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RESUMO

Os ésteres de fosfato estdo presentes em diversas estruturas bioldgicas
relevantes, inclusive na molécula de DNA, exercendo uma funcdo estrutural
importante para a estabilidade da molécula. Em condi¢Bes bioldgicas, os ésteres de
fosfato séo apenas clivados quando em contato com metaloenzimas, uma vez que na
sua auséncia levaria milhdes de anos para a reacao ocorrer. Assim, as metaloenzimas
tém sido inspiracédo para o desenvolvimento de compostos modelo capazes de clivar
tanto ésteres de fosfato, quanto o proprio DNA, tornando possivel o desenvolvimento

de novos compostos com atividade antitumoral.

Tendo em vista tamanha importancia destes compostos, neste trabalho foi
realizado a sintese de trés novos complexos mononucleares de cobre(ll) contendo
ligantes organoselenados, visto que estes sdo menos explorados na bioinorganica, e
avaliou-se a insercéo de diferentes substituintes doadores e retiradores de densidade
eletronica na sua atividade hidrolase, em busca de melhores atividades cataliticas e

melhores condicdes cinéticas.

Apenas dois complexos foram avaliados frente a reacdo de hidrélise do
substrato ativado 2,4-BDNPP devido a estes apresentarem comportamento que
puderam ser tratados por Michaelis-Menten, sendo os complexos Lome € Lci. Os
resultados demonstraram que o ligante contendo maior capacidade doadora de
densidade eletrénica (Lome) apresentou maior atividade catalitica. Quanto as
condi¢fes cinéticas, foi observado um maximo de atividade catalitica em pH 6,5 e
temperatura de 25°C, sendo condi¢des favoraveis quando comparado a complexos
nitrogenados e oxigenados nota-se pH mais basicos e frequentemente temperaturas
mais elevadas, sendo esta uma vantagem proporcionada a inser¢cao de &tomos como
Selénio na primeira esfera de coordenacao, conferindo resultados interessantes para

possiveis aplicacdes biologicas.

Palavras-chave: hidrolase, biomiméticos, selénio, complexos de cobre(ll)
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1 INTRODUCAO

O crescimento e multiplicacdo anormal e descontrolado das células causa uma
série de doencas que genericamente denominou-se de cancer. Apenas no ano de
2020, cerca de 626 mil novos casos de cancer foram registrados segundo o Instituto
Nacional de Céancer e a Organizacdo Mundial da Saude estima que, no ano 2030,
podem-se esperar 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes

por cancer e 75 milhdes de pessoas vivendo, anualmente, com a doenca.’?

Em funcéo desses numeros, ha o crescente interesse na comunidade cientifica
em estudos relacionados a interacdo de ions metalicos de transicdo com o &cido
nucleico por conta de sua relevancia na elaboracéo de ferramentas para biotecnologia
e medicina.® Esses estudos sdo importantes para compreensdo da toxicidade de
farmacos contendo ions metalicos com possiveis capacidades antitumorais, uma vez

que estes compostos atuam no acido desoxirribonucleico (DNA).

O DNA é o principal composto organico responsavel pelo armazenamento e
transmissdo de informacdo genética. Dentre os diferentes grupos presentes na
estrutura do DNA, destacam-se os grupos ésteres de fosfato, os quais servem de
ponte para a ligacdo entre os diferentes nucleotideos, sendo responsaveis
principalmente por conferir sua alta estabilidade, apresentando tempo de meia vida

gue ultrapassam em muitos anos o tempo de vida humano em condicfes bioldgicas.

Na presenca de metaloenzimas, as ligacdes P-O sdo clivadas em apenas
alguns segundos. As fosfohidrolases em especifico sdo enzimas capazes de clivar
ligacdes fosfodiéster em ésteres de fosfato. Suas estruturas tém sido utilizadas como
inspiracdo para a criagdo de compostos modelo capazes de clivarem tanto ésteres de

fosfato, quanto o préoprio DNA.

De forma geral, a maioria dos compostos modelo para hidrolases reportados
até entdo possui ligantes N,O doadores, no entanto, pouco ha sobre compostos
apresentando atomos de selénio na primeira esfera de coordenacédo, apesar de ser
um elemento conhecido por suas propriedades essenciais no meio biolégico. Tendo
em vista tamanha importancia destes compostos, este trabalho busca a sintese de
novos ligantes calcogenados e seus respectivos complexos metalicos, no qual

propde-se avaliar sua atividade como catalisadores de reacdes de hidrolise.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Metaloenzimas

Enzimas sdo polimeros naturais que possuem enorme eficiéncia catalitica,
devido a capacidade de diminuir a energia de ativacdo de uma reacao especifica. As
enzimas sao classificadas de acordo com a fungdo desempenhada pelas mesmas no
meio biolégico, sendo reunidas segundo a IUBMB, em 7 categorias: oxirredutases,

transferases, hidrolases, liases, isomerases, ligases e translocases.*

As metaloenzimas s&o caracterizadas por possuirem um ou mais metais em
seu sitio ativo. Estima-se que cerca de um terco de todas as proteinas e enzimas
purificadas até entdo requerem ions metalicos como cofatores para exercerem suas
funcdes bioldgicas.® Estas estruturas sédo capazes de catalisar uma grande variedade
de reacdes em condicbes muito brandas e com uma alta quimio e
estereosseletividade. Por este motivo, as metaloenzima tém sido alvo de vasta
investigacdo, bem como o planejamento de complexos metalicos que mimetizam seus

aspectos estruturais e/ou funcionais com baixa massa molar.®

A forma classica de projetar complexos biomiméticos consiste em usar um
ligante que reproduza o ambiente natural do ion metélico no sitio ativo da enzima. O
design de compostos com estruturas quimicas similares € importante também para

obtencdo de informacdes sobre os mecanismos da reacdo catalisada pelas enzimas.’

Neste trabalho, destacam—se as hidrolases (classe 3, de acordo com a
IUBMB), enzimas que fazem uso de um ou mais ions metalicos essenciais para
catalisarem a hidrélise de varios substratos bioldgicos.2 Dentre esta classe de
enzimas, podem-se citar as fosfohidrolases que atuam na clivagem de ligacdes
fésforo-oxigénio de ésteres de fosfato, como exemplo, tém-se as fosfatases acidas

parpuras.
2.2 Fosfatases Acidas Purpuras (PAPS)

As fosfatases acidas purpuras (PAPs) sao fosfohidrolases que foram
identificadas e caracterizadas a partir de inUmeras fontes vegetais e animais, incluindo
espécies de plantas como feijao vermelho, soja, tabaco e tomate, assim como
espécies de animais, por exemplo, bovinos, porcos e humanos. Os papéis bioldgicos
dessas enzimas sdo diversos, incluindo reabsor¢cdo Ossea, morte microbiana e

possivelmente transporte de ferro em animais e aquisicdo de fosfato em plantas.®1911
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A hidrélise ndo catalisada de ésteres de fosfato € favorecida
termodinamicamente, mas em termos de cinética € extremamente lenta, tornando-os
particularmente adequados para seus papéis estruturais na biologia.*?> Em particular
mono- e diésteres sao onipresentes na natureza e sao encontrados em materiais
genéticos, em coenzimas, em reservatorios de energia e como intermediarios em uma

infinidade de transformacdes bioquimicas.!3

As principais funcdes dos ésteres de fosfato estdo relacionadas a sinalizagéo
celular, reserva de energia como na hidrdlise do (ATP) e propriedade estrutural para
o DNA e RNA. Embora a estabilidade das ligacées P-O seja vital para manutencédo da
vida, estas podem ser facilmente quebradas na presenca de fosfohidrolases por meio
de um ataque nucleofilico descrito do Esquema 1:

+
Nu O\ Cl)) /O
\_’EP_OR. , Nu----/P&---OR' - N—p T RO
ro" A 5 OR %/_//OR

Esquema 1. Descricdo do mecanismo associativo para clivagem nucleofilica de um diéster

de fosfato. Adaptado de Desbouis et al.*?

