes, que catalisam
reacdes essenciais a manutencdo da vida. Mesmo 0s organismos Vivos mais
simples possuem grande variedade destas estruturas. A principal funcdo das
enzimas é aumentar a velocidade dessas reacdes para tornar a vida possivel, uma
vez que na auséncia delas as reacdes metabdlicas ndo ocorreriam a velocidades
significativas em condic¢des fisioldgicas.

Considerando as suas caracteristicas excepcionais — dentre as quais se
encontra uma alta especificidade reacional, a qual ndo sé economiza energia celular,
mas também evita a producéo de subprodutos metabolicos potencialmente toxicos —
h& a necessidade de entender sua atuacao no sistema biologico, suas propriedades
fisico-quimicas e seus mecanismos de reagao.

O campo de estudo das enzimas encontra-se numa fase bastante propicia de
desenvolvimento. Com o0 avancgo recente de tecnologias mais sensiveis e técnicas
mais especializadas, as quais permitem sondar mais profundamente as estruturas
eletronicas e cristalinas, cada vez mais metalobiomoléculas vém sendo isoladas e
purificadas. Com tais informacfes a disposicdo, tém sido realizados estudos com
compostos modelo de baixa massa molecular, visando mimetizar as propriedades
estruturais e/ou funcionais de enzimas.

Neste contexto, descobertas recentes de atividade catalitica de complexos
metalicos, capazes de mimetizar a atividade enzimatica, tém gerado grande
interesse na utilizacdo desses compostos para a elucidacéo de propriedades ainda
desconhecidas das enzimas. Um exemplo disto é a atividade de catecolase ja
apresentada por complexos mono, bi e trinucleares de cobre (l1).

Além de sua aplicacdo no estudo das propriedades de metaloenzimas, a
descoberta de analogos eficientes que possam ser utilizados na quimica sintética
(ou seja, em processos em que as enzimas ndo estdo naturalmente envolvidas,
ambos em laboratorio ou em escala industrial) pode representar um grande avanco
tecnolégico para a humanidade, tanto no ambito do desenvolvimento de processos
quimicos industriais mais eficazes e rapidos, como também na elaboracdo de

farmacos e diagnosticos de melhor funcionalidade e especificidade.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Quimica Bioinorgéanica

Com os compostos organicos sendo considerados os “blocos de construgdo” da
origem da vida, acreditou-se por muito tempo que a quimica inorganica, como seu
nome sugere, ndo possuia importancia ou aplicacdo nos sistemas organicos. No
entanto, com a evolugdo das pesquisas relacionadas, foi possivel observar a
presenca de alguns metais em processos essenciais — como 0 calcio nos 0Ssos € 0
ferro como constituinte da hemoglobina —, abrindo assim as portas para o estudo
destes compostos nos sistemas vivos. O estudo destas espécies, porém, s0 pode
ser aprofundado apds o desenvolvimento de técnicas espectroscopicas e analiticas
sensiveis o0 suficiente para detectar suas baixas concentragcbes nos organismos
vivost*?,

O estudo de metais de ocorréncia natural e também sua introducdo nos sistemas
vivos faz parte de uma area crescente da Quimica, que permeia por numerosas
disciplinas — incluindo Quimica Inorgéanica, Bioquimica, Biologia Molecular,
Microbiologia, entre outras — chamada Quimica Bioinorganica®.

Apenas apos o ano de 1960, impulsionada pelo primeiro congresso cientifico na
area (0 Gordon Research Conference on Metals in Biology), a Quimica
Bioinorganica tornou-se uma area de pesquisa interdisciplinar, uma vez que se
tornou clara a bioessencialidade dos metais. A quimica bioinorganica estuda as
funcdes e os modos de acdo dessas espécies, com grande énfase em como
funcionam in vivo®*,

Dentre as grandes conquistas desta area estdo compostos metalicos que vém
sendo utilizados em tratamentos e diagndsticos de doencas. O mecanismo de agao
de farmacos antitumorais compostos por platina, antiartriticos contendo ouro e

radiofarmacéuticos de tecnécio s&o alguns exemplos de tépicos de investigagéo!.
2.2. Metaloenzimas
Em 1895, Friedrich Wilhelm Ostwald, fisico-quimico aleméo ganhador do Prémio

Nobel em 1909, definiu catalisador como “uma substancia que altera a velocidade de

uma reacao quimica sem participar da mesma, diminuindo sua energia de ativacao”,
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definicdo pouco alterada até os dias atuais. Nesta época o desenvolvimento de
estudos relacionados se mostrava cada vez mais crescente, na medida em que se
descobriam novas e proveitosas aplicacdes para catalisadores, principalmente na
area industrial®®®.

Enquanto os quimicos lapidavam o seu conhecimento sobre catélise, o0s
bioquimicos chegavam a conclusdo de que as reacgBes essenciais para 0
funcionamento de organismos vivos também dependem de catalisadores, ainda
mais eficientes que os produzidos em laboratério: as enzimas. Consideradas o
centro de todo processo bioquimico, estas estruturas agem catalisando as inUmeras
reacdes biolégicas, que degradam nutrientes, conservam e transformam energia
quimica, entre outras funcdes necessarias para o desenvolvimento da vidal”®.

As enzimas sao formadas por sequéncias de aminoacidos que se organizam
formando um ambiente quimico favoravel as reacdes de catélise. Estas reacbes
ocorrem em um sitio especifico da enzima, chamado de sitio ativo, o qual é
revestido por residuos de aminoacidos contendo grupos substituintes que se ligam
ao substrato e catalisam a sua transformac&o quimica'®.

Mais de um quarto de todas as enzimas conhecidas necessitam de cations
metalicos para exercer sua plena atividade catalitica. Elas podem ser divididas em
dois grupos: enzimas ativadas por metal e metaloenzimas. As enzimas ativadas por
metal tém uma necessidade absoluta de adicdo de ions metalicos ou séao
estimuladas por essa adicdo. Ja as metaloenzimas tém ions metéalicos firmemente
ligados a seus sitios ativos, mais comumente metais de transicdo como o cobre. ions
metalicos que se ligam fortemente as enzimas sdo em geral necessarios a catélise.
O sitio ativo de uma metaloenzima consiste de: um ou mais ions metalicos, a cadeia
lateral da proteina, pontes exdgenas e ligantes terminais que compdem a primeira
esfera de coordenac&o do metal®®.

As metaloenzimas sdo classificadas a partir do tipo de reacdo que catalisam,
podendo ser: transferases (reacfes de transferéncia de grupos substituintes),
oxirredutases (reacdes de transferéncia de elétrons), hidrolases (reacbes de
hidrolise), liases, (adicdo de grupos a duplas ligacdes ou formacdo de duplas
ligacbes pela remocéo de grupos), isomerases (reacdes de isomerizagao) e ligases
(formac&o de ligacdes C-C, C-S, C-N e C-0)B,
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2.3. Metaloenzimas de cobre

O cobre é um elemento muito importante em processos biolégicos. Vérias
enzimas contém ions cobre e cumprem diferentes funcdes fisioldgicas, incluindo o
transporte de elétrons e de O,, assim como processos de oxidacdo e oxigenagdo. O
cobre em complexos mono e oligonucleares € comumente encontrado no meio
biolégico ligado a residuos de histidinas, cisteinas e metioninas, ocorréncia
corroborada pelo principio de dureza e maciez.

Os centros de cobre nos sistemas vivos foram divididos inicialmente em trés
grupos, sendo eles: tipo |, tipo Il e tipo lll, e sua diferenciacdo é baseada em suas
caracteristicas espectroscopicas!”.

As enzimas de cobre do tipo I, cuja funcéo catalitica € promover a transferéncia
de elétrons, sdo também chamadas de enzimas de cobre azuis e apresentam
centros mononucleares de cobre(ll) com geometria tetraédrica distorcida contendo
uma ligacao cobre-cisteina que resulta em um espectro eletrénico caracteristico com
um méximo em 600 nm°*4,

As enzimas de cobre do tipo I, também chamadas de enzimas normais de cobre,
contém centros mononucleares de cobre(ll) e apresentam esfera de coordenacao
guadrado planar, devido ao efeito Jahn-Teller, e mostram comportamento
espectroscopico com baixos valores de absortividade molar, tipicas de transi¢ées d-
d de Cu(I™.

Diferentemente desses dois tipos de centros, o tipo Il contém dois atomos de
cobre. Proteinas com centros do tipo Il atuam ou como enzimas oxidases (catecol
oxidase e tirosinase) ou como proteinas de transporte de oxigénio molecular

(hemocianina)”.
2.4. Promiscuidade Enziméatica

O processo evolutivo resultou num grande aumento da especializacdo das
enzimas que conhecemos atualmente. Entretanto, alguns exemplos destes
catalisadores naturais chamam atencédo por apresentarem mais de uma funcéo
biolégica, ou “promiscuidade enzimatica™*.

O interesse nesses compostos se concentra principalmente no entendimento de

como um sitio ativo, que seria aparentemente especifico para uma determinada
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funcdo, pode apresentar atividade promiscua. O tipo de promiscuidade enzimatica
geralmente é definido de acordo com as caracteristicas funcionais das enzimas, tais
com: (i) Promiscuidade de condigdo: as diferentes atividades acontecem em
condicbes reacionais diferentes (como temperaturas e pH extremos); (ii)
promiscuidade de substrato: quando a enzima apresenta uma ampla especificidade
de substratos; e (iii) promiscuidade catalitica: capacidade em catalisar diferentes
transformacdes quimicas com estados de transicéo diferentes 2.

Apesar de intrigante, a promiscuidade enzimatica pode ser danosa em meio
biolégico, pois ao realizar reacées secundarias pode levar a formagcédo de produtos
toxicos para 0 organismo. Entretanto, um ponto positivo do estudo desta
caracteristica € a possivel compreensdo de como e por que ocorre a evolugéao
enzimatica, considerando que a origem da promiscuidade catalitica pode estar
relacionada com a evolugcdo de uma espécie a outra ainda mais especifica ou de
diferente funcdo. A habilidade de evoluir e se adaptar demonstra a importancia da

compreensao de seus mecanismos®*?.

