it

o

\
4

|a
|'

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FISICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

NOVO COMPLEXO MONONUCLEAR DE COBRE
CATALITICAMENTE PROMISCUO: SINTESE,
CARACTERIZACAO E ESTUDOS CINETICOS

EDUARDO LUIZ SCHILLING

Florianopolis
Dezembro/2010



Eduardo Luiz Schilling

NOVO COMPLEXO MONONUCLEAR DE COBRE N
CATALITICAMENTE PROMISCUO: SINTESE, CARACTERIZACAO E
ESTUDOS CINETICOS

Relatdrio apresentado ao Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Santa Catarina,

como requisito parcial da disciplina de

Estagio Supervisionado Il (QMC 5512)

Orientador: Prof. Dr. Adailton Joao Bortoluzzi

Co-Orientadora: M.Sc Geovana Garcia Terra

Floriandpolis
12/2010



Eduardo Luiz Schilling

NOVO COMPLEXO MONONUCLEAR DE COBRE N
CATALITICAMENTE PROMISCUO: SINTESE, CARACTERIZACAO E
ESTUDOS CINETICOS

Profa. Dra. Inés Maria Costa Brighente
Coordenadora de Estagios do Curso de Quimica-Bacharelado

Banca Examinadora:

Prof. Dr. Adailton Jodo Bortoluzzi
Orientador

Prof. Dr. Marcos Aires de Brito

Profa. Dra. Herica Aparecida Magosso

FlorianGpolis
Dezembro/2010



Onde cruzam meus talentos e
paixdes com as necessidades do

mundo, la estd 0 meu caminho.

Aristoteles



Agradecimentos

A minha familia pela oportunidade de existir. Meus pais Waldemar
e Vera pelo amor, carinho e liberdade de optar pela arquitetura das
moléculas. Meu irmao André pelas conversas e contato com 0s gregos.

Aos meus tantos amigos e amigas que estiveram comigo durante
esta jornada, pela influéncia, inspiracdo e companhia. Sou reflexo das
experiéncias que compartilhei ao lado de vocés.

Ao amor, por dar sentido.

Aos meus professores e professoras pela sabedoria e exemplos
de dedicagdo ao conhecimento. Ao professor Adailton pela
oportunidade, confianca e parceria. A Geovana por acreditar.

A familia Labinc, tdo diversa e divertida, pelos compartilhamentos
e orientagoes.

A UFSC, a melhor federal, na melhor cidade.

Ao CNPq pelo suporte financeiro.



Sumario

AGradeCIMENTOS ... .ottt ies oitbabe bbbt e e e et ee et e aeaeaaaaaaaaaa e s annbannbbsneesneeeas 5
Y002 - T SRR 6
LiSta e fIQUIAS ..o i ettt e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e ennes 7
IS t= W0 [N = 01T = USRS 8
RESUMO ... e e 9
R 11 o o (3 o= To R PP PR PP PP 10
O R N T - W0 (=T aTo 1 1o TSP 10
1.2 O DNA €8S NUCIBASES......eeeiiieeiiiiii ittt 11
1.3 Promiscuidade €NZIMALICA .......coooiuuiiiiiiei et 13
1.4  Quimica inorganica BioMIMELICA ...........uuuuriiiiiiiiiiiiiiiiie e eaeaaaaaaaees 15

B2 © 0] 11 1)/ 1= PRSP PPPTPPPRNt 18
3 EXPEINMENLAL ...t e e aaa 19
Bl MAEEIIAIS ..ot bbb e bn bbb an e annee e 19
3.2 MEtodos € INStIUMENTAGAD .. .....cccieeeiiiiiiiiiiaiit bbb re e e e eeereeeeeeeeaeaaeeeeeeees 19
3.2.1 Temperatura de fUSEO ........ciii i e e e e e e e as 19
3.2.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho — IV...........cccvvvvivvinnn. 19
3.2.3 Espectroscopia eletrdnica (UV-VIS) .......ouviiiiiiiiiiiiieeeee e 19
3.2.4 Difratometria de RAIOS-X .....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 20
3.2.5 TitulaGao POtENCIOMELIICA. . ..uvvviiiiiiiiiiie ettt 20
3.2.6 EletrOqUIMICA ....vvvviiiiiiiiiiiieeeee et 21
3.2.7 Promiscuidade CatalitiCa..........cvuveriiiiiiiiiiit e 21

3.3 SINteSe dO IgaNte .....coeeei i 22
3.3.1 Sintese do N*,N3-bis(2-piridilmetil)1,3-propanodiamina (BPP)..........c..cccveurue... 23
3.3.2 Sintese do 2-(2-piridil)-1,3-bis(2-piridilmetil)hexahidropirimidina (TPP)............... 23