As PAPs sdo as Unicas hidrolases conhecidas que requerem um centro
bimetalico heterovalente da forma Fe''M" (onde M = Fe, Zn ou Mn - sendo Fe
encontrado nos animais, Zn no feijdo vermelho e Mn nas plantas) para promover a
catalise no meio biolégico.® Apesar das PAPs encontradas em animais e plantas
compartilharem menos de 20% de identidade de sequéncia de aminoé&cidos e
diferirem muito em tamanho e estrutura oligomérica, o sitio cataliticamente relevante
é altamente conservado, com sete cadeias laterais de aminoacidos invariantes4 como
demonstrado na Figura 1 na qual é exibido um exemplo de uma PAP do feijao

vermelho contendo centro Fe'' Zn' com uma ponte u-hidroxo.
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Figura 1. Estrutura do sitio ativo Fe'"zZn" da PAP no feijao vermelho. Adaptado de Schenk et

al.14

As cores das PAPs estao associadas a processos de transferéncia de carga do
residuo de aminoacido tirosinato — Fe'', caracteristico da forma oxidada, [Fe(lll)-

Fe(ll)] de cor plrpura, inativa para a hidrélise.'®

A ponte u-hidroxo exerce um papel essencial nha aproximacdo do substrato
através das interacdes de hidrogénio e assim realizando a orientacdo espacial
necessaria para a coordenacdo do substrato no ion metalico4 bem como atuando na
maioria das propostas mecanisticas como o nucledfilo da reacdo. Estudos
demonstram que a coordenacédo de um ion hidroxido em um atomo de metal reduz
sua basicidade por um fator de cerca de oito ordens de magnitude quando comparado
com um hidréxido ndo ligado, mas prossegue o ataque nucleofilico menos
rapidamente em apenas cerca de duas ordens de magnitude do que um ion hidroxido
nao ligado, demonstrando que mesmo coordenado a um ion metalico, o hidréxido

terminal ainda possui capacidade de ser um bom nucle6filo.16

A forca do nucledfilo é fortemente afetada pela acidez do metal ao qual esta
coordenado que, por sua vez, possui forte influéncia sobre o ambiente de
coordenacao proporcionado pelos ligantes. A capacidade das metalohidrolases em
realizarem a clivagem das ligacdes fosfodiéster tdo eficientemente demonstra

chances promissoras de ocorrerem clivagem de ésteres de fosfato presentes no DNA.
2.3 DNA/Nucleases

Os acidos nucleicos tém sido objeto de investiga¢des bioguimicas praticamente
a partirdo momento em que eles foram pela primeira vez isolados do nucleo da célula,
ha cerca de 100 anos. Acidos nucleicos ocorrem em todas as células vivas, onde eles

nao sé séo responsaveis pelo armazenamento e transmisséo da informagéo genética,
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mas também pela traducdo dessa informacéo, expressa pela sintese precisa das

proteinas, caracteristicas de cada célula.'’

Assim como as proteinas, os acidos nucleicos séo biopolimeros de alta massa
molecular, mas neles a unidade que se repete € o mononucleotideo, ao invés de um
aminoacido. Em células procarioticas, o DNA normalmente ocorre sob forma de um
anel composto de uma fita dupla enovelada. Este biopolimero é constituido por
nucleotideos, que por sua vez possuem 3 componentes cruciais: acucar, fosfato e

bases nitrogenadas, demonstrados na Figura 2.8

Base

O
1

0-P-0— g

Hon mH

Figura 2. Estrutura quimica dos principais constituintes do DNA. Adaptado de Hegg et al.®

As ligacBes do éster de fosfato no DNA tém uma meia-vida estimada de
30.000.000 anos (pH 6,8, 25°C), calculada a partir da taxa de hidrélise de fosfato de
dienopentil medido sob essas condi¢cdes. Com base nisso, apenas cerca de duas
ligagOes fosfodiéster dentro do DNA presentes em uma célula humana inteira sofreria
hidrélise em uma semana.'? A compreenséo de como estas ligagées atuam no DNA
€ importante para entender processos em que as células se reproduzem de forma
inadequada e ao quebrar estas ligacfes, ocorrera a clivagem do DNA de maneira

seletiva.

A inércia cinética de DNA e RNA (na auséncia de catalisadores) deriva em parte
do fato de suas cadeias principais altamente carregadas repelirem fortemente o
ataque de nucledfilos em potencial. Além disso, as interacées de empilhamento de
base, especialmente dentro da estrutura de dupla fita do DNA, dificultam severamente

a formacéo do estado de transicdo necessario.'22°

Logo, o papel dos ions metélicos em promover a hidrélise de ésteres de fosfato
e nucleotideos tem sido objeto de consideraveis estudos para se conhecerem as vias
pelas quais os metais desempenham estes processos. A modificacéo irreversivel do
DNA causada por complexos metélicos é interessante devido as potenciais aplicacdes

como ferramentas biol6gicas ou como agentes terapéuticos.?!
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2.4 Complexos modelos relevantes

Apés o primeiro relato da atividade antitumoral de alguns compostos da platina,
como a cisplatina, por Rosenberg e colaboradores, significativa atengéao tem sido dada
para desenvolver e compreender novos metalofarmacos. Diferentes metais sao
candidatos potenciais como agentes terapéuticos em pesquisas medicinais e estudos
de como esses compostos podem interagir de forma eficiente com as proteinas e DNA
sob condicdes fisioldgicas.?

Apesar de o sitio ativo das PAPs ser binuclear, a presenca de dois ions
metalicos ndo é exigéncia para a eficiéncia dos sistemas miméticos, ainda que o
nimero de exemplares mononucleares seja menor comparado aos binucleares.®
Nota-se também que no meio biolégico had enzimas relatadas que apresentam
atividade hidrolitica com um Unico ion metalico no sitio ativo, por exemplo, a amino
peptidase de Aeromonas proteolytica, a metionil aminopetidase de Escherichia coli ou

a metalo-Elactamase de Bacillus cereus.4

Hendry et al definiram algumas caracteristicas que complexos metalicos

necessitam possuir para se caracterizarem como possiveis hidrolases sintéticas:??
i. Possuirem dois sitios labeis cis orientados;

ii. Promoverem a reducéo do pKa da molécula de dgua coordenada ao centro

metalico;

iii. Facilitarem a ativacdo do substrato através de ataque nucleofilico ou

estabilizacdo de um estado de transicao;
iv. Liberarem o produto com velocidade razoavel.

Scarpellini e colaboradores reportaram dois complexos de cobre(ll) com alta
eficiéncia catalitica: [Cu(HISMIMI)CI2] e [Cu(HISMIMA)CI2].H20, dispostos na Figura
3. Ambos promoveram efetivamente a clivagem hidrolitica do DNA plasmidial sob
condicGes anaerdbicas e aerdbicas, representando um aumento de cerca de 107 em
comparacao com a taxa estimada de hidrolise ndo catalisada em pH 9,3 e temperatura
de 50°C.%3
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Figura 3. Estrutura dos complexos [Cu(HISMIMI)CI2] e [Cu(HISMIMA)CI2].H20, reportados
por Scaperllini et al.?®

Um complexo mononuclear de zinco(ll) foi reportado por Bazzicalupi e
colaboradores e nos experimentos com DNA de plasmideo superenovelado se
mostrou capaz de poder clivar DNA em pH neutro. O complexo [ZnLi(OH2)]?*
representado na Figura 4, o qual em meio basico ocorre a desprotonacdo da molécula
de agua coordenada ao centro metalico e devido ao carater nucleofilico das funcdes
Zn-OH pode hidrolisar o substrato BNPP.?4

Figura 4. Estrutura do complexo [ZnL:(OH2)]" reportado por Bazzicalupi et al. %

Embora exista uma vasta quantidade de compostos nitrogenados e oxigenados
sendo explorados, pouco se encontra na literatura em relacdo aos calcogénios em

modelos para hidrolase.
2.5 Ligantes calcogenados

Na grande maioria dos estudos em que atomos como enxofre e selénio estao
inseridos, estes ndo estao presentes na primeira esfera de coordenacédo. A presenca
de &tomos maiores e de menor eletronegatividade como o selénio pode trazer a esses
modelos vantagens frente aqueles contendo ligantes N,O doadores. Sua utilizacao
também se justifica devido a sua maior polarizabilidade e por serem considerados
bases macias de Pearson, conferindo diferentes propriedades ao metal, podendo

proporcionar variagdes na atividade catalitica.
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Além disso, o selénio exerce um papel bioquimico em mamiferos de extrema
importancia devido sua participacdo no sitio ativo da glutationa peroxidase (GPx) —
enzima antioxidante capaz de decompor espécies reativas de oxigénio — sendo o
responsavel por suas propriedades redox, estabelecendo assim o selénio como um

elemento traco essencial. 2°

Muitos compostos organoselenados foram estudados como modelos biologicos
que sao capazes de simular fun¢des cataliticas demonstradas por enzimas naturais
como por exemplo o Ebselen (Figura 5), primeiro composto a agir como um mimético
da GPx.%¢

0

O
Se
Ebselen

Figura 5. Estrutura quimica do composto Ebselen. Adaptado de Parnham et al. %’

Durigon et al 2 reportaram um complexo mononuclear de cobre(ll) que contém
atomos de selénio coordenados ao centro metalico como demonstrado na Figura 6,
e dois cloretos cis orientados, em que a reacdo de hidrélise do substrato ativado 2,4-
BDNPP foi acelerada por um fator de 650 comparado a reacdo ndo catalisada e em

pH 6,5 e temperatura 25°C.

Figura 6. Estrutura do complexo reportado CSe por Durigon et al. %

Ao comparar as condicdes cinéticas deste complexo aos de Scarpellini
et al previamente citadas, nota-se uma diminuicdo na temperatura e no pH étimo
reacional, demonstrando o efeito da inser¢cdo de bases macias na primeira esfera de
coordenacdo, uma vez que diminuem o pKa da agua coordenada, apresentando
méaximo de eficiéncia catalitica em condicdes de pH com possiveis aplicagdes

bioldgicas. Tendo em vista a relevancia do selénio no meio bioldgico e a necessidade
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de se explorar a insercao bases macias na esfera de coordenacao, busca-se a sintese

de complexos com ligantes organocalcogenados como miméticos de hidrolase.