2.5. Nucleases

Dentro da classe das hidrolases estdo as nucleases, que tém como principal
caracteristica a sua capacidade de clivar ligacdes fosfodiéster presentes nas
estruturas do DNA e do RNA. Suas principais funcdes nos sistemas bioldgicos séo a
degradacdo dos acidos nucleicos, a reparacdo do DNA e a defesa viral. Os metais
mais comumente encontrados no sitio ativo da maioria das nucleases sdo Mg*,
Ca®*, Mn** ou Zn?**, os quais em muitos casos participam de forma direta da etapa

catalitica™,

Embora ja sejam conhecidos numerosos tipos de nucleases de ocorréncia
natural, o desenvolvimento de modelos sintéticos seria de grande utilidade, ndo s6
na elucidacdo mais aprofundada dos mecanismos de reacédo de tais enzimas, mas
também visando a criagdo de uma enzima de restricdo artificial, a qual poderia ser
atil ndo s6 para bidlogos moleculares na tentativa de clivar o DNA em locais néo
reconhecidos por enzimas de restricdo conhecidas, mas também no estudo de

sequenciamento do genoma humano!*®.
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2.6. Catecol oxidase

A catecol oxidase é uma metaloenzima de cobre do tipo Ill. Essa metaloproteina
possui centros binucleares de cobre, com geometria piramide trigonal, estando cada
cobre coordenado por trés atomos de nitrogénio de residuos de histidinas e um
grupo hidréxido fazendo ponte entre os dois centros metalicos. E responsavel pela
catalise da reacdo de oxidacdo de uma variedade de o-difendis (catecéis) as suas
correspondentes o-quinonas (Figura 1), sem apresentar atividade de tirosinase. As
guinonas resultantes sao altamente reativas e podem se autopolimerizar formando o
pigmento escuro melanina, que protege tecidos danificados contra agentes
patdgenos ou insetos. A catecol oxidase foi isolada pela primeira vez em 1938 e, em
1998, as estruturas cristalinas das suas formas oxidada e reduzida (isoladas da

batata doce) foram determinadas por difratometria de raios X (Figura 2)!"1%17,

Figura 1 - Reacado de oxidacdo catalisada pela enzima catecol oxidase.
OH o]
2 + 0 —» 2 + 2H,0
OH (6]

Figura 2 - Estrutura cristalina do sitio ativo da forma oxidada da catecol oxidase!".

O ciclo catalitico da catecol oxidase ainda ndo foi completamente elucidado,

sendo que 0 mecanismo mais aceito € o proposto por Solomon em 1996. Tal

mecanismo sugere que o substrato coordena-se a enzima de forma bidentada, tanto
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na forma oxidada quanto na reduzida, formando duas moléculas da respectiva
quinona e agua (Figura 3). O mecanismo inicia-se com a catecol oxidase em seu
estado met ou oxi. O substrato o-difenol liga-se ao estado met da catecol oxidase de
forma bidentada, seguido da reacdo de oxidacao, resultando no produto o-quinona e
na formacgéo do estado reduzido (deoxi) da enzima. O estado deoxi liga-se a uma
molécula de O,, gerando um estado oxi, o qual sofre um ataque de uma segunda
molécula de substrato. A oxidacdo desta segunda molécula de o-difenol regenera a

forma catalitica da enzima (estado oxi) e o ciclo catalitico pode ser reiniciado™®*!,

Figura 3 - Mecanismo proposto para a reacdo de oxidacdo de o-difendis promovida pela

enzima catecol oxidase!*®.
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Numa tentativa de se elucidar a geometria do sitio ativo e as propriedades
eletrdnicas da metaloenzima, bem como mimetizar sua reatividade catalitica, tem
sido reportada grande variedade de compostos modelo de baixa massa molecular.
Além de sua funcdo natural, o interesse nas reacdes de catecol oxidase abrange
aplicacbes médicas na dosagem de catecolaminas hormonais, como adrenalina e

dopaminal”*®.
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2.7. Aimportancia dos analogos sintéticos

A inerente complexidade das enzimas representa grande dificuldade nos estudos
detalhados de seus mecanismos. Com isto em mente, quimicos bioinorganicos tém
se inspirado nos sitios ativos das metaloenzimas e planejado analogos sintéticos
visando simular propriedades estruturais, espectroscopicas e de reatividade dos
sistemas biolégicos. Estes estudos sdo apropriados para sistemas que possuem
detalhes principalmente estruturais jA descritos na literatura, mas que ndo séo
totalmente conhecidos™*.

O planejamento e posterior desenvolvimento de compostos modelo iniciam-se a
partir da caracterizagdo da enzima que se deseja modelar. Deste modo, a
Bioinorganica conta com a colaboragcéo de bioquimicos que realizam as etapas de
isolamento, purificacdo e analise detalhada de propriedades (fisico-quimicas e
estruturais) do sitio catalitico em questdo. Somente a partir destas informacdes sera
possivel iniciar o processo de projecdo de ligantes com funcgdes quimicas
semelhantes aos residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima. A
obtencdo dos compostos de coordenacdo se da logo apds a caracterizacao (e
consequente constatacdo de pureza) do ligante. A comparacdo das propriedades
fisico-quimicas, estruturais e cataliticas do composto de coordenacéo sintético com
as propriedades da metaloenzima de interesse permitem considera-los (ou nao)
bons modelos sintéticos para tal enzimal*?%!,

Com inumeros mecanismos de diferentes modelos binucleares de catecol
oxidases sendo reportados, a investigacdo de seus equivalentes mononucleares
continua escassa, embora sendo tdo promissora quanto. A Figura 4 apresenta
alguns complexos mononucleares considerados modelos para a enzima catecol
oxidase, como os complexos reportados por Westrup (a), com ligantes triaminicos
ciclicos e outros reportados por Panda et al (b), os quais possuem uma unidade

piridinica e outra benzénica tri-substituida, com variacdes em seus substituintes®*?2,
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Figura 4 - Complexos mononucleares de cobre reportados por (a) Westrup e (b) Panda et al #*#,

N R,

3 TN
FANGS 8 NP
Cl NH Cu
X \x
(@) (b)

Os compostos miméticos de cobre tém demonstrado importancia ndo sé na
compreensao dos processos biomoleculares de ocorréncia natural, mas seus
estudos também podem ser extrapolados para outras func¢des. Por exemplo, a falta
de nucleases naturais de cobre ndo invalida o uso destes compostos nos estudos de
mecanismo, de criagdo de medicamentos ou como ferramentas biotecnologicas de
clivagem de DNA. De fato, o cobre tem provado ser um metal valioso no
desenvolvimento de sistemas artificiais de nuclease, como reportado em recentes
publicacdes. Na Figura 5 encontram-se alguns complexos de cobre considerados
modelos para nucleases, reportados por Scarpellini et al, ambos contendo ligantes

N-doadores?>24,

Figura 5 — Complexos mononucleares de cobre reportados por Scarpellini et alf?,
/ ‘
N
Cl
NH
/ ﬁ{\NH
/
N J

/ /Cu\

X

Em trabalhos recentes destaca-se a investigacdo de complexos biomiméticos
contendo ligantes triaminas ciclicos de coordenacéo facial, principalmente analogos
ao 1,4,7-triazaciclononano (tacn), como modelos estruturais e/ou funcionais para o
sitio ativo de metaloenzimas. Tais ligantes ciclicos sao interessantes nestes estudos

pois, em contraste com o0s seus analogos alifaticos, os seus modos de coordenacao
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restritos e bem definidos permitem a coordenacao do centro metalico diretamente a
uma esfera de coordenacdo especifica (Figura 6). Dispondo de ligantes mais
organizados e fortemente quelantes, os complexos coordenados a ligantes faciais
costumam apresentar, em solugdo, propriedades estruturais e de estabilidade
melhores correlacionadas do que sistemas contendo ligantes de cadeia aberta. Além
disso, 0s grupos amino presentes no tacn podem ser moldados de forma que
contenham diferentes substituintes que possam auxiliar nas propriedades de catélise

do composto!?®2%,

Figura 6 — Representacdo do modo de coordenagéo de ions metélicos ao ligante facial tacn.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Este projeto tem como objetivo a sintese e caracterizacdo de um novo ligante

facial N-doador e seu respectivo complexo de Cu(ll), afim de realizar testes iniciais

de reatividade frente ao substrato modelo para reacdes de oxidacdo 3,5-di-terc-

butilcatecol (3,5-dtbc) e ao substrato modelo para reacdes de hidrolise de ésteres de

fosfato bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp). Visa-se analisar os resultados obtidos

a fim de esclarecer se 0 composto sintetizado pode ser considerado um modelo

funcional para a oxidag&o de catecois e a hidrolise de ésteres de fosfato.

3.2.