3.4 Sintese do complexo [CU(TPP)Cla] 1 ..ot 24
4 ReSUIAAOS € DISCUSSAO0........cuuviiiiieiiiiiiiis eeteeai et e e e e s e e s 26
4.1  Caracterizac8o dO COMPIEXO......ccviiieiriiiiiiii ettt e e e e 26
4.1.1 Espectroscopia vibracional no infravermelno............cccccovvviiiiiiine e, 26
4.1.2 ESIIUTUIa CrISTAINA . ... .uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiit bbbttt e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaeas 27
G = o o [ U1 PRSP 29
4.1.4 Espectroscopia eletrOniCa UV-ViS..........ouiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 30
N R 10| F= Tor= To B o To (=1 ol [0 1 =] 1 - WP 32
4.1.6 TitulaGao eSPeCtrOfOLOMEBLIICA. ... .uvveeeeiiieiieeiie e 33

4.2 REALVIHAUE......cii ittt e e e e 35
4.2.1 Hidrdlise do 2,4-dinitrofenilfosfato (2,4-BDNPP) .........ccovvviiiieiiieie, 35
o 0 R = (=1 (o o (o I o AR 36
4.2.1.2 Efeit0 d0 SUDSIIALO. ... ...uviiiiiieiiiiiiie et 36
4.2.2 Oxidacao do 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-DTBC) ......cocovvivviiiiiiiieieieeiiiieee e 38
0 N i (=1 (o T [0 1 o] RPN 38
4.2.2.2 Efeit0 d0 SUDSIIALO. ... ...uiiiiiiie ittt 39

5 CONCIUSDES. ... ..ttt te ettt e et e e e e e e e e e e e s 41
B POISPECLIVAS .....cciiieieeecie s e e aaaaa e 42
T RETEIBNCIAS. ...t e 43



Lista de figuras

Figura 1. As ligacOes fosfodiéster formam a estrutura basica das moléculas do DNA
B RN A e s 11

Figura 2. Estrutura da enzima endonuclease EcoRV ligada ao DNA. No detalhe a

presenca do ion metélico assistindo a hidrolise. ............ccccvvvviiiiiiieiiiiennnnn. 13
Figura 3. Estrutura do biscloro-1,4,7-triazaciclonano de cobre(ll)...............cccceeee 16
Figura 4. Rota sintética para a obtencao do ligante ..........cccccceeeeiiiiiiiiiiiiiiciiiieee, 23
Figura 5. Espectro vibracional no infravermelho do ligante TPP em KBr................. 24
Figura 6. Espectro vibracional no infravermelho do complexo 1 em KBr. ................ 25

Figura 7. Espectros de infravermelho do ligante (A) e do complexo 1 (B) em KBr. O

quadro a direita destaca a duplicacdo do pico atribuido a piridina. ............. 26
Figura 8. ORTEP do complexo 1 com elipsoéides a 50% de probabilidade. ............. 28
Figura 9. Voltamograma do complexo a 2x10° mol L*em CHsCN a25°C............. 29
Figura 10. Espectro eletrénico do complexo 1 a 4x10“ mol L™ (---) e do ligante TPP

A 6X1072 MOI L™ €M AQUA (= = 2)- eeveeeeeeeee ettt 31
Figura 11. Mudanca geométrica do complexo em SOIUGAOD ............coeevvviiiiiinivnnnnnen. 31

Figura 12. Distribuicdo e proposta das espécies em equilibrio para o complexo 1 em
mistura CH3CN/H20 (1:1) @ 259C. oo 33
Figura 13. Espectros do equilibrio entre a espécie acida e neutra do complexo 1. . 34
Figura 14. Espectros do equilibrio entre a espécie neutra e basica do complexo 1.
No detalhe, o deslocamento da banda d-d............ccccoooiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 35
Figura 15. Dependéncia do pH para a reagéo de hidrolise do 2,4-BDNPP pelo
complexo 1 a 50 °C. Condicdes: [complexo] = 3,9x10™ mol L™, [2,4-BDNPP]
= 4,99x10° mol L™, s0lug8io CH3CN/H20 LiL. ovovvieieieieecee e 36
Figura 16. Perfil de saturacdo para a reagdo de hidrélise do 2,4-BDNPP................ 37
Figura 17. Dependéncia do pH para a rea¢éo de oxidagéo do 3,5-DTBC pelo
complexo 1 a 25 °C. Condicdes: [complexo] = 5,0x10™ mol L, [3,5-DTBC] =
2,4x107° mol L™, s0lug80 MEOH/H20 32: 1. 39
Figura 18. Perfil de saturacdo para a reacao de oxidacdo do 3,5-DTBC. ................ 40



Lista de tabelas

Tabela 1. Tipos de promiscuidade enzimaticalb. .............ccovvvviiiiiiiiee e, 14
Tabela 2. Modos vibracionais e comprimentos de onda destacados do ligante e do
(070] 1 0] 0] 1= o TP PPUPPPPPRR 27
Tabela 3. Principais distancias (A) e angulos (°) de ligagéo do complexo 1. ........... 28
Tabela 4. Coeficientes de absortividade molar do ligante TPP e do complexo 1 em
=10 |1 = TR 32
Tabela 5. Parametros cinéticos da reacéo de hidrdlise do 2,4-BDNPP catalisada
PEIO COMPIEXO L. ...ttt e e e 37
Tabela 6. Parametros cinéticos da reacéo de hidrolise do 2,4-BDNPP catalisada

PEIO COMPIEXO L. oo e e e e e e e e e e eeenens 40



Resumo