Além da insercdo de a4tomos com diferentes propriedades na primeira esfera
de coordenacado alterarem a densidade eletronica do metal, a segunda esfera de
coordenacao também possui importante efeito na acidez de Lewis do metal e interfere

significativamente na atividade catalitica.
2.6 Efeitos de substituintes no ligante

Os aminoéacidos que néo estdo diretamente envolvidos na coordenacdo do
metal, mas sdo indispensaveis para a atividade, sdo definidos como a segunda esfera
de coordenacao. Seus papéis sdo cumpridos por meio de interagfes ndo covalentes,
como ligacdes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas, efeitos hidrofobicos e forcas
de van der Waals. Essas interacfes fracas alteram as propriedades fisicas e quimicas

dos sitios ativos para atender os requisitos da transformacéo biolégica.?°

Ligantes que apresentam diferentes substituintes retiradores ou doadores de
densidade eletronica, demonstram influéncia direta nos valores de atividade catalitica
dos seus respectivos complexos metalicos. Esta influéncia é avaliada pelos
parametros de Hammett, como no estudo de Peralta et al em que se avaliou o efeito
eletrébnico do substituinte na reatividade de duas séries de complexos, a primeira
heterovalente: [Fe"'Zn"(u-OH)(H20)L-R1]?* sendo R1 = CHs, H, Br, NO2, e a segunda
de complexos binucleares de Cu(ll): [Cu"Cu'"(u-OH)(HO)L-R2] sendo R2 = CHs, H,
NO2, ambas demonstradas na Figura 7.30:3¢
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Figura 7. Estrutura quimica dos complexos [Fe"Zn'(u-OH)(H.O)L-R]** e [Cu"Cu'"(u-
OH)(HO)L-R;] reportado por Peralta et al. 33!
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A compreensao desses parametros é fundamental para o entendimento dos
processos que ocorrem durante a catélise e de que forma os ligantes podem alterar a
forca do nucledfilos da reacdo, sendo um fator essencial para o aprimoramento da
modulacdo de compostos biomiméticos com melhores atividades cataliticas, visto que
a insercdo de diferentes substituintes e diferentes atomos na primeira esfera de

coordenacao pode alterar significativamente a eficiéncia catalitica.

Foi observada uma variagdo significativa na eficiéncia catalitica frente a
clivagem do DNA de acordo com a variacdo do grupamento R. Os complexos de
Fe''zn" apresentaram atividade hidrolase frente ao substrato 2,4-BDNPP influenciada
pelas alteragfes eletrbnicas no ligante e apresentaram um acréscimo na atividade

catalitica na presenca de grupamentos doadores de elétrons.3°



24

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Sintetizar novos ligantes bioinspirados contendo selénio e seus respectivos
complexos metalicos de cobre para avaliar a influéncia destes atomos macios nas
propriedades fisico-quimicas dos complexos bem como a influéncia de substituintes

doadores e retiradores de densidade eletrbnica na catalise.

3.2 Objetivos especificos
i. Sintetizar os ligantes Lowme, Lme € Lci (Figura 8) e caracteriza-los por técnicas
espectroscopicas via IR, *H NMR e 13C NMR.

ii. Sintetizar e caracterizar os complexos mononucleares de Cu(ll) com os
ligantes previamente sintetizados, caracteriza-los por analises espectroscopicas (IR,

UV-Vis), eletroquimicas, condutimétricas e analise elementar.

iii. Realizar ensaios cinéticos dos complexos frente ao substrato modelo de
reacao de hidrolise bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (2,4-BDNPP) e avaliar a influéncia dos

substituintes nos ligantes.

Figura 8. Estrutura quimica dos ligantes propostos.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Os reagentes, gases e solventes utilizados neste trabalho foram obtidos
comercialmente da Merck com grau de pureza elevados e utilizados sem purificagdo
prévia.

A sintese dos ligantes finais bem como dos materiais de partida foi realizada em

colaboragdo com o laboratério LabSelen sob supervisdo do professor Antonio Luiz

Braga.

As sinteses inorganicas bem como as analises de caracterizacao e cinética foram
realizadas no Laboratério e Bioinorganica e Cristalografia (LABINC), exceto pelas
técnicas de ressonancia magnética nuclear (NMR) realizada na central de andlises do
departamento de quimica da UFSC, espectrometria de massas realizada pelo
Laboratério de Biologia Molecular Estrutural (LABIME) no departamento de bioquimica
da UFSC e a analise elementar de CHN foi realizada em parceria com o Laboratério
de Nanomateriais e Catdlise da USP.

4.1. Métodos de sintese
4.1.1 Sintese dos ligantes bis[2-(selenofenil)etilJamina Lowme, Lme € Lci.

A sintese dos ligantes utilizados neste trabalho foram obtidos por meio de uma
modificacdo na metodologia j& descrita por Kumar et al. O esquema reacional geral

para os ligantes se encontra no Esquema 2.%2

N\/\
Se. EtOH Q cIr Cl_ \©\ H ©/
Q > - s Nsg

NaBH, |R

R R = OCH3,CHj e Cl

Esquema 2. Rota sintética para obtencéo dos ligantes Lowme, Lve € Lcl.

Em um baldo com duas bocas de 500 mL com condensador de refluxo e barra
de agitacdo magnética sob atmosfera de argonio, foi adicionado 15 mmol do
disseleneto de diorganoila previamente sintetizado por meio da reacéo de Grignard,
na qual o brometo de arila é reagido com magnésio metalico formando o reagente de
Grignard, em seguida o selénio elementar é adicionado, obtendo assim o disseleneto
como produto. Este foi dissolvido em 150 mL de EtOH, e foi adicionado 30 mmol de
NaBH4 até ser observada uma mudanca de coloracdo de amarelo para incolor, além

da liberagéo de gas, evidenciando a reducéo do disseleneto. Apos esta mudancga, 15
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mmol do cloreto aminico dissolvidos em 25 mL de EtOH foram adicionados gota a
gota com a utilizacdo de uma seringa. A reacéo foi deixada em agitacao sob refluxo,
overnight.?® O solvente foi entdo rotaevaporado e foi adicionado 30 mL de agua
destilada e a reacédo foi extraida trés vezes com acetato de etila (3 x 30 mL). Em
seguida, a fase organica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada e o solvente
foi removido no rotaevaporador. Por fim, o ligante foi purificado por meio de coluna
cromatografica, utilizando como eluente uma mistura de hexano e acetato de etila
70:30% e fase estacionaria silica gel (70-230 mesh). Durante a coluna, foi utilizada
revelador UV para visualizagdo em CCD.3?

4.1.2 Sintese dos complexos cloreto de bis[2-(selenofenil)etillamina cobre () -
CSeome, CSewnme € CSec

A sintese dos trés complexos ocorreu por meio da mesma metodologia: em
béqueres de 50 mL sob agitacédo, foram solubilizados 0,5 mmol do respectivo ligante
em 10 mL de EtOH, em outro recipiente foram solubilizados em 10 mL de EtOH 0,5
mmol de cloreto de cobre(ll). Em seguida, foi gotejada a solugdo do metal sobre a
solugdo do ligante. A reacdo permaneceu por aproximadamente meia hora em
agitacdo a temperatura ambiente, e apOs este periodo ocorreu a precipitacdo do
complexo sendo obtido um sdlido verde, este foi coletado e lavado com isopropanol e

éter etilico.

4.2 Caracterizacfes e equipamentos

4.2.1 Espectroscopia vibracional naregido do infravermelho - IR

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdmetro Perkin ElImer FT-IR Spectrofotometer Spectrum 100, no Laboratorio
de Bioinorganica e Cristalografia - LABINC do Departamento de Quimica da UFSC.
As amostras foram analisadas por Refletancia Total Atenuada (ATR), com cristal de
seleneto de zinco (45°) e detector TGS (“triglycine sulfate”), na faixa entre 4000 a 550

cm,
4.2.2 Ressonancia magnética nuclear - NMR

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (NMR) de hidrogénio, de
carbono e de selénio foram obtidos em espectrémetros Bruker Avance 200 operando

a 200, 100 e 38 MHz, respectivamente, que se encontram na Central de Andlises,
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Departamento de Quimica - UFSC. As amostras foram dissolvidas em cloroférmio

deuterado (CDCls) empregando-se tetrametilsilano (TMS) como padréo interno.
4.2.3 Espectrometria de massas — HR-MS

Os espectros de massas de alta resolucéo dos ligantes foram obtidos a partir
de um espectrbmetro de massas micrOTOF Q-ll marca Bruker Daltonics do
Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural (LABIME) - UFSC operando em modo de
ion positivo. Utilizando um fluxo constante 1500 pL/h de solvente, sendo esse metanol

de grau MS.
4.2.4 Espectroscopia eletrébnica naregido do UV-Vis

Os espectros eletrdnicos na regido do ultravioleta e do visivel foram obtidos em
um espectrofotdbmetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO. As andlises foram realizadas se
utilizando cubetas de quartzo com capacidade para 1 mL e 1 cm de caminho 6ptico,

utilizando-se acetonitrila e DMSO de grau espectroscépico como solvente.