Objetivos especificos

Sintetizar o ligante 1,4-diisopropil-1,4,7-triazacliclononano (tacn'Pry);

Caracterizar o ligante tacn'Pr, por espectroscopia na regido do infravermelho (1V),
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H) e espectrometria de
massas;

Sintetizar um complexo de Cu(ll) utilizando o ligante sintetizado;

Caracterizar o complexo de Cu(ll) por espectrometria de massas, espectroscopia
no infravermelho (IV) e na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis), difratometria
de raios X, condutimetria e eletroquimica;

Realizar testes cinéticos iniciais de atividade de catecolase do complexo frente
ao substrato modelo para reacbes de oxidacdo de catecoOis 3,5-di-terc-
butilcatecol (3,5-dtbc);

Realizar testes cinéticos iniciais de atividade de nuclease frente ao substrado
modelo para reacdes de hidrdlise de ésteres de fosfato, bis(2,4-dinitrofenil)fosfato
(2,4-bdnpp);

Analisar os resultados obtidos a fim de esclarecer se o composto sintetizado
pode ser considerado um modelo funcional para a oxidacdo de catecéis e a

hidrélise de ésteres de fosfato.
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e Reagentes

Os seguintes reagentes, gases, materiais e solventes utilizados nos processos
de sinteses e andlises foram adquiridos de fontes comerciais, com grau de pureza
compativel com a utilizacdo, sem prévia purificacdo: cloreto de tosila (Aldrich),
etilenoglicol (Ridel), dietilenotriamina (Aldrich), hidroxido de sodio (Vetec), acetona
PA (Vetec), fenol (Merck), metanol espectrométrico (Tedia), carbonato de sodio
(Lafan), acido bromidrico 33% em acido acético glacial (Aldrich), éter dietilico PA
(Vetec), carbonato de césio (Aldrich), etanol PA (Vetec), cloroférmio PA (Vetec),
sulfato de sédio anidro (Vetec), 2-bromopropano (Aldrich), acido sulfurico (Nuclear),
carvao ativado (Vetec), acetonitrila espectrométrica (Tedia), cloreto de cobre(ll)
(Vetec), argbnio 5.0 (White-Martins), brometo de potassio (Vetec), cloroformio
deuterado (Sigma-Aldrich), nitrogénio 2.0 (White-Martins), di-terc-butil-catecol
(Sigma-Aldrich). Os tampdes HEPES, CHES E MES (Sigma-Aldrich) serdo utilizados
nas devidas faixas de tamponamento (pH entre 4,0 e 10,0) e sem purificacédo prévia.

O reagente trietilamina (Vetec) foi obtido de forma comercial e previamente
purificado através de destilacdo simples a presséo reduzida. Sera utilizada também

acetonitrila seca com peneira molecular 4A.
4.2. Sinteses

A sintese do ligante 1,4,7-triazaciclononano (tacn'Pr,) foi realizada passando por

5 ligantes precursores, sendo eles: 1,2-bis(p-toluenosulfonil)etilenoglicol (eg-ts,);

N,N’,N”-tris(p-toluenosulfonil)-dietilenotriamina (deta-tsgz); 1,4,7-tris-(p-
toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano (tacn-ts3); 1-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-
triazaciclononano (tacn-ts); 1,4-diisopropil-7-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-

triazaciclononano (tacn'Pro-ts). O ligante e seus precursores foram sintetizados
segundo a literatural®”), sendo ambos caracterizados via espectroscopia na regido do
infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H). O
ligante final foi caracterizado também via espectrometria de massas. A rota sintética
do ligante tacn'Pr, pode ser observada na Figura 7. Os rendimentos obtidos foram

de: 58% para o precursor eg-ts,, 60% para o deta-tss, 55% para o tacn-tsz, 48% para
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o tacn-ts, 61% para o tacn'Pr,-ts e, por fim, o ligante final tacn'Pr, foi obtido com 60%

de rendimento.

Figura 7 - Rota sintética do ligante tacn'Pr..

O o
I/

1 O\\ _c O I —s7

S
\ EI3N
/\/ o ° ELO
HO 12h

eg-ts,

O\S

2 O\\ _Cl { o

NH S\\ NaOH/H,0 ///
—_— 2
_/_ + S Et,0 \ N \/\
HoN 12h 0

9%

deta-tsy
3
O\S
Ve
o /—\ f.0 O>S\ I N/\/N)\O
] A\ O=g~
NS W o NN 0 Cs,CO; ( 2 eqv.) L
=% L\ Acetona, N, S¢O
HN o=
+ 04\S¢o 48 h, refluxo
tacn-ts,
4
O\s
O /\/N/ \o o H
o<lIN ) HBr/HOAC 33% N
= —_——
N + 75 90°C, 36h O=g~ )
\__O N
o0=S

tacn-ts



25

5
N~
o=dN ) N Br Na,CO; (2 eqv.) o AN
H 4/k CH3CNSeca’ N2 o O§S/
refluxo, 24h >\
tacn'Pr,-ts
o A~ N N
O§é//N ) H,SO, conc. - HN/\/
N 105°C, 36h
)\ >\
tacn'Pr,
4.2.1. Sintese do complexo de Cu(lll - Dicloro(l,4-diisopropil-1,4,7-

triazaciclononano)Cobre(ll) = [Cu(tacn'Pr)Cl,]

Figura 8 - Rota sintética do complexo de Cu(ll) com o ligante tacn'Pr,

Cl

A uma solucdo etandlica de tacn'Pr, (0,21 g; 1,00 mmol; 213,36 g mol™) sob
agitacdo constante, adicionou-se lentamente 0,17 g de cloreto de cobre(ll) (1,00
mmol; 170,48 g mol™) solubilizados em cerca de 15 mL de etanol, com o auxilio de
uma pipeta de pasteur. Deixou-se a mistura reacional reagir por 30 minutos, em

temperatura ambiente e sob agitacdo. Em seguida, deixou-se a solucdo em repouso
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para precipitacdo do complexo de Cu(ll). Foi obtido um rendimento de 78% (0,15 g;
0,78 mmol, 346,81 g mol™).

4.3. Caracterizacdes

4.3.1. Espectroscopia naregido do Infravermelho (V)

Os espectros das amostras foram adquiridos na regido do IV em um
espectrofotometro de infravermelho com Transformada de Fourier e com acessorio
de Refletancia Total Atenuada Horizontal (FTIR - ATR) da Perkin-Elmer
Spectrophotometer Spectrum 100, com cristal de ZnSe (45 °) e um detector TGS
(triglycine sulfate) do Laboratorio de Bioinorgéanica e Cristalografia, Departamento de
Quimica — UFSC. As amostras foram colocadas diretamente no aparelho sobre o
cristal, com média de 18 varreduras no intervalo 4000 - 530 cm™ e resolucéo de 4
cm™. As medidas das amostras foram corrigidas pelo espectro do branco que foi
registrado somente com o background que foi feito com ar ambiente, ou seja, sem
nada sobre o cristal e posteriormente subtraido do espectro da amostra. A

temperatura ambiente da sala encontrava-se em torno de 23 °C.

4.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN 1H)

Os espectros de RMN *H foram obtidos em um espectrofotdmetro Bruker— FT
200 MHz, na Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC. Os
deslocamentos quimicos de hidrogénio foram registrados em ppm, utilizando como
referéncia interna tetrametilsilano (TMS, & = 0,00 ppm) e cloroformio deuterado

como solvente.

4.3.3. Difratometria de Raios X

A andlise por difracdo de raios X do complexo foi realizada na Central de

Analises do Departamento de Quimica — UFSC. Os dados foram coletados em um
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difratdmetro Bruker APEX Il DUO equipado com um tubo de molibdénio (MoKa A =
0,71073 A) e monocromador de grafite. A estrutura cristalina foi resolvida através
dos métodos diretos e parcialmente refinada pelo método dos minimos quadrados
com matriz completa, utilizando-se os programas SIR-97 (ALTOMARE et al., 1999) e
SHELXL-97 (SHELDRICK, 1997) respectivamente.

4.3.4. Espectrometria de Massas (ESI-MS)

Os compostos obtidos foram analisados em um espectrometro de massas com
ionizacgéo via eletrospray (ESI — MS) Amazon — lonTrap — MS do Centro de Biologia
Molecular (CEBIME) — UFSC. As analises foram realizadas em solugbes com
solventes de grau espectroscéopico, com concentracdo em torno de 500 ppb e fluxo
de 180 pL min™.

4.3.5. Condutimetria

As medidas de condutividade molar do complexo foram realizadas no aparelho
Metrohm 856, do Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de
Quimica — UFSC. O complexo foi analisado tendo como solvente a acetonitrila, com
concentracdo 1,00 x10™ mol L. O aparelho foi calibrado com uma solucéo padrdo

de KCI 0,10 mol L™ cuja condutividade é de 100 uS/cm em agua a 25°C.

4.3.6. Espectroscopia eletrbnica naregido do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis)

Os espectros eletrénicos na regido UV-Vis foram obtidos em um UV-Vis Varian
Cary 50 BIO do Laboratério de Quimica Bioinorganica e Cristalografia,
Departamento de Quimica — UFSC. As anadlises foram realizadas em cubetas de
guartzo com caminho 6tico de 1,00 cm e 1,50 mL de capacidade. Os complexos
estudados foram solubilizados em acetonitrila seca de grau espectroscépico com
concentracéo de 2,30 x 10 mol L™ (estoque) e em metanol de grau espectroscopico

com concentrac&o de 3,00 x 10 mol L™ (estoque).
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4.3.7. Eletroquimica

O comportamento redox do complexo foi investigado por voltametria ciclica em
um potenciostato/galvanostato modelo Epsilon do Laboratério de Bioinorgéanica e
Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. Os experimentos foram realizados
em acetonitrila seca e metanol de grau espectroscopico com concentracdo de 1,00 x
10° mol L e sob atmosfera de argdnio. Foi utilizado como eletrélito suporte
hexafluorofosfato de tetrabutilaménio com concentracdo de 1,00 x 10" mol L™
Foram empregados os eletrodos de Ag/Ag” (referéncia); carbono vitreo (trabalho) e
platina (auxiliar). Para a correcdo do eletrodo de referéncia foi utilizado o par

ferroceno/ferrocinio como referéncia interna.

4.3.8. Testes iniciais de reatividade

A atividade catalitica dos complexos foram avaliadas através da reacao de
oxidacdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-dtbc) e da reacdo de hidrolise do
substrato modelo bis- (2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp), o qual foi sintetizado de
acordo com o método descrito por Bunton?®. Os testes para avaliar a reatividade
foram realizados sob condicbes de excesso de substrato ou de complexo
monitorando-se, em um espectrofotdmetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO acoplado a
um banho termostatizado, a variagcdo de absorvancia ocorrida em 400 nm (¢ = 1645
L mol* cm™) para a reatividade de oxidacdo devido & formacdo da 3,5-di-terc-
butilquinona e também em 400 nm (¢ = 12100 L mol™ cm™), relacionada a liberacéo
do anion 2,4-dinitrofenolato como produto da reacdo de hidrélise®®. As reacdes
foram monitoradas até 5% de conversdo de substrato a produtos, quando em
excesso de substrato, e os dados foram tratados pelo método das velocidades
iniciais. Ja as reacfes com excesso de complexo foram monitoradas até o término
da reacédo de hidrdlise. As velocidades iniciais foram obtidas diretamente do grafico
da concentracdo de substrato versus o tempo. A dependéncia da velocidade de
clivagem do 2,4-bdnpp foi estudada em funcédo do pH, da concentracdo do complexo
e do substrato, ja para o substrato 3,5-dtbc foi estudada a dependéncia em funcao
do pH e substrato.