425 Condutivimetria

As medidas condutimétricas dos complexos foram realizadas no aparelho da
MS TECNOPON, do Laboratério de Bioinorgéanica e Cristalografia, departamento de
quimica - UFSC. Os compostos foram dissolvidos em solucbes de MeCN e
MeCN/DMSO 95:5% v:v, com concentracées de 1 x 10° mol L. O aparelho foi
calibrado com uma solucéo padréo de KCI 0,1 mol L! cuja condutividade é de 1408

uS em agua a 25 °C.
4.2.6 Eletroquimica

O comportamento eletroquimico dos complexos foi investigado por voltametria
ciclica e voltametria de onda quadrada em um potenciostato/galvanostato modelo
Epsilon BAS (Bioanalytical Systems, Inc.) presente no Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia, Departamento de Quimica - UFSC. Os experimentos foram feitos para

todos os complexos sob atmosfera de argdnio, em MeCN/DMSO 95:5% v:v.

Foi utilizado como eletrélito suporte, hexafluorfosfato de tetrabutilaménio 0,1
mol L* e uma célula eletrolitica contendo trés eletrodos: um eletrodo de referéncia de
Ag/Ag*, um eletrodo de trabalho de carbono vitreo e um eletrodo auxiliar de platina.
Foi empregado como padréo interno o composto ferroceno (par Fc*/Fc) para correcao

do eletrodo de referéncia.
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4.2.7 Analise Elementar — CHN
A determinacdo da percentagem de C, H e N dos compostos foi realizada por
um Analisador elementar Perkin Elmer 2400 series ii, localizado na Central de

Analises do Instituto de Quimica — USP.

4.3 Reatividade
4.3.1 Estudo cinético com o substrato ativado 2,4-BDNPP

A atividade hidrolase dos complexos foi avaliada pela reacdo dos mesmos
frente ao substrato ativado bis (2,4-dinitrofenil) fosfato (2,4-BDNPP), este substrato foi
escolhido, pois 0 2,4-BDNPP é um fosfato bastante reativo devido a presenca de dois
grupamentos nitro nas posicbes orto e para do anel aromético, sem estes

grupamentos ativantes este substrato seria extremamente pouco reativo.3334

Utilizando-se de um espectrofotémetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO acoplado a
um banho termostatizado, monitorou-se a variacdo de absorbancia ocorrida em 400
nm (pH/e Lmol*tcm™ = 5,0/10078; 5,5/11405; 6,0/12004; 6,5-9,5/12100), valor este
referente a liberacao do anion 2,4-dinitrofenolato como produto da reacao de hidrélise,

conforme reacéo mostrado no Esquema 3.%°

o
C/( o- P 0 >: NO, Complexo 5 NO: + PO
NO,
2,4 - BDNPP 2,4 - Dinitrofenolado - 2,4 DNP

Esquema 3. Reacdo de hidroélise do bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP).°

Os estudos em fungéo do pH para atividade de hidrdlise foram realizados em
uma faixa de pH entre 5,0 e 9,5 a 25 °C. Utilizaram-se cubetas de vidro com
capacidade para 4,0 mL e caminho Optico de 1 cm, foram utilizadas solu¢cdes tampéao
0,1 mol L't MES (pH 5,5 a 6,7), HEPES (pH 6,8 a 8,2) e CHES (8,6 a 10,0) em agua
deionizada com forca i6nica mantida constante (I = 0,1 mol L, LiClO4). As condicdes
cinéticas estabelecidas para os complexos CSeowme € CSewnme € CSeci estdo dispostas

na Tabela 1.
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Tabela 1. Condicdes cinéticas para a realizacdo do efeito de pH.

CSeowme CSewme CSeci
Volume (uL); Volume (uL); Volume (pL);
Concentracao? | Concentragédo? | Concentracao®
(mol L) (mol L) (mol L)
Complexo ? 200; 200; 200;
1,16 x 104 1,29 x 104 1,15 x 104
Substrato ° 100; 100; 100;
9,54 x 104 9,85 x 104 9,82 x 10*
Tampéao 850; 850; 850;
0,05 mol L* 0,05 mol L* 0,05 mol L
Volume 550 550 550
MeCN
Volume final 1700 1700 1700

2 Concentracdo final na cubeta, ? solucdo de complexo e substrato em
MeCN/DMSO 95:5% v:v

O efeito da concentracdo do substrato foi realizado em pH 6,5 para os dois
complexos em que foi possivel encontrar condicdes cinéticas capazes de medir a
atividade. O efeito de substrato foi realizado, fixando-se a concentracdo do complexo
e tampé&o na cubeta reacional, fazendo-se uso das seguintes condi¢des: 850 pL de
solucdo tampao [Trina)] = 0,05 molLt; 200 pL de solugéo de complexo em acetonitrila
[Cfina)] = 1,16 x 10 mol L'* para os dois complexos CSeowe € CSeci ; e concentracdes
diferentes de substrato que vao de [Sfina] = de 4,94 x 10 a 4,45 x 10 molL* para
CSeowe € [Stinal] = de 3,93 x 10 a 3,14 x 103 mol L para CSecl, adicionando volumes
de MeCN necessérios para totalizarem um volume de 1700 pL em cada cubeta,
totalizando uma propor¢cdo 50:50 % de agua e solvente organico. O tratamento
matematico utilizado para a obten¢édo dos parametros cinéticos foi o ajuste ndo-linear

da equacao de Michaelis-Menten.

4.4 Tratamento de Residuos

Todos os residuos gerados foram armazenados em local adequado até a coleta
por uma empresa terceirizada contratada pela UFSC de coleta e tratamento. Os
solventes passiveis de serem destilados foram assim feitos e poderéo ser utilizados

novamente no laboratorio.

Foi necessario um cuidado especial nas sinteses organicas devido ao uso de
atmosfera inerte. Outro cuidado foi preciso na utilizacdo do borohidreto de sédio,

demandando adicdo cautelosa devido a reacdo de reducdo ser exotérmica. Além
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disso, um excesso de cuidado foi fundamental com os solventes clorados por sua

toxicidade, exigindo uma separacéo adequada para devido tratamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacado dos ligantes

Neste trabalho foram sintetizados trés novos ligantes, obtidos pela clivagem do
disseleneto de diorganoila com a utilizacdo do agente redutor NaBH4, gerando in situ
o nucledfilo RSe™ que, no momento seguinte, reage com o cloreto aminico por uma
reacao de substituicdo. A estrutura dos ligantes obtidos neste trabalho encontra-se

nas Figuras 9, 10 e 11.

£
.
;

3

Figura 9. Ligante sintetizado neste trabalho Lowme.

Oleo amarelo, rendimento de 89%. [M + H] (m/z) = 446,0139; valor calculado para
Ci1sH23NO2Se2+ H* = 446,0100.

;

Figura 10. Ligante sintetizado neste trabalho Lye.

Oleo amarelo, rendimento de 80%. HR-MS [M + H] (m/z) = 414,0235; valor calculado
para CisH23sNSe2 + H* = 414,0200.

Figura 11. Ligante sintetizado neste trabalho Lgi.

Oleo amarelo, rendimento de 83%. HR-MS [M + H] (m/z) = 453,9140; valor
calculado para CieH17Cl2NSe2 + H* = 453,9100.
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Os ligantes foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de ressonancia
magnética nuclear e na regido do infravermelho com as quais foi possivel identificar a
presenca dos ligantes organicos planejados sinteticamente, com bons rendimentos.
5.1.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio — NMR

de H

Nesta analise, utiliza-se como padrdo TMS (0,00 ppm), obtendo assim o
deslocamento quimico relativo. A partir da regido de deslocamento quimico obtidas,
além da comparacdo dos ligantes similares reportados na literatura, foi possivel
realizar a atribuicdo dos hidrogénios metilicos, metilénicos e aromaticos presentes nos
ligantes. Os deslocamentos quimicos dos ligantes e suas atribuicbes estéo

sumarizados na Tabela 2.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos e atribuicdes dos espectros de NMR de *H dos ligantes.

Atribuicdes Lome Lme Lal
(ppm) (ppm) (ppm)
CHs 3,87 (s, 3H) 2,32 (s, 3H) -

CH2 2,92 (m, 2H) 298 (t,J=6,7 3,00 (t,J =57

2,79 (t,J=5,6 Hz, 2H) Hz, 2H)
Hz, 2H) 281(t,J=64 285(t,J=59

Hz, 2H) Hz, 2H)
CHaromatico 7,49 (m, 4H) — 741 (d,J=7,7 7,42 (d,J6,7 =

6,78 (m, 4H) Hz 4H) — 7,06 (d, Hz, 4H) — 7,22 (d,
J=78Hz 4H)  J=85 Hz, 4H)

NH 1,69 (s, 3H) 1,76 (s, 2H) 1,73 (s, 1H)

Devido a similaridade estrutural dos ligantes, nos espectros de NMR de 'H
evidenciam-se basicamente as mesmas informacdes sobre os ligantes, a

sobreposicao dos espectros encontra-se na Figura 12.

Para os ligantes Lome € Lme ha a presenca de um simpleto com integral relativa
de 6 hidrogénios, referentes aos hidrogénios dos carbonos sp® presentes no
grupamento metdxido e metila, respectivamente. Ao observar o deslocamento quimico
deste simpleto é possivel perceber uma significativa diferenca entre os ligantes uma

vez que o simpleto referente a metila (2,32 ppm) possui menor deslocamento quimico
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guando comparado aos hidrogénios da metoxila (3,87 ppm), visto que esta sofre maior

desblindagem causada pela capacidade eletroretiradora do &tomo de oxigénio.

COCh ™S
(7,28 ppm) (0,0 ppm})

o na ol |
Cl Cl
1 |

TG ) oo

Se_~~Se
o Rad | S N S

T T T T T T T T T T T T T T T
11.5 0.5 3.5 20 85 B8O F5 70 &5 60 55 340 45 440 35 340 215 240 15 140 05 00

Figura 12. Sobreposicéo dos espectros de NMR de 'H dos ligantes Lowe, Lve € Lci.

Para os trés ligantes é possivel identificar a presenca de dois tripletos na faixa
de 3 ppm com integral relativa a 4 hidrogénios para cada tripleto, sendo estes
referentes aos hidrogénios metilénicos (CH2), confirmando assim a presenca da
porc¢do etilénica no ligante. J& os sinais referentes aos aroméaticos estdo presentes em
torno de 6,5 — 8,0 ppm, com a mesma integral relativa para os trés compostos o que

€ condizente com o proposto.

A intensidade do sinal no espectro de NMR é diretamente proporcional ao
namero de nucleos que geram este sinal, com excec¢do aos hidrogénios labeis como
NH ou OH, sendo assim os sinais em 1,76 ppm para Lwe, 1,69 ppm para Love € 1,73
ppm para Lci sdo referentes aos hidrogénios das aminas secundarias (NH), apesar da

integral relativa ndo apresentar o valor esperado.

O surgimento de outros sinais pode ser atribuido a presenca do solvente, como
0 caso do sinal do CDClIs utilizado na analise que ocorre em 7,26 ppm, além de sinais

de baixa intensidade presentes na regido de 1,40 ppm que podem ser atribuidos a
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presenca do acetato de etila e hexano utilizado na purificacdo. O sinal atribuido ao NH

também pode obter valores diferentes de integral devido sua troca com agua do meio.

5.1.2 Ressonancia magnética nuclear de carbono — NMR de 13C

Os ligantes também foram caracterizados por meio da espectroscopia de NMR
de 3C em CDCIs nos quais apresentaram sinais que acordam com a estrutura
proposta dos ligantes. Na Tabela 3, encontram-se listados os deslocamentos

quimicos e as atribuicbes dos sinais.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos e atribuicdes dos espectros de NMR de *C dos ligantes.

Atribuicdes Lome Lme Lal
(ppm) (ppm) (ppm)
CHs 55,2 21,2 -
CH2 48,4 e 29,4 48,5 e 28,7 48,1 e 28,6
CHaromatico 1359 e 114,8 133,3 e 129,9 133,9 e 128,9
Cquaternario 159,4e 119,1 136,8 e 126,0 1329 e 127,7

Devido a simetria molecular, 0 nimero de sinais nos espectros € menor do que
a quantidade de atomos de carbono presentes na molécula. Para os ligantes Love €
Lve S&0 observados 7 sinais no espectro, fato este que era esperado, pois ambos
possuem a mesma quantidade de carbono, sendo estes sinais referentes a um

carbono metilico, dois metilénicos, dois metinicos e dois quaternarios.

Ja para o ligante Lc, foi apresentado um sinal a menos no espectro de carbono,
assim como a estrutura proposta ja previa devido a este ligante ndo apresentar
carbonos metilicos. Novamente, no ligante contendo atomo de oxigénio (Lowme) €
possivel observar maiores valores de deslocamento quimico devido a desblindagem

dos nucleos. Os espectros referentes aos ligantes encontram-se na Figura 13.
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Figura 13. Sobreposicdo dos espectros de NMR de *3C (100 MHz) dos ligantes Lowe, Lve € Lci
em CDCls.

5.1.3 Ressonancia magnética nuclear de selénio — NMR de 7’Se

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear foi realizada também para
0 nucleo de selénio, o qual apresentou apenas um sinal para os ligantes, referentes
aos dois selénios presentes na molécula, devido a sua simetria, estes apresentam o
mesmo deslocamento quimico. O espectro de NMR de 7’Se para os ligantes é
apresentado comparativamente na Figura 14 e separadamente os demais ligantes
estdo presentes no Apéndice. Como referéncia interna utiliza-se o disseleneto de
difenila (& = 463 ppm).

Os deslocamentos quimicos encontrados para os ligantes Lowme, Lve € Lciforam
252,8 ppm, 256,9 ppm e 265,1 ppm, respectivamente. Por meio desta técnica se torna
evidente a influéncia da capacidade retiradora ou doadora de densidade eletrbnica

dos diferentes grupamentos.
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Figura 14. Sobreposicdo dos espectros de NMR de "’Se desacoplado de *H (38 MHz) dos

ligantes Lowme, Lme € Lci em CDCls.

O maior deslocamento quimico é referente ao selénio mais desblindado, ou seja,
do ligante com o grupo mais eletroretirador, ou seja, com substituinte cloro. Ja os
substituintes metila e metoxila, apesar de possuirem comportamentos doadores, 0
qgue justifica o deslocamento quimico relativamente semelhantes, ainda assim a
metoxila € um grupo doador mais forte, provocando um menor deslocamento quimico

do atomo de selénio do ligante Lowe, sSendo este o mais blindado entre os trés ligantes.

5.2 Espectroscopia vibracional naregido do infravermelho — IR
A caracterizacdo com a técnica de infravermelho resultou em espectros nos
guais comportamentos similares foram observados para todos os ligantes devido as

suas semelhancas estruturais, 0s espectros encontram-se nas Figuras 15, 33 e 34.

Os ligantes apresentaram uma banda fraca caracteristica de amina secundaria
em torno de 3310 cm™ coerente com a estrutura do composto, além de bandas
referentes aos estiramentos e vibragbes C-H e C-C listados na Tabela 4,
tentativamente atribuidas. Além disso, bandas da ligacdo N-H e C-N causadas pela

presenca do grupamento amina também se mostraram presentes nos espectros.
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Figura 15. Espectro de IR para o ligante Lome em ATR.

Observando os valores de nimero de onda obtidos para os espectros dos trés
ligantes (Tabela 4) algumas bandas demonstraram deslocadas devido a presenca do
substituinte, principalmente nos estiramentos e deformacdes da regido dos
aromaticos.

Tabela 4. Atribuices das principais bandas dos espectros de Infravermelho dos ligantes Lowe,

LMe e I—CI-

Banda Lowme Lme Lai
(cm™) (cm) (cm™)
v (N-H) 3281 3301 3294
V(C-Hait € C-Har) 3081 - 3040 - 3054 -
2807 2814 2827

0 (N-H) 1592 1486 1472

0 (C = C) aromaticos 1486 1445 1285
v (C-N) 1178 1026 1085

0 (C-H) Aromatico para- 825 799 798

substituido
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5.3 Caracterizagdo dos complexos

Os complexos mononucleares de cobre(ll) foram obtidos por meio da reacao
estequiométrica entre o respectivo ligante e cloreto de cobre(ll), tendo em vista
modelos similares na literatura, o cobre d° apresenta-se preferencialmente
pentacoordenado, sendo que os ligantes atuam como tridentados Se,N,Se e as outras

duas posicdes livres sdo ocupadas por cloretos oriundos do sal utilizado na sintese.

Os complexos foram devidamente caracterizados por diversas técnicas, dentre
elas espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e espectroscopia

eletrbnica na regido do UV-Vis, voltametria ciclica e onda quadrada.

W [T
\N{—\\\Se §

\\\\\\

Cu

Figura 16. Estrutura dos complexos CSeowme, CSeme € CSec.

5.3.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho - IR

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho se mostrou
atil para uma avaliacao inicial da sintese do complexo, pois foi possivel realizar uma
avaliacdo comparativa dos espectros do ligante livre com o espectro do complexo

como esta demonstrada nas Figuras 17, 35 e 36.

E possivel notar que as bandas presentes no ligante permanecem presentes
no espectro do complexo, evidenciando a presenca do ligante, ja os deslocamentos e

a mudanca na intensidade sugerem que ocorreu a complexacao.
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Figura 17. Espectro de Infravermelho de Lome € seu respectivo complexo CSeome em ATR.