Nos testes iniciais de catecolase e hidrolase utilizaram-se cubetas de vidro

Optico com capacidade para 4,00 mL e caminho Optico de 1 cm, fechadas com
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tampa de teflon. Nas medidas de atividade de catecolase foram adicionados 100 uL
de solucdo aquosa ([T)ina = 6,67 x 10 mol.L™") dos tampdes (MES pH 4,0 a 6,5 e
TRIS pH 7,0 a 10,0), 1050 a 1300 yL de metanol saturado com oxigénio e 25 a 150
uL de uma solugdo metandlica do substrato ([S]sina = 5,00 x 10 — 3,00 x 10 mol.L™*
para o efeito da concentracéo do substrato e [Slina = 3,33 x 10 mol L™ para o efeito
do pH). Para a verificacao do efeito do pH, a reacé&o foi iniciada com a adi¢cado de 50
uL de uma solugéo metandlica do complexo ([Clina = 3,33 x 10™ mol.L™) e para os
testes de efeito da concentracdo do substrato a reacao foi iniciada com a adicao de
25 uL de solucdo metandlica do complexo ([Clsina = 1,67 x 10 mol.L™"), sendo que
ambos os testes foram monitorados durante 15 minutos. Em todos os experimentos,
o volume final da mistura reacional na cubeta foi de 1,50 mL. Corre¢des da oxidacéo
espontanea do substrato 3,5-dtbc foram realizadas sob condi¢bes idénticas, sem a
adicado do complexo.

Nas medidas de atividade de hidrolase foram adicionados 100 uL de solucéo
aquosa ([Tlina = 6,67 x 10 mol.L™") dos tamp&es (MES pH 6,0 e 6,5, TRIS pH 7,0 a
10,5), 1050 a 1300 uL de acetonitrila e 25 a 150 yL de uma solugao do substrato em
acetonitrila ([Slfina = 2,00 x 10* — 8,00 x 10* mol.L™ na anélise do efeito da
concentragdo do substrato e [Slia = 3,33 x 10° mol L! para o efeito da
concentracdo do complexo e [Sina = 2,00 x 10 mol L™ para o efeito do pH). Para a
verificacdo do efeito do pH, a reacédo foi iniciada com a adicdo de 50 yL de uma
solugdo do complexo em acetonitrila ([Clina = 6,67 X 10 mol.L™), para os testes de
efeito da concentracdo do substrato a reacéo foi iniciada com a adicdo de 25 uL de
solug&o do complexo em acetonitrila ([Clina = 1,67 x 10 mol.L™) e para o efeito da
concentracdo do complexo a reacdo foi iniciada com a adicdo de 25 pyL de uma
solugdo de complexo em acetonitrila ([Clina = 1,67 x 10* — 7,50 x 10 mol L),
sendo que ambos os testes foram monitorados durante 15 minutos. Em todos 0s
experimentos, o volume final da mistura reacional na cubeta foi de 1,50 mL.
Correcdes da hidrdlise espontanea do substrato 2,4-bdnpp foram realizadas sob

condicBes idénticas, sem a adicdo do complexo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Caracterizacdo do ligante tacn'Pr,

A caracterizacdo do ligante tacn'Pr, e de seus precursores foi realizada através
de espectroscopia na regido do infravermelho (IV) e ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN 1H), sendo o ligante final caracterizado também por

espectrometria de massas.

5.1.1. Espectroscopia naregido do infravermelho (V)

A espectroscopia no IV consiste numa analise qualitativa, a qual foi utilizada na
verificacdo da formacdo de cada ligante nas etapas de sintese. Com 0s compostos
sendo conhecidos na literatura, a atribuicdo das principais bandas foi feita com base
em semelhanca, sendo entédo utilizadas para observar a formacéo de cada composto
pelo acompanhamento da presenca ou auséncia de determinadas bandas. Na
Tabela 1 encontram-se as principais bandas observadas nos espectros na regiao do
IV do ligante e de seus precursores. As bandas de estiramentos e deformacfes
angulares correspondentes a ligacbes C-Hg, C-Hgi, C=C, O-S-O e S-O-C séo
comuns em todos 0s precursores e encontram-se em valores de numero de onda
bastante parecidos no espectro. A formacdo de cada composto pode ser
acompanhada pela presenca ou pela auséncia da banda de estiramento
caracteristica da ligacdo N-H. Além disso, no espectro de IV do ligante final ndo
aparecem bandas correspondentes a ligacbes C-Hy, C=C, O-S-O e S-O-C,
enquanto que aparecem bandas caracteristicas de deformacdes axiais e angulares
de ligacBes C-Hrc de carbonos terciarios provenientes dos grupamentos isopropila,
indicando que o ligante foi formado. A absorcdo resultante da vibracdo de
deformacéo axial de ligagbes C-Hic geralmente se confunde com outras absorgdes
do tipo C-Ha e C-Hai (~ 2890 cm™), o que pode explicar a sua auséncia no espectro
do tacn'Pr,-ts, que tem uma densidade muito maior de ligagbes C-Hy e C-Hgjir. Na

Figura 9 é possivel observar o espectro de IV do ligante final.
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Tabela 1 - Principais bandas observadas nos espectros de IV do ligante tacn'Pr; e seus precursores, em

nimero de onda (cm™).

Atribuicdes eg-ts; deta-ts; tacn-ts3  tacn-ts  tacn'Pr,- tacn'Pr;
s
v (N-H) - 3290 - 3382 - 3368-3235
- - - - - 2963
Vv (C'Hterc)
3040-2858  3090-2840  3090-2840  3098-2789  3070-2873  2980-2757

A% (C-Har/C-H a|if)

(somente

alifatico)

v (C=C) 1596 1588 1596 1596 1595 i
vs (0-S-0) 1362 1338 1330 1320 1335 .
3 (C-Hterc) ) . - - 1384-1377  1387-1380
Vass (0-S-O) 1179 1162 1154 1157 1156 i
v (S-O-C) 1053-881 1070-862 1070-845 1062-896 1072-870 -
v (C-N) - 1087 1095 1087 1093 1098
767 812 812 820 815 ;

3 (C-Ha)
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Figura 9 - Espectro de IV do ligante tacn'Pra.
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5.1.2. Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H)

A ressonancia magnética nuclear de hidrogénio € um dos métodos de
determinacdo estrutural mais utilizados pelos quimicos e foi bastante atil na
caracterizacdo dos compostos e, especialmente, na definicdo de sua pureza. Ao
integrar os sinais registrados nos espectros de RMN 1H, considerando também seus
deslocamentos quimicos, € possivel distinguir entre atomos de hidrogénio metilicos,
alifaticos, aromaticos, etc. e também o numero de hidrogénios em cada composto.
Estas informacfes levaram a uma confirmacdo de que os precursores e o ligante
final foram obtidos com pureza adequada para a continuacdo do trabalho. A Tabela
2 apresenta os valores de deslocamento quimico (3y), 0 numero de hidrogénios
correspondentes e as atribuicbes dos sinais, onde a comparacao direta permite
acompanhar a presenca dos grupos protetores através de sinais de hidrogénios
aromaticos e metilicos em alguns compostos e a auséncia destes no ligante final.
Além disso, o aparecimento de protons alifaticos e metilicos nos espectros dos

compostos diisopropilados (tacn'Pr.-ts e tacn'Pr,) também confirmam que o ligante
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final foi obtido. O espectro correspondente ao ligante tacn'Pr, esta apresentado na

Figura 10.

Tabela 2 - Deslocamentos quimicos, numero de hidrogénios e atribuicdes dos espectros de RMN 1H do

ligante tacn'Pr, e seus precursores

AtribuicGes eg-ts, deta-ts3 tacn-tsz tacn-ts tacn'Prp- tacn'Pr;
ts
CH 2,46 (s, 6H) 2,43 (s, 9H) 2,43(s,9H) 2,42(s,3H)  0,96-0,92 1,06-1,02
3 (d, 12H); (d, 12H)
2,42 (s, 3H)
419 (s, 4H) 3,17 (s,8H) 3,42 (s, 2,90 2,47 (s, 4H); 2,52 (s, 4H);
12H) (s, 4H); 2,89-2,84  2,71-2,66 (t,
CHa 3,11-3,06 (m, 4H); 4H): 2,96-
(m, 4H); 3,32-3,28 2,93 (m, 4H)
3,22-3,17 (m, 4H)
(m, 4H)
] ] . - 2,82-2,72 2,90-2,87
CHiPr
(h, 2H) (m, 2H)
- 5,29 (s, 2H - 2,19 (s, 2H - -
NH (s, 2H) (s, 2H)
CH 7,36-7,32 7,337,299  7,34-7,30  7,33-7,28 7,31-7,27
¥ (d, 4H); (d, 6H); (d, 6H); (d, 2H); (d, 2H);
7,76-7,72  7,64-760  7,72-7,68  7,71-7,66 7,71-7,66
(d, 4H) (d, 2H) (d, 6H) (d, 2H) (d, 2H
7,78-7,74

(d, 4H)
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Figura 10 - RMNH do ligante tacn'Pr, em CDCls.
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5.1.3. Espectrometria de massas (ESI-MS)

Um dos instrumentos mais importantes na caracterizacdo de compostos, a
espectrometria de massas € uma técnica de impacto de elétrons que resulta em um
espectro dos ions da molécula separados com base na razdo massa/carga (m/z). O
evento mais comumente observado em um espectro de massas € a remoc¢ao de um

elétron da molécula isolada, formando o ion molecular.