Nota-se que ocorreu um deslocamento das bandas (Tabela 5) conforme
mudanca no substituinte do ligante, o que pode ser explicado pela mudanca na massa
molar, uma vez que as deformacdes axiais podem ser explicadas por um sistema
oscilador massa-mola, a massa interfere na forca necesséria para que a o sistema
oscile. Esta influéncia surge principalmente para as deformacbes axiais, pois

requerem mais energia ao aproximar nucleos que possuem repulsdo entre si.3%38

Dessa mesma forma, o leve deslocamento das bandas ao comparar 0s
espectros dos complexos pelo seus respectivos ligantes possui 0 mesmo fundamento,
uma vez que os complexos de acordo com a estrutura proposta, possuem um ion de
cobre e dois cloretos adicionais, conferindo novamente uma massa maior e assim

alterando a energia em que a vibragéo ocorre.3’

Além disso, a forca das ligacdes também € alterada apos a coordenacdo ao
centro metalico, por influéncia da doacao de elétrons realizada, diminuindo a forca das
demais liga¢des, diminuindo a energia vibracional das mesmas, sendo uma das

causas do deslocamento das bandas no IR.
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Tabela 5. AtribuicBes das principais bandas dos espectros de infravermelho dos ligantes e

seus respectivos complexos. *7-%

Banda Lowme CSeowme Lme CSewme Lcal CSec
(cm) (cm™) (cm?t)  (cm) (cm) (cm™)
v (N-H) 3281 3288 3301 3390 3294 3361
Vv(C-Haiir € 3081 - 3066 — 3040- 3061- 3054 - 3054 -
C-Har) 2807 2819 2814 2807 2827 2820
0 (N-H) 1592 1583 1486 1487 1472 1479
0 (C=0C) 1486 1487 1445 1444 1385 1379
aromaticos
0 (C-H) alif 1453- 1480 - 1450- 1388 1370 - 1359 -
1239 1247 1280 -1230 1285 1249
v (C-N) 1178 1190 1026 1020 1085 1080
e} (C-H) 825 821 799 799 798 801
aromatico
para-subst.
1274- 1268- - - - -
v (HsC-0) 1210 1100

5.3.2 Espectroscopia eletrénica naregido do UV-Vis

Os espectros eletrénicos dos complexos foram realizados no estado sélido por
refletancia difusa (KBr) e em solu¢gdo em meio MeCN/DMSO 95:5% v:v em diferentes
concentracOes para fins de obtencédo dos valores de coeficiente de absor¢cdo molar
através da Lei de Lambert-Beer, que relaciona a absorvancia de forma proporcional a
concentracéo da solugao, resultando assim nos espectros dispostos nas Figuras 18
e 19.
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Figura 18. Espectro eletrbnico para os complexos CSeome, CSeme € CSec em solugdo em
MeCN/DMSO 95:5% v:v.
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Figura 19. Espectro eletrénico para os complexos CSeowve, CSeme € CSeci no estado solido

em KBr.

Os espectros obtidos para os trés complexos apresentaram duas bandas com
coeficiente de absorgdo molar relativamente baixos (abaixo ou proximo de 1000 Lmol

lemt), sendo um indicativo de que séo bandas resultantes de transicdes d-d.
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O cobre € um metal de transicdo que em seu estado de oxidacdo 2+ possui
configuracdo eletrénica d° sendo possivel entdo a ocorréncia de transicdes
eletrbnicas de campo ligante quando os orbitais d s&o desdobrados. O comprimento
de onda em que esta banda ocorre informa a possivel geometria em que o metal esta
centrado, dado que este quando pentacoordenado, pode adotar as geometrias

bipiramide trigonal ou piramide de base quadrada.®®

Para estas geometrias é expresso em seus espectros dois comportamentos
diferentes: para piramide de base quadrada, é observado uma banda de absorcéo em
alta energia na regiao do visivel e um ombro em baixas energias. Ja para complexos
com geometria bipiramide trigonal, é apresentado uma banda em baixa energias e um
ombro em altas. Percebe-se o mesmo comportamento nos trés complexos
sintetizados neste trabalho, a presenca de duas bandas, uma de maior intensidade na
regido de energia mais alta (menor comprimento de onda) e outra banda menos
intensa numa regido de menor energia (maior comprimento de onda). Este
comportamento sendo tipico de compostos de geometria piramidal de base quadrada.
No entanto, como estas bandas ndo séo resultantes apenas de transicdes de campo
ligante, tal atribuicdo torna-se dificultada, impedindo a afirmacdo com certeza da
geometria do complexo, tendo em vista que nado foi possivel obter a estrutura dos
complexos por DRX.39:40

Além disso, a banda de menor energia em aproximadamente 740 nm com
coeficientes de absorcdo molar listados na Tabela 6, sugerem uma geometria
piramide de base quadrada, uma vez que para complexos com centro de coordenagao
em geometria bipiramide trigonal geralmente exibem esta transicdo com méximo de
absorvancia em 850 nm, indicando novamente a possivel ocorréncia das estruturas

piramide de base quadrada propostas para os complexos.40:28.41

Além da banda de transicéo ligante, Ferre et al, sugere que a banda em menor
energia de complexos de cobre(ll) com ligantes cloro pode ser composta também por
uma transferéncia de carga cloreto — Cu?*, o que explica o deslocamento no estado
sélido que pode ser causado pela labilidade dos ligantes cloro em solucdo, ocorrendo

entdo uma substituicdes por moléculas de solvente.*?
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Tabela 6. Dados obtidos através da espectroscopia eletrébnica em estado solido e em solucdo

para os complexos CSeowme, CSeve € CSec.

Complexo Solido DMSO/MeCN €
Amax (nm) Amax (Nm) (Lmolicm)
Cseome 467/696 463/736 1088/410
Cseme 459/682 453/745 1023/296
Csecl 453/686 438/747 609/157

Quanto a atribuicho da banda de maior energia apresentada em
aproximadamente 450 nm, apesar de possuir coeficientes de absor¢cdo maiores para
0s complexos CSeome € CSewme, possui também contribuicdo de uma transi¢do d-d,
visto que a regra de selecdo de Laporte que prediz menores valores de € para
transicOes entre orbitais de mesma paridade € relaxada em complexos ndo centro
simétricos. Durigon et al também atribuem esta banda a uma possivel sobreposicéo

de uma transferéncia de carga ligante metal (LMCT) Se — Cu?*.

Na espectroscopia no estado soélido foi possivel visualizar também duas
bandas, as de maior energia todas mantiveram-se com o maximo de absorcao
préximo do encontrado em solucdo, porém para a banda de menor energia € possivel
notar um pequeno deslocamento mas ainda assim, pode-se observar que o

comportamento eletrénico se manteve semelhante em solucdo e estado sélido.

5.3.3 Condutivimetria

As medidas de condutividade foram realizadas a 25 °C em uma solucdo de
concentracdo 1 x 10 mol L't em dois meios, somente em MeCN e em uma mistura
de MeCN/DMSO em proporcdo 95:5% v:v. Dessa forma, foi possivel calcular os
valores de condutividade molar dispostos na Tabela 7.

Segundo GEARY et al, em meio acetonitrila, valores de condutividade abaixo
de 120 (Q*cm? mol?) ndo sdo atribuidos com algum tipo de eletrélito, sendo assim
sao considerados neutros, por ndo apresentarem condutividade consideravel. Estes
valores vao ao encontro com o proposto para o complexo, pois este ndo apresenta
carga devido a sua estrutura possuir dois cloretos que neutralizam a carga do

cobre(l1).4344
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Tabela 7. Valores de condutividade para os complexos CSeowme, CSeme € CSeciem MeCN e
em MeCN/DMSO 95:5 % v:v.

Complexo Av (Q71. molt.cm?) Av (Q1. moltl.cm?)
em MeCN em MeCN/DMSO
CSeowme 32,89 35,57
CSewme 24,90 24,46
CSec 35,51 31,96

Nota-se que a mistura 95:5% de DMSO causou pouca mudanca nos valores de
condutividade molar, o que indica que o complexo se mantém com a mesma estrutura
guando em solucdo em ambos o0s meios, sendo possivel avaliar a cinética de hidrélise

neste meio em que todos os complexos sdo soluveis.

5.3.4 Eletroquimica

As propriedades redox dos complexos foram investigadas por meio de
voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada nas quais os potenciais foram
referenciados ao eletrodo normal de hidrogénio (NHE) com a correcéo feita com a
utilizagdo do padréo interno ferroceno (Eu2 = 0,40 vs NHE) em MeCN/DMSO 95:5%
v:v utilizando TBAPFes como eletrdlito suporte.