A medida do ESI-MS do ligante tacn'Pr, foi realizada em acetonitrila e foi
observado um pico de maior intensidade com razdo m/z = [214,17]", correspondente
ao ion da espécie protonada. Nao foram observados is6topos de menor abundancia.
A distribuicdo isotopica do ligante foi simulada pelo software “Mmass” e 0s picos
foram coincidentes com os valores experimentais, apresentando um valor de erro

aceitavel para o método utilizado (Figura 11).
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Figura 11 - Espectro de massas do ligante tacn'Pr, em CHsCN.
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5.2. Caracterizacdo do complexo de Cu(ll)

5.2.1. Espectroscopia naregido do infravermelho (1V)

A interpretacdo do espectro na regido do IV se mostrou bastante util no
acompanhamento inicial da formacdo do complexo. Correlacionando o espectro do
ligante livre e do complexo, foi possivel observar as principais bandas e seus
respectivos deslocamentos quando da formacéao do complexo de Cu(ll). Na Tabela 3
sdo observadas as principais bandas e atribuicbes para o complexo e o ligante,
enquanto que na Figura 12 encontra-se o espectro. O principal indicio de que houve

a formac&do do complexo é o aparecimento de novas bandas abaixo de 1500 cm™ e
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o deslocamento das bandas em comum com o ligante, resultantes da nova interacéo

entre o ligante e o metal.

Observa-se a ocorréncia de um deslocamento da banda referente ao estiramento
da ligacdo N-H, onde ocorre a coordenacdo do metal, para um valor menor de
energia, pois 0 metal é um &cido de Lewis e diminui a densidade eletrdnica das
ligacdes no ligante.

Tabela 3 - Principais bandas e suas respectivas atribuicdes em cm™, dos espectros no infravermelho do

ligante tacn'Pr; e seu complexo de Cu(ll).

Atribuicéo tacn'Pr; Complexo Cu(ll)
v (N-H) 3365 3237
v (C-Hierc) 2963 2967
5 (N-H) 1651 1640
v (C-Ha) 2980-2757 2940-2855
S (C-Hierc) 1387-1380 1393-1380
v (C-N) 1098 1102

Figura 12 - Espectro de IV do complexo de Cu (Il)
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5.2.2. Difratometria de Raios-X

A estrutura cristalina do complexo foi obtida através da analise de difracdo de
raios X por monocristal. Os dados cristalograficos obtidos estdo sumarizados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Dados cristalograficos obtidos para o complexo de Cu (lI).

Temperatura (K) 200(2)
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P21/n
a 12.6887(5) A
b 7.1522(3) A
c 18.9367(9) A
o 90°
B 102.238(2)°
Y 90°
Volume, A® 1679.49(13) A’

O complexo cristaliza na forma de monocristais verdes, sendo que sua
estrutura cristalina corresponde ao complexo mononuclear de carga neutra
[Cu(tacn'Pr,)Cl,]. Os principais comprimentos e angulo sdo apresentados na Tabela
5.

A analise revelou que o ion Cu (Il) encontra-se pentacoordenado a trés
atomos de nitrogénio do ligante e dois anions cloreto em uma geometria piramide de
base quadrada (Figura 13). Para confirmar o tipo de geometria, foi empregada a
equacao descrita por Addison et al, aplicavel a complexos pentacoordenados, a qual
define um indice estrutural T = (B - a)/60, onde t representa o grau de trigonalidade
da geometria, B € o maior angulo e o 0 segundo maior angulo na esfera de
coordenacdo do metal. Segundo esta equacdo, uma geometria piramide de base
quadrada perfeita é caracterizada por T = 0 e uma bipiramide trigonal perfeita por t =

1. O complexo possui Tt = 0,20, concordante com uma geometria piramide de base
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guadrada distorcida. A distorgdo observada na estrutura do complexo ocorre em

funcdo de um pronunciado efeito Jahn-Teller observado em sistemas d° como o do
Cu (1B,

Figura 13 - Representacdo da estrutura molecular do complexo [Cu(tacniPrz)Clz], com esquema de

numeracéo dos atomos.

C43

Tabela 5 - Principais comprimentos (A) e angulos (°) de ligacdo para o complexo [Cu(tacniPrz)Clz].

Cu(1)-N(7) 2,0252(18)
Cu(1)-N(1) 2,1772(18)
Cu(1)-N(4) 2,2179(17)
Cu(1)-CI(1) 2,2667(6)
Cu(1)-CI(2) 2,3028(6)
N(7)-Cu(1)-N(2) 82,13(7)
N(7)-Cu(1)-N(4) 82,74(7)
N(1)-Cu(1)-N(4) 85,82(6)
N(7)-Cu(1)-CI(1) 176,08(6)
N(1)-Cu(1)-CI(1) 96,50(5)
N(4)-Cu(1)-CI(1) 93,51(5)
N(7)-Cu(1)-CI(2) 87,94(6)
N(1)-Cu(1)-CI(2) 145,55(5)
N(4)-Cu(1)-CI(2) 125,63(5)

CI(1)-Cu(1)-CI(2)

95,20(2)
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5.2.3. Espectrometria de massas (ESI-MS)

A principal caracteristica observada no espectro de massas € a pequena
fragmentacéo, a qual permite identificar o ion molecular e as espécies mais estaveis

frente a processos de ionizacao.

O espectro de massas experimental do complexo e sua respectiva
distribuicdo isotdpica simulada estdo apresentados na Figura 14. O pico de maior
intensidade representa o pico base (100%), possui razdo m/z = [311,11]%, e este
valor é atribuido ao complexo [Ci2H26CICUN3]". O espectro de massas mostra
também is6topos de menor abundancia, dentre eles um pico com uma abundéancia
relativa de 32% e razdo m/z = 659,60, indicando a presenca de uma espécie
dimérica de formula C4Hs4Cl3CuzNg. O espectro de massas mostrou também que,
na espécie dimérica, aconteceu a reducdo de um dos cobres (Cu(ll) = Cu(l)),
resultando num composto de carga neutra. As distribuicfes isotopicas, tanto do
mondmero quanto do dimero, foram simuladas pelo software “Mmass” e todos os

picos foram coincidentes com os valores experimentais.

Figura 14 - Espectro de massas experimental do complexo de Cu (lI) em CH3CN.

g

Experimental
Teérico

100

$

Intensidade Relativa (%)
28
z

80

Tala N

) N Cu
1

+ 310 311 312 313 3 315 316 317 cl
miz

60 - Y

S
©
=
m u
TLJ N/\/N ExPe_rimental 7
9 i 7/ \/\N - Teodrico HN\/\ /<
(8] 51:/ N/\/N
S 40 £ =N
° ] “g ¢
c 3 15
2 3
2 - g 10
20 + , | J\ M Jﬂ An
miz
O l J " ha _L_ i ~ lﬂ |
T T T T T T T T T T T
200 300 400 500 600 700



40

5.2.4. Condutimetria

A condutividade elétrica tem sido usada na caracterizacdo de compostos de
coordenacdo em solventes organicos, sempre se levando em consideragao
propriedades como viscosidade e constante dielétrica do solvente. A condutividade,
que é o inverso da resisténcia, depende da concentracdo e da natureza das varias
espécies quimicas presentes na solucao.

A medida de condutividade molar do complexo foi efetuada a partir de uma
solucado de concentracdo 1 x 10 mol L™, a 25°C, em acetonitrila. O valor obtido para
a condutividade molar (Am) foi de 26,84 Q™ mol* cm? No entanto, nada se pode
concluir, pois o valor obtido pode ser referente a uma mistura das espécies dimérica

e monomérical*®l,

5.2.5. Espectroscopia eletrénica naregido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis)

O comportamento espectroscopico na regido do UV-Vis do complexo foi
estudado utilizando-se como solventes acetonitrila seca e acetonitrila/agua 1:1. Os

espectros eletronicos obtidos estdo mostrados na Figura 15.

Figura 15 - Espectros eletrénicos do complexo: (a) Medida em CHsCN seca; [complexo] = 2,30x10™ mol
L™. (b) Variagdo da concentrag&o de complexo para calculo de absortividade molar (g), em CHs;CN seca.
(c) Medida em CHsCN seca versus CHsCN/H,O 1:1; [complexo] = 3,00x10™ mol L™
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As transi¢cdes eletrbnicas ocorridas em complexos de metais de transicéo
podem ser de diferentes tipos: transicOes internas d-d, transicbes de transferéncia
de carga ligante-metal ou metal-ligante e, ainda, podem ocorrer transi¢cdes do tipo
intra-ligante, que pertencem aos grupos organicos cromoforos do ligante. Cada
transicdo possui valores caracteristicos de absortividade molar (€) e, por exemplo,
fica muito facil distinguir entre uma banda de transi¢cdo d-d (pequeno €) e uma banda
de transferéncia de carga (grande &),

As intensidades relativas das bandas de absorcdo sao governadas por uma
série de regras de selecdo. Com base na simetria e na multiplicidade de spin de
estados eletrénicos fundamentais e excitados, duas dessas regras se destacam: (i) a
regra de selecdo de Laporte ou de paridade, a qual afirma que transi¢cdes de estados
de mesma paridade (orbitais de mesma simetria) sdo proibidas; e (ii) a regra de
multiplicidade de spin, que diz que transicbes entre estados de diferentes
multiplicidades de spin ndo sdo permitidas. Essas regras parecem excluir a maioria
das transicbes eletrbnicas para complexos de metais de transi¢cdo, no entanto,
existem alguns mecanismos pelos quais tais regras podem ser relaxadas, como por
exemplo: (i) as ligacdes em complexos de metais de transi¢cdo, assim como todas as
ligacBes quimicas, sdo submetidas a vibracdes que podem alterar temporariamente
a sua simetria e, como consequéncia, a regra de selecdo de Laporte pode ser
relaxada (este fendmero é chamado de acoplamento vibrénico); e (ii) através do
acoplamento spin-6rbita, que tem o efeito de “misturar os estados”, a regra de
selecao de multiplicidade de spin pode ser parcialmente relaxada®?.

As propriedades eletronicas dos complexos de Cu(ll) sdo fortemente
influenciadas pela estereoquimica e muito se pode inferir a respeito da esfera de

coordenacdo e da geometria da molécula a partir de espectros eletrénicos. O ion
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livre Cu(ll) possui configuracéo d®°, com nove elétrons distribuidos em cinco orbitais d
degenerados que, quando submetidos a influéncia de um campo ligante, sofrem
desdobramento em diferentes niveis de energia (Figura 16). A energia de
desdobramento desses orbitais é fortemente influenciada pela natureza dos ligantes
(série espectroquimica) e pela geometria de coordenacado do centro metalicol®?.

Complexos de Cu(ll) em ambiente octaédrico normalmente apresentam
estereoquimicas altamente distorcidas, caracteristica de moléculas nao lineares com
estados eletrénicos degenerados, que tendem a sofrer distorcdo com o intuito de
diminuir a simetria da molécula e reduzir a degenerescéncia (distor¢cdo Jahn Teller).
Nesses casos, 0s espectros eletrbnicos podem apresentar até trés transicdes, as
qguais muitas vezes aparecem encobertas em uma Unica transicdo alargada na
regido de 600-700 nm. Complexos de Cu(ll) pentacoordenados normalmente
encontram-se em duas categorias de geometria: piramidal de base quadrada e
bipiramide trigonal. Os espectros eletrénicos de complexos piramidais de base
guadrada mostram tipicamente uma banda de absor¢cdo mais intensa em alta
energia (menor L) e uma menos intensa (ombro) em menor energia. De maneira
contraria, os espectros de complexos bipiramides trigonais sao caracterizados por
uma banda menos intensa em mais alta energia e uma outra de maior intensidade
em menor energia®*%,

Como pode ser observado na Figura 15, o espectro do complexo em solucéo
de acetonitrila seca é caracterizado por apresentar duas bandas bem definidas em
Amax. = 680 nm (¢ = 96,491 L mol™ cm™) e Ama. = 460 nm (e = 366,48 L mol™ cm™),
ambas atribuidas a transicfes do tipo d-d. Além disso, o espectro mostra uma banda
em Amax. = 350 nm, que aparece na forma de um ombro parcialmente encoberto por
bandas intra-ligante (~ 280 nm) e outra banda (também na forma de ombro) em Amax.
= 515 nm. Estes resultados sdo compativeis com a estrutura de raios X obtida para
este complexo, a qual apresenta o centro de Cu(ll) em um ambiente piramide de
base quadrada.

Na figura 15c observa-se também uma sobreposi¢cdo dos espectros obtidos
utilizando os solventes acetonitrila seca e acetonitrila/agua 1:1. Nota-se que em
meio aquoso Vé-se apenas uma transicdo alargada em Ama. = 650 nm, indicando
uma geometria tetragonal, piramide de base quadrada ou octaédrica. Devido a

labilidade dos ions cloreto, quando em solugdo o complexo sofre influéncia do
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solvente e moléculas de 4gua passam a ocupar as posi¢cdes de coordenacao livres

no Cu(ll), inferindo-se que uma a trés moléculas de 4gua devem estar completando
a esfera de coordenacgao do metal.

Figura 16 - Desdobramento dos orbitais d em fun¢do do campo ligante.
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5.2.6. Eletroquimica

O comportamento eletroquimico do complexo foi investigado através da
técnica de voltametria ciclica. Os potenciais redox foram referenciados ao eletrodo
normal de hidrogénio (ENH) pelo uso do eletrodo de referéncia Ag/Ag”.

Os voltamogramas ciclicos para o complexo de cobre foram realizados em
acetonitrila seca e em metanol, buscando observar o comportamento redox da
espécie em diferentes solventes.

Nas medidas realizadas em acetonitrila seca (Figura 17) observou-se
primeiramente a presenca de um processo semi-reversivel com Ei, = +484 mV,
atribuido tentativamente a reducéo Cu(Il)Cu(ll) > Cu()Cu(ll) da espécie dimérica, a
gual aparece com um dos centros metalicos reduzidos no espectro de massas. Além
disso, aparece também um processo quasi-reversivel em -402 mV, o qual foi

atribuido por comparacdo com a literatura, ao processo redox Cu(ll) = Cu(l) da
espécie monomérical?*.
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Figura 17 — Voltamogramas ciclicos registrados para o complexo [Cu(tacn'Prz)Clz]. [Complexo] = 1 x 107
mol L™. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo; eletrodo auxiliar: platina; eletrodo de referéncia: Ag/AgCl;

eletrdlito de suporte: TBAPFs. Solvente: CH3;CN seca. pH aparente = 7,0.

35

30
| 150mV/s
25

20 -
15 1 cu'cu"-cu'cd”

104

i (WA)

.15 4

T T T T T T T T T T
1000 800 600 400 200 0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200

E(mV) vs ENH

Ja nos voltamogramas obtidos em solugcédo de metanol (Figura 18), observa-
se dois processos irreversiveis: o primeiro em +60 mV, atribuido tentativamente ao
processo Cu(I)Cu(ll) > Cu(l)Cu(ll) da espécie dimérica; e 0 segundo em -257 mV
atribuido por comparacées com a literatura ao processo redox Cu(ll) - Cu(l) da
espécie monomeérica [Cu(L)(H.0)(H20)], formada apds a troca dos ligantes cloreto

por ligantes aquo em solugdo de metanol®?4,
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Figura 18 - Voltamogramas ciclicos registrados para o complexo [Cu(tacn'Pr2)Clz]. [Complexo] = 1 x 10
mol L. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo; eletrodo auxiliar: platina; eletrodo de referéncia: Ag/AgCl;
eletrélito de suporte: TBAPF6. Solvente: MeOH.
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5.2.7. Testes iniciais de reatividade

Com o objetivo de verificar uma possivel atividade catalitica analoga as
catecol oxidases e nucleases, foram realizados alguns estudos cinéticos iniciais
frente a substratos modelos de hidrélise e oxidacdo, cujos resultados seréo
apresentados nesta secao. Considerando que os testes sdo apenas iniciais, sem a

realizacao de triplicatas, ndo seréo calculados os respectivos erros experimentais.
5.2.7.1. Estudos de reatividade frente ao substrato modelo 2,4-bdnpp

A ligacado fosfodiéster apresenta-se como uma das ligagcbes mais estaveis
encontradas na natureza, fato este que faz com que os estudos relacionados a
catalise biomimética dessas ligacdes recebam grande atencdo. A obtencdo de uma
melhor compreensao da funcéo especifica dos ions metalicos em sistemas sintéticos
pode ndo s6 ajudar no desenvolvimento de hidrolases sintéticas mais eficientes, mas
também proporcionar um conhecimento mais profundo do papel dos metais em

nucleases naturais e peptidasest>>>%.
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Hendry et al propuseram algumas bases para o desenvolvimento de
complexos metélicos capazes de agir como hidrolases na clivagem das ligacdes P-
0, sendo elas: (i) dois sitios labeis cis-orientados; (ii) reducédo do pK, das moléculas
de &gua; (iii) ativacdo do substrato através do ataque nucleofilico e/ou estabilizacdo
do estado de transicao; e (iv) liberacdo dos produtos em uma velocidade razoavel.
Tendo em vista tais requisitos, o complexo de cobre obtido com o ligante tacn'Pr,
apresenta-se como um potencial catalisador desta reacdo, sendo que os ions cloreto
aparecem cis-orientados na molécula®®"!.

O diéster 2,4-bdnpp foi escolhido como substrato para esses estudos por
tratar-se de um fosfato bastante reativo, devido a presenca de grupos substituintes -
NO, nas posicoes 2 e 4 dos anéis fenilas (Figura 19). Substratos ativados tém sido
empregados pelo fato de que diésteres de fosfato simples (ndo ativados), em geral,
sdo extremamente pouco reativos devido as reacdes de hidrélise serem altamente

sensiveis a basicidade do grupo abandonador®®!,

Figura 19 - Representacdo esquematica da hidrélise do 2,4-bdnpp na presenga de um catalisador.
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5.2.7.1.1. Efeito do pH na reacéo de hidrolise do 2,4-bdnpp

Com o intuito de encontrar o pH de maxima atividade e o pK, cinético, foram
realizados estudos do efeito do pH para a reacdo de hidrélise do substrato 2,4-
bdnpp promovida pelo complexo [Cu(tacn'Pr,)Cly].

A atividade hidrolitica do complexo foi investigada em uma faixa de pH entre
6,0 — 10,5 para um sistema com excesso de complexo. Levando em consideracgéo a
presenca da espécie dimérica em solucdo, a qual ndo é cataliticamente ativa em

reacdes de hidrélise, a presenca de excesso de complexo na reacdo foi uma
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tentativa de anular o efeito que a espécie inativa pode causar ao estudo cinético,
considerando estudos ja reportados na literatura onde os testes sem o excesso de

complexo se mostraram pouco conclusivos??

. A Figura 20 mostra o gréfico das
velocidades iniciais (Vo) em funcdo dos diferentes valores de pH, onde € possivel
observar duas regides onde a velocidade praticamente independe do pH e uma
regido intermediaria a qual sofre forte influéncia do aumento do pH. Considerando o
perfil sigmoidal dos dados obtidos, eles foram tratados pelo modelo de Boltzmann,
de maneira que o ponto de inflexdo da curva deve fornecer o pK, cinético, que neste
caso teve um valor de 8,5.

Normalmente considera-se 0 pK, cinético como o pH onde metade das
espécies monoméricas contém uma agua coordenada e um hidroxido coordenado,
ou seja, a espécie cataliticamente ativa (Equacao 1) formada a partir da troca dos
ligantes cloreto (bastante labeis) por ligantes aquo em solugcédo aquosa. No entanto,
deve ser levado em consideracdo que devido a presenca do equilibrio monémero-
dimero, o pK, cinético obtido ndo é exatamente relacionado a desprotonacao da
primeira molécula de agua. Este valor € resultante dos multiplos equilibrios
dependentes do pH envolvendo a espécie mononuclear e a espécie binuclear®.