Os voltamogramas obtidos foram dispostos nas Figuras 20 a 21 e no Apéndice
nas Figuras 37 a 41. Esta técnica se trata de uma importante avaliacdo, visto que o
cobre por ser um metal de transicdo possui capacidades redox importantes, sendo
biologicamente convertido entre diferentes estados, principalmente Cu(ll) oxidado e
Cu(l) reduzido. Este atributo faz com que o cobre se manifeste como um cofator
catalitico importante para uma variedade de reacdes de oxirreducdo em sistemas

biol6gicos.4>4
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Figura 20. Voltamograma ciclico do complexo CSeci em MeCN/DMSO na presenca de
TBAPFs 0,1 mol L como eletrélito suporte e ferroceno como padréo interno em diferentes

velocidades.

Os parametros eletroquimicos obtidos pelos voltamogramas (Tabela 8),
demonstram um Unico processo referente a transferéncia de um elétron entre Cu'' e
Cu' para os trés complexos. Os valores de E12 encontrados sdo consideravelmente
altos valores de potencial, em torno de 0,37 V, o que esta de acordo com o esperado
para complexos calcogenados, visto que ligantes nitrogenados, principalmente
espécies retiradoras de elétrons como iminas, apresentam potencial redox mais

negativos.*?23

Ja complexos com primeira esfera de coordenacédo que possuem calcogénios
tendem a apresentar potenciais mais altos, como o complexo Cse de Durigon et al,
analogo a série proposta neste trabalho, apresentou valor de Ei2 de 0,48V em
acetonitrila. Estas diferencas entre os potenciais de meia onda podem ser atribuidas
ao efeito dos substituintes inseridos na segunda esfera de coordenacdo, que ao
alterarem a densidade eletronica do atomo doador, alteram a densidade eletrénica do

centro metalico, alterando seus potenciais redox.28
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Tabela 8. Parametros eletroquimicos (vs NHE) para os complexos CSeome, CSeme € CSec a
100 mV.s™.

Epc (V) Epa (V) Ei2 (V)a1 AEp (V)b ipc/ ipa

CSeowme | 0,348 | 0,445 | 0,397 0,096 0,71

CSewme | 0,316 | 0,431 | 0,374 0,114 0,58

CSec | 0,288 | 0,413 | 0,350 0,125 0,75

3 E12 = (Epe + Epa)/2; PAE, = (Epc - Epa); ® Sistema de trés eletrodos: Referéncia: Ag/AgCl;
Auxiliar: platina; Trabalho: carbono vitreo. Eletrolito suporte: TBAPFes. Referéncia interna:
ferroceno. Em solugdo MeCN/DMSO na proporcao 95:5 %.

Para avaliar a reversibilidade do sistema, é preciso analisar certos valores nos
parametros eletroquimicos. Sabe-se que para que 0 processo seja considerado
reversivel, o modulo entre o potencial da subtracdo entre o pico catédico e o anddico
deve ser de 0,59 V para processos que envolvem a transferéncia de um elétron. Outro
requisito € que a razao entre a corrente de pico catoddico sobre a corrente de pico
anodico deve ser aproximadamente 1, em qualquer velocidade de varredura de
potenciais. Avaliando a Tabela 8, nota-se que nenhum dos dois requisitos sao

cumpridos para os trés complexos.4’

J& nos sistemas quasi-reversiveis, os valores alteram-se conforme mudanca
na velocidade de varredura, porém ainda é observado os dois processos tanto de
oxidacao quanto de reducéo, diferentemente de processos irreversiveis. Dessa forma,

os trés complexos sofrem processos quasi-reversiveis entre as espécies Cu"' — Cu'.
48,47
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Figura 21. Voltamograma ciclico dos complexos CSeome, CSeme € CSeci em solucédo de 1 x
10 molLt em MeCN/DMSO 95:5% v:v na presenca de TBAPFs 0,1 mol L't como eletrélito

suporte e ferroceno como padrao interno em velocidade de 100 mVs™.

5.3.5 Analise Elementar — CHN

Os complexos foram avaliados via andlise elementar de CHN e os resultados
foram de encontro com as demais técnicas realizadas e corroboraram com a estrutura
proposta. Os resultados dos valores calculados/experimentais estdo dispostos na
Tabela 9.

Tabela 9. Valores de porcentagem de C, H e N calculado/experimental para os complexos
CSeowme, CSeme € CSec.

Complexo Formula molecular %C %H %N

CSeowme Ci1sH23Cl2CuNO2Se2  37,66/37,42 3,99/4,01 2,43/2,42

CSewme Ci18H23Cl2CuNSe2 39,61/40,04 4,25/4,42 2,57/2,28

CSeci C16H17C14aCuNSe2 32,76/32,89 2,92/2,97 2,39/2,43

5.4 Estudo cinético com substrato ativado 2,4-BDNPP
A atividade hidrolase foi obtida pela reacdo do substrato ativado bis(2,4-
dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP), utilizado para estudar a acdo do complexo nas
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ligacbes de ésteres de fosfato, que é acompanhada por espectroscopia UV-Vis
monitorando a banda em 400 nm referente ao 2,4 dinitrofenolato (2,4-DNP), produto

da reacdo de hidrdlise, conforme rea¢do mostrada no Esquema 3.

5.4.1 Efeito de pH

Inicialmente, foi investigado o pH 6timo reacional com finalidade de obter as
melhores condi¢Bes de cinética para avaliar a atividade com o substrato. Para isso foi
realizado uma varredura na faixa de pH de 5,0 a 9,5 obtendo o perfil demonstrado na
Figura 22.

6,0x10° 7
| # ® CSegpe
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Figura 22. Gréfico de velocidade inicial (Vo) em funcdo do pH referente aos complexos
CSeome, CSeve € CSec para reacdo da hidrolise do substrato 2,4-BDNPP a 25 °C. Solugéo
MeCN/DMSO/H20 45:5:50 % v:v [complexo] = 1,16 x 10 mol L. [substrato] = 9,96 x 10*
mol. [tamp&o] = 0,05 mol L (pH 5 - 9,5).

Os trés complexos apresentaram comportamento semelhante devido as suas
caracteristicas estruturais similares e a partir destes graficos foi possivel atribuir o pH
otimo reacional de 6,5 para todos os complexos. Comparando este resultado com o
obtido para o complexo Cse de Durigon et al, os substituintes ndo causaram mudanca
no pH 6timo, concluindo assim que a forca em que estes substituintes doam ou retiram
densidade eletrdonica néo foi forte o suficiente para alterar o pH em que se obtém maior

atividade catalitica.
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Complexos calcogenados possuem vantagem frente a complexos nitrogenados e
oxigenados quando se compara seu pH 6timo reacional, uma vez que estes ocorrem
em pH mais basicos enquanto os calcogenados se apresentam em uma faixa préxima
a neutralidade, sendo este um fator importante para compostos miméticos de

hidrolase, aproximando-se das condi¢cdes de um sistema biolégico.49:°0

5.4.2 Efeito do substrato

Os experimentos cinéticos de variagcdo de concentracdo de substrato foram
realizados em pH 6,5, nas condi¢des supracitadas, os graficos de Vo vs [2,4- BDNPP],
Figura 23 e 24, foram obtidos e devido ao perfil apresentado de saturacdo, foram

tratados pela equacéo de Michaelis-Menten (Equacéo 1).5122

Vinax -[Substrato]
Ky + [Substrato]

Vy = (Equacéao 1)

Na qual Vmax é definido pela multiplicacdo de kcat por Eo, sendo kcat @ constante
catalitica e Eo a concentragcdo do catalisador (enzima), que neste trabalho sera
utilizado a concentracdo do complexo, e por fim Ku € a constante de Michaelis, sendo
este um indicativo da afinidade complexo-substrato. Valores mais altos de Kcat, valores
mais baixos de Kwm, e valores mais altos de kca/Km, s&o considerados como indicagdes

de maior especificidade.?822

Em relagéo a eficiéncia catalitica (kca/Km), este € o parametro que mede a
capacidade de uma enzima de discriminar entre substratos que estdo disponiveis
simultaneamente. Para fins de comparacédo dos compostos miméticos, este parametro

é utilizado como a eficiéncia do catalisador.
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Figura 23. Dependéncia da velocidade de reacdo de hidrélise do 2,4-BDNPP com a
concentragdo do substrato para o complexo CSeowe a 25 °C e pH 6,5. Solugéo
MeCN/DMSO/H.0 45:5:50% v:v; [complexo] = 1,16 x 10 mol L?; [substrato] = 4,94 x 10* a
4,45 x 10 mol L?; [tamp&o] = 0,05 mol L. 1 = 0,05 mol L (LiClO4).
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Figura 24. Dependéncia da velocidade de reacdo de hidrélise do 2,4-BDNPP com a
concentracdo do substrato para o complexo CSeq a 25 °C e pH 6,5. Solucdo
MeCN/DMSO/H,0 45:5:50% v:v; [complexo] = 1,16 x 10 mol L?; [substrato] = 3,93 x 10* a
3,14 x 10 mol L%; [tampé&o] = 0,05 mol L. | = 0,05 mol L? (LiCIO.).