[Cu(L)(H20)2] S [Cu(L)(H20)(OH)]" + H" (Equagéo 1)

Figura 20 - Dependéncia da velocidade de reacdo do complexo tanc'Pr,-Cu-Cl, com o substrato modelo
2,4-bdnpp sobre o pH. Condicées: [Complexo] = 6,67 x 10 mol L™; [2,4-bdnpp] = 2,00 x 10° mol L™;
[Tampdes] = 6,67 x 10° mol L™; T = 50°C; solug&o de CHsCN.
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5.2.7.1.2. Efeito da concentragéo do substrato na reacdo de hidrdlise do 2,4-bdnpp

A dependéncia da velocidade de reacao de hidrélise do 2,4-bdnpp promovida
pelo complexo [Cu(tacn'Pr,)Cl,] com a concentracéo do substrato foi investigada em
pH 9,0. Os dados foram tratados de acordo com o modelo de Michaelis-Menten,
uma vez que a curva apresentou um perfil de saturacdo, o qual pode ser observado
na Figura 21. Pode-se observar que inicialmente a velocidade de clivagem aumenta
de forma linear com o aumento da concentracdo de 2,4-bdnpp, mas gradualmente
desvia da linearidade e tende a atingir uma curva de saturacdo. Os parametros
cinéticos foram obtidos a partir do tratamento nédo linear da curva e estes encontram-
se na Tabela 6, juntamente com parametros de complexos reportados na literatura

como possiveis modelos para nucleases/hidrolases.

Figura 21 - Dependéncia da velocidade da reacdo de hidrolise com a concentragdo do substrato 2,4-
bdnpp. Condi¢des: [Complexo] = 1,67 x 10° mol L™; [2,4-bdnpp] = 2,00 x 10* a 8,00 x 10 mol L™;
[Tampé&o] = 6,67 x 10°mol L™; T =50°C; pH = 9,0; soluc&o de CHsCN.

1,4x10°

1,2x10°
1,0x10°
8,0x10™

6,0x10™

v, (Lmol” s™)

4,0x10™

2,0x10™

0,0 4

-2,0x10™°

T T T T T T T T T T T T T T
0,0000 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,0010 0,0012 0,0014
[2,4-bdnpp] (mol L™

Tabela 6 — Comparac¢ao dos parametros cinéticos para a reacdo de hidrdlise do 2,4-bdnpp pelo complexo

[Cu(tacn'Pr,)Cl;] com outros complexos da literatura reportados por Scarpellini et al.

Vmax KM kcat Ec Kass
Complexo (Lmol*s™  (molL™ (s (L mol* (mol™L)
s

[Cu(tacn'Pr,)Cly] 1,99 x10° 6,78x10% 1,19x10* 0,18 1.475
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[Cu(HISMIMICL,]*"  1,64x10° 1,73x10° 3,28x10* 0,02 58

[Cu(HISMIMA)CI,J®Y 7,02 x10° 3,03x10° 1,40x10* 0,05 330

Ao correlacionar os parametros cinéticos obtidos para a reacdo de hidrdlise
do 2,4-bdnpp pelo [Cu(tacn'Pr,)Cl,] com alguns complexos mononucleares de cobre
jA reportados, é possivel observar que o complexo contendo o ligante facial
(tacn'Pr,) apresentou eficiéncia catalitica maior que os compostos reportados por
Scarpellini et al. Neste sentido, os ligantes faciais apresentam uma estrutura mais
favoravel para acomodar o centro metalico de forma a estabilizar o estado de
transicdo de anel de quatro membros gerado pelo ataque nucleofilico intramolecular
(Figura 22). Além disso, levando-se em consideracdo o valor elevado da constante
de associacdo (Kass) do complexo com o ligante tacn'Pr, quando comparada com os
valores obtidos para os complexos reportados por Scarpellini et al, é possivel
perceber que o complexo [Cu(tacn'Pr,)Cl,] apresenta maior afinidade pelo substrato
2,4-bdnpp?*.

Com base em resultados obtidos a partir de varios complexos de Co(lll), foi
proposto por Chin et al que quanto maior o angulo X-M-X (onde X = atomo cis-
orientados), maior sera a estabilidade do estado de transicdo com um anel de quatro
membros, o qual é formado na reacdo de hidrdlise pelo ataque intramolecular do
hidroxido ligado ao metal (Figura 22). Portanto, quanto menor o angulo X-M-X,
melhor seria a eficiéncia catalitica do complexo, devido a proximidade do nucledfilo
ao sitio de ataque!*>%,

Levando-se em consideracao tal proposta e outros complexos com ligantes
conhecidos na literatura, pode-se observar que ligantes com coordenacao facial
(daza, AAZ e tacn) diminuem o angulo entre os dois ions halogénio na molécula
guando comparado com ligantes de coordenacdo no plano equatorial (HISMIMI e
HISMIMA). Nesse caso, espera-se que complexos com ligantes faciais tenham
maiores atividades cataliticas, como pode-se observar na Tabela 71?2

No entanto, foi reportada uma falta de correlacdo deste efeito por Hegg et al e
Scarpellini et al ao estudarem uma série de complexos de Cu(ll) com ligantes
macrociclicos. Foi racionalizado que o nucleo X-M-X é significativamente mais facil
de ser deformado em complexos de Cu(ll) do que em complexos de Co(lll). Além
disso, foi proposto que o equilibrio dimero-monémero deve ter um papel chave,

embora ndo de responsabilidade direta, pelas diferencas de reatividade desses
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compostos, atuando em conjunto com outros fatores (acidez de Lewis, geometria e
flexibilidade conformacional do complexo), corroborando a ideia de que mudancas

sutis nas estruturas dos complexos podem influenciar diretamente nas suas

atividades cataliticas?**Y,

Figura 22 - Formacdo do estado de transicdo com anel de quatro membros proposto para a reagcédo de

hidrolise de substratos modelos!*®.
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Tabela 7 - Correlacdo dos angulos de ligagcdo X-M-X com complexos analogos.

Complexo Cl-M-CI (A)
[Cu(tacn'Pr,)Cly] 95,20
[Cu(AAZ)CI,)*! 94,83

[Cu(Hdaza)Cl,]*?! 95,54
[Cu([9]aneN3)Cl,]@H! 94,23
[Cu(HISMIMI)CI,]#4! 103,22
[Cu(HISMIMA)CI,]** 100,23

@ aneNs = tacn

5.2.7.1.3. Efeito da concentracdo do complexo na reacao de hidrélise do 2,4-bdnpp

Com o intuito de determinar a ordem da reacdo em relacdo ao complexo,
foram realizados estudos cinéticos de dependéncia da velocidade com a
concentracdo do complexo. O experimento foi realizado em pH 9,0 e os dados de vy
versus concentracdo do complexo foram tratados utilizando o modelo de Michaelis-
Menten (Figura 23) e os parametros cinéticos obtidos podem ser observados na
Tabela 8.
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Figura 23 - Dependéncia da velocidade da reacédo de hidrélise do 2,4-bdnpp com a concentragdo do
complexo tacn'Pr,-Cu-Cl,. Condicdes: : [Complexo] = 1,67 x 10 a 7,50 x 10 mol L™; [2,4-bdnpp] = 3,33 x
10°® mol L™"; [Tamp&o] = 6,67 x 10° mol L™*; T = 50°C; pH = 9,0; solug&o de CH3CN.
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Tabela 8 - Parametros cinéticos para a reacao de hidroélise do 2,4-bdnpp pelo complexo tacn'Pro-Cu-Cl,
em pH 9,0, obtidos a partir de estudos de efeito da concentragdo do complexo na velocidade de reacéo.

Vmax KM k1/2 Ec Kass
(L molts™ (mol L™ (mol*?LY*2 s> (L mol*s™ (mol™ L)
D)
2,43 x10°® 9,58 x 10 1,20 x 10 7,62 1.044

O grafico da constante de velocidade (kos) €m funcdo da concentracdo do
complexo (Figura 24) mostra um comportamento nao-linear, onde foi obtida uma
curva com perfil de saturacdo. Tal comportamento nao-linear tem sido observado
para outros complexos mononucleares de Cu(ll) e demonstrado ser referente a
existéncia de um equilibrio monémero-dimero, onde o mondémero [Cu(L)(OH.)(OH)]"
€ a espécie cataliticamente ativa. Este comportamento tem sido tratado como uma
dependéncia de meia-ordem da velocidade da reacdo de hidrolise com relacédo ao
complexo!34043],

Os dados foram linearizados através do grafico de kqys versus a raiz quadrada
da concentragdo do complexo. Uma equacdo de velocidade de meia-ordem

(Equacéo 2) foi deduzida por Deal et al para esse tipo de sistema®¥:
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I<ass
— -
~—

LCu + OPO(OR)(OR’) LCu-OPO(OR)(OR)

kca
LCu-OPO(OR)(OR’) —< "OR + 20P0O,(OR’)

[LCu] = (-0,5+ (2K, [Cu,])"?
2Kf

[LCiu] =

,_dIOR] _ (05 (2K, [Cu])

Equacao 2
ot 2K, 1 (Equacao 2)

k= Keat . Kass . ['OPO (OR) (OR')]

Onde [LCu] = concentracdo do mondmero reativo, [Cur] = concentragao total

de cobre e K; = constante de equilibrio monémero-dimero.

A partir dessa equacao € possivel encontrar uma constante de formacao do
dimero (Kr) e uma constante de primeira ordem (k) a partir dos dados cinéticos. Foi
obtido um valor de 1601L mol™ para a constante de formacéo do dimero (K;) e uma

constante de primeira ordem de 2,54 x 10 s™ (k).