Para o complexo CSewme, 0s valores obtidos nédo possibilitaram o tratamento

matematico por meio da equacao de Michaelis-Menten, indicando que a reacédo nao
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segue este modelo. Posteriormente, outras condi¢des cinéticas serdo estudadas para
avaliar a atividade de hidrolase do complexo. Dessa forma, os parametros cinéticos
da reacao para os complexos CSeome € CSeci foram obtidos e expressos na Tabela
10.

Tabela 10. Parametros cinéticos calculados a 25 °C e pH 6,5 para as rea¢des de hidrolise do

substrato 2,4 — BDNPP catalisadas pelos complexos CSeome, CSeci e CSe? e calculados a

50 °C e pH 9,3 para os complexos [Cu(HISMIMI)CI;] e [Cu(HISMIMA)CI,].H.0%

Vméx KM kcat E= kcat/KM

(molL1s?) (molL?) (s (Lmol1s?)

Cse 1,17 x108 3,13x10° 1,17 x10* 3,70 x 102

CSeowme 1,73x108 3,98x10°% 1,49x10* 3,74 x 102

CSec 761x10° 1,17x10°% 6,56x10° 5,61 x 102
[Cu(HISMIMI)CI2] 16.4x10° 17,3x10% 3.28x10* 1,89 x 102
[CU(HISMIMA)CI2].H20 | 7.02 x 10° 3,03 x10° 1.40x10% 4,6 x 102

A partir dos parametros cinéticos obtidos nas reacfes de hidrdlise frente ao
substrato modelo, e comparando os dados cinéticos obtidos com miméticos ja
descritos pela literatura, pode-se afirmar que os compostos sintetizados neste trabalho
apresentaram significativa atividade catalitica. Percebe-se que os valores de eficiéncia
catalitica em comparacdo com o complexo sem substituinte (Cse) sao relativamente
préximos, no entanto evidencia que a insercdo do substituinte influenciou na atividade

de hidrolase desses complexos.

Nota-se que entre o complexo Cse € 0 complexo com substituinte doador de
densidade eletrbnica CSeowme, 0s valores mantiveram-se préximos quando em
comparacao com o complexo CSeci, sendo este 0 que apresentou maior valor de
eficiéncia catalitica, demonstrando valores de Kwm relevantes para a catalise ocorrer.
Apesar disso, 0 maior valor de kcat, OU Seja, a maior atividade catalitica, foi alcangada
para o complexo CSeowme. Estudos cinéticos de reagéo de hidrolise do substrato 2,4-
BDNPP com complexos de diferentes substituintes realizados por Peralta et al
demonstraram que a atividade aumentou na seguinte ordem para 0s substituintes:
NO2 < Br < H < CHgs, revelando um comportamento em que o substituinte mais

eletrodoador possui maior atividade, assim como no presente trabalho em que o
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composto com substituinte eletrodoador (Cseowme) apresentou mudangas positivas na
atividade, enquanto substituintes retiradores apresentaram menores valores de

constante catalitica.3°

Outro parametro importante sdo as condi¢cdes cinéticas utilizadas nesses
estudos, nas quais pode-se observar valores elevados de temperatura e pH para
cinéticas com compostos analogos ao estudado nesse trabalho, porém contendo
ligantes nitrogenados e oxigenados. Este resultado se deve ao fato desses complexos
possuirem em sua estrutura dois cloretos labeis que em meio aquoso séo subtituidos
por moléculas de &agua responsaveis pelo ataque nucleofilico, porém séao
considerados nucledfilos fracos. Ao desprotonar estas moléculas de 4gua, a espécie
hidroxo se torna um possivel forte nucledfilo da reagdo, assim, o pKa da agua

coordenada define o pH no qual ocorrera maior atividade catalitica.>?

Por sua vez, este pKa cinético ira depender da acidez de Lewis do metal, que
possui como funcdo polarizar a molécula de agua coordenada, resultando em uma
fracdo de hidroxido potencialmente nucleofilica em condi¢cdes biologicamente
relevantes de pH. Este efeito de diminuir o pKa cinético por meio do aumento da
acidez de Lewis do metal é provocado pela insercdo dos calcogénios, por serem
atomos menos eletronegativos, demonstrando assim a importancia de estudos com a

adicdo desses atomos na primeira esfera de coordenagéo.6:5
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6 CONCLUSOES

Foram sintetizados trés novos ligantes organocalcogenados monossubstituidos
(Lome, Lme € Lci) e caracterizados pelas técnicas de *H NMR, 13C NMR, ""Se NMR, IR
e HR-MS. A partir desses compostos, sintetizaram-se seus respectivos complexos de
cobre(ll) (CSeome, CSeme € CSeci) 0s quais foram caracterizados por diversas técnicas

espectroscopicas, eletroquimicas e condutivimétricas.

Estes complexos foram estudados frente a reacdo de hidrélise do substrato
ativado 2,4-BDNPP e seus parametros cinéticos foram obtidos com intuito de
comparacao com demais complexos presentes na literatura, principalmente com o seu
complexo andlogo sem substituintes previamente sintetizados em outro trabalho do
grupo (Cse), a fim de obter a influéncia da insercdo destes substituintes na atividade

hidrolase.

Para o complexo CSewme ndo foram encontradas condi¢des cinéticas possiveis de
se obterem os parametros por meio do tratamento matematico da equacdo de
Michaelis-Menten, ndo sendo possivel realizar a comparacdo desejada. Ja para 0s
complexos CSeowme € CSeci, 0s valores de eficiéncia catalitica demonstraram que
ocorreu influéncia dos substituintes, uma vez que néo foram obtidos os mesmos

parametros.

Observou-se que para o complexo com substituinte metoxila, ndo houve
alteracdes significativas nos valores de eficiéncia catalitica, indicando que a insercao
de um substituinte doador de densidade eletrénica alterou pouco a atividade catalitica
do complexo, porém para maiores valores de Kcat, indicando um aumento na atividade,
fato este que é explicado devido ao aumento da capacidade doadora gerada no atomo
de selénio coordenado ao centro metalico, evidenciado principalmente pelo NMR de
’’Se, no qual observou-se a influéncia desses substituintes no deslocamento quimico.
Esta mudanca, por sua vez, aumenta a densidade eletronica do metal, causando uma
polarizagdo no hidroxo coordenado e assim aumentando a for¢ca do nucledfilo da

reacao.

Jé para o complexo CSeci, este com substituinte levemente retirador de densidade
eletrbnica, houve uma mudanca relevante no valor de eficiéncia catalitica,
demonstrando resultados que corroboram com outros trabalhos na literatura, nos

quais a insercdo de substituintes retiradores pode diminuir a atividade catalitica,
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porém aumentar a eficiéncia através da diminuicdo do valor da constante de

Michaelis-Menten.

Para sequéncia desses estudos, tem-se como perspectiva realizar novas
tentativas de cinética para o complexo CSeme, Uma vez que este possui um
substituinte levemente doador eletrénico, logo espera-se uma atividade catalitica
maior ao complexo nédo substituido. Além disso, realizar a sintese desses complexos
com substituintes ainda mais retiradores, como Lno2, a fim de obter resultados que

acrescentem a discussao proposta.

Outro ponto importante desse trabalho, sdo as condi¢cdes cinéticas em que
foram obtidas as maiores atividades, sendo estas muito proximas das condi¢cdes
ideais para compostos biologicamente relevantes, sendo 25°C e pH 6,5. Este efeito é
causado pela insercdo dos calcogénios na esfera de coordenacéo, uma vez que estes
alteram a acidez de Lewis do metal, diminuindo o pKa cinético e aumentando

novamente a forca do nucledfilo, aumentando assim a atividade.
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Figura 25. Espectro de NMR de *H (200 MHz) do ligante Lome em CDCls.
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Figura 27. Espectro de NMR de *H (200 MHz) do ligante Lci em CDCls.
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Figura 33. Espectro de IR para o ligante Lve em ATR.
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Figura 39. Voltamograma ciclico do complexo CSeme em MeCN na presenca de TBAPFs 0,1

mol L* como eletrélito suporte e ferroceno como padréo interno em diferentes velocidades.
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Figura 42. Dependéncia da velocidade de reacdo de hidrdlise do 2,4-BDNPP com a
concentragdo do substrato para o complexo CSeowe a 25 °C e pH 6,5. Solugéo
MeCN/DMSO/H20 9,5:0,5:1; [complexo] = 1,161 x 10* mol L?; [substrato] = 4,941 x 10* a
4,452 x 10 mol L%; [tampé&o] = 0,05 mol L. | = 0,05 mol L (LiCIO4).
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Figura 43. Dependéncia da velocidade de reacdo de hidrélise do 2,4-BDNPP com a

concentracdo do substrato para o complexo CSeq a 25 °C e pH 6,5. Solucdo
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MeCN/DMSO/H20 9,5:0,5:1; [complexo] = 1,16 x 10* mol L?; [substrato] = 3,926 x 10* a
3,140 x 10 mol L; [tampé&o] = 0,05 mol L. | = 0,05 mol L (LiCIO4).
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