Hegg et al concluiram, ao estudar diferentes ligantes triaminas ciclicas
(Cu(]9]aneN3), Cu([10]aneN3) e Cu([11]aneN3)), que existe uma correlacdo entre o
valor de K; e a constante k, indicando que o equilibrio monémero-dimero é um fator
determinante na velocidade de hidrélise do 2,4-bdnpp. A velocidade da reacédo de
hidrolise aumenta na medida em que K: diminui (e maior € a concentracdo do
mondmero reativo). Além disso, foi observada uma relacdo inversa entre o pKj
cinético registrado e a constante de formacdo, de forma que quanto maior a

constante de formacado, menor seria 0 pKa*Y.
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Figura 24 - Dependéncia dataxa de hidrolise (kobs) do 2,4-bdnpp com a concentragdo do complexo.
Condigdes: : [Complexo] = 1,67 x 10* a 1,00 x 10° mol L™; [2,4-bdnpp] = 3,33 x 10° mol L™"; [Tampao] =
6,67 x 10° mol L™; T = 50°C; pH = 9,0; solucdo de CHsCN.
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5.2.7.2. Estudos de reatividade frente ao substrato modelo 3,5-dtbc

Com o intuito de compreender como um sitio ativo, aparentemente especifico
para uma determinada funcéo, poderia apresentar atividade promiscua, tém sido
reportados uma série de estudos sobre complexos que apresentam esta atividade
multifuncional. No entanto, tais experimentos ainda sdo escassos na literatura. Um

exemplo de complexo com comprovada promiscuidade catalitica é o [Fe"

(u-
OAc),Fe"|(Cl0,4).H,0, reportado por Neves et al, o qual apresenta atividade de
clivagem de ligacdes fosfodiéster em substratos modelo (como o 2,4-bdnpp) e no
DNA, além de apresentar atividade frente a reacdo de oxidacdo do substrato 3,5-
dtbct*#29),

Assim, experimentos cinéticos foram realizados para investigar a capacidade

do complexo [Cu(tacn'Pr,)Cl,] de promover a oxidagao do substrato modelo 3,5-di-
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terc-butilcatecol (3,5-dtbc). A reacdo de oxidacdo deste substrato apresenta como
produto a 3,5-di-terc-butilquinona (3,5-dtbqg), a qual apresenta uma banda de ¢ =
1645 L cm™ mol™® em 400 nm (Figura 25). Este substrato é considerado adequado
para o estudo por apresentar um baixo potencial redox, o que facilita a formacgéo da
3,5-dtbq, além dos seus substituintes volumosos impedirem que ocorram reacdes

como a abertura do anel formado durante a reagao®4*44,

Figura 25 - Oxidagéo do 3,5-dtbc na presenca de O,.

OH O

+ 0, Catalisador

Y

OH o}

3,5-dtbe 3,5-dtbq

5.2.7.2.1. Efeito do pH na reacao de oxidacéo do 3,5-dtbc

Assim como nos estudos de reacao de hidrélise, o estudo do efeito do pH na
reacdo de oxidacao € realizado com o intuito de determinar o pH 6timo da reacéo,
bem como obter o valor do pKj, cinético.

O estudo foi realizado em uma faixa de pH entre 4,0 — 10,0 e o grafico obtido
a partir dos dados de velocidade versus pH apresenta duas regibes onde a
velocidade praticamente independe do pH e uma regido fortemente influenciada pelo
aumento do pH (Figura 26). Os dados foram tratados com o modelo de Boltzmann,
de maneira que o ponto de inflexdo da curva fornece o pKj cinético da reacédo, que
neste caso tem valor 7,5. Neste caso o0 pK, cinético obtido pode ser resultante dos
multiplos equilibrios dependentes do pH envolvendo a espécie mononuclear e a

espécie binuclear ou estar relacionado com a desprotonac¢éo do substrato 3,5-dtbc.
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Figura 26 - Dependéncia da velocidade de reagéo do complexo tanc'Pro-Cu-Cl; com o substrato modelo
3,5-dtbc sobre o pH. Condicdes: [Complexo] = 3,33 x 10° mol L™; [3,5-dthc] = 3,33 x 10° mol L™Y;
[Tampdes] = 6,67 x 10° mol L™; T = 25°C; solug&o de MeOH.
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5.2.7.2.2. Efeito da concentracdo do substrato na reacdo de oxidacao do 3,5-dtbc

Uma vez que a reacdo de oxidacdo do substrato modelo 3,5-dtbc pelo
complexo estudado se mostrou dependente do pH, foram realizados estudos
cinéticos no pH 6timo da reacéo (8,5), com o intuito de obter os parametros cinéticos
da reacdo.

Na Figura 27 encontra-se o grafico das velocidades iniciais (Vo) em funcao da
concentracdo de substrato, cujos valores foram tratados com o modelo de Michaelis-

Menten devido ao perfil de saturacdo apresentado pela curva. Os parametros
cinéticos obtidos encontram-se na Tabela 9.
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Figura 27 - Dependéncia da velocidade da reacdo de oxidagédo com a concentrag&o do substrato 2,4-
bdnpp. Condigdes: [Complexo] = 1,67 x 10° mol L™; [3,5-dtbc] = 5,00 x 10 a 3,00 x 10° mol L™; [Tampéo]
=6,67 x 10° mol L™; T = 25°C; pH = 8,5; solug&o de MeOH.
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Tabela 9 - Comparacédo dos parametros cinéticos para a reagdo de oxidacao do 3,5-dtbc pelo complexo
[Cu(tacniPrz)Clz] com outros complexos da literatura.

Vmax Kwm Kcat Ec Kass
Complexo (L molts™ (mol L™ (s™h (L mol* (mol™L)
sh
[Cu(tacn'Pr,)Cly] 1,61x107 1,68x10° 9,64.10° 5,74 595,24
[Cu(Hbpaa-CH3)CI]* (9,18 (3,50 0,031 8,95 288,3
1221 +0,58) +0,33) + + +
x 10”7 x 103 0,21 0,98 27,18
[Cu(Hbpaa-H)CI]* #% (9,99 (4,56 + 0,034+ 7,63+ 2254+
. 0,75) x 103 0,05 1,15 37
0,15) x 107
558x107 2,66 x107 0,023 8,75 375,23

[Cuz(HLy)(u-OAC)H

Os parametros cinéticos obtidos (Tabela 9) mostraram uma boa reatividade
do complexo frente & reacdo de oxidagdo do substrato 3,5-dtbc, apresentando uma

eficiéncia catalitica de 5,74 L mol™ s™. Ao correlacionar o complexo em estudo com
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complexos de cobre reportados na literatura como possiveis modelos para catecol
oxidase, é possivel perceber que o [Cu(tacn'Pr,)Cl,] apresenta boa eficiéncia
catalitica, mas ndo melhor do que outros complexos mononucleares reportados por
Chaves e o complexo binuclear reportado por Osorio. Esta diferenca na reatividade
pode estar relacionada com a presenca do equilibrio mondmero-dimero, que ja

provou ser fator determinante também na catalise hidrolitica de ligacdes P-O!"84¢,

Considerando os resultados obtidos na eletroquimica, a provavel espécie
cataliticamente ativa para a reacdo de oxidacdo € a espécie dimérica, que
apresentou maior facilidade de reducdo de um dos centros metalicos. No entanto,
gualquer proposta neste sentido torna-se bastante especulativa devido a pouca
investigacao realizada neste trabalho com relagcéo a reacédo de oxidacao e ao fato de
gue a espécie dimérica néo foi isolada. Aléem disso, os valores de potencial redox
nas medidas de voltametria ciclica foram atribuidos tentativamente com base em
sistemas analogos encontrados na literatura, ndo sendo, portanto, inegavelmente
corretos. Mais estudos devem ser realizados com o intuito de ajudar a esclarecer
gual é de fato a espécie cataliticamente ativa, tais como experimentos de efeito da
concentracdo do complexo na velocidade da reacdo e estudos de EPR em solucéo

na presenca do substrato 3,5-dtbc.
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6. CONCLUSOES

Os ligantes precursores eg-ts,, deta-tss, tacn-ts; e tacn-ts, assim como o ligante
final tacn'Pr,, foram sintetizados com a obtencdo de bons rendimentos e com o grau
de pureza adequado. A formacao do ligante e de seus precursores foi constatada
através da caracterizacdo por espectroscopia na regido do infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e, no caso do ligante final, também por

espectrometria de massas.

A partir do ligante tacn'Pr, sintetizou-se um complexo de Cu(ll),
[Cu(tacn'Pr,)Cl,], o qual teve sua estrutura de raios X resolvida e foi caracterizado
por técnicas espectroscopicas e eletroquimicas. A geometria de coordenacéo
observada para o complexo obtido foi de piramide de base quadrada distorcida. As
analises de espectrometria de massas e voltametria ciclica indicaram a presenca de

um equilibrio entre as espécies monomérica e dimérica em solucao.

Estudos iniciais de reatividade do complexo [Cu(tacn'Pr,)Cl,] frente & hidrélise
do substrato 2,4-bdnpp registraram um pKj, cinético de 8,5 ao ser analisado o efeito
do pH na velocidade de reacdo. Este pK, ndo diz respeito exatamente ao pK, de
desprotonacdo de uma agua coordenada ao metal, mas resulta de multiplos
equilibrios dependentes do pH envolvendo a espécie mononuclear e a espécie
binuclear. Foi observada nesses estudos de reatividade uma dependéncia de meia-
ordem com relacdo ao complexo e de primeira ordem com relagcdo ao substrato.
Constatou-se, a partir de experimentos iniciais de reatividade, que o complexo
[Cu(tacn'Pr,)] apresenta boa eficiéncia catalitica na clivagem da ligacdo P-O e
também maior afinidade com o substrato quando comparado com complexos de

ligantes abertos reportados na literatura.

Os resultados obtidos pelo complexo em estudos iniciais de oxidacdo do
substrato 3,5-dtbc demonstraram que o0 composto apresenta promiscuidade
catalitica, apresentando boa atividade (E. = 5,74 L mol™® s™) também na catélise
oxidativa de catecdis. No entanto, é bastante dificil definir qual a espécie
responsavel por esta reacdo, considerando o equilibrio dimero-monémero presente

em solugéo.
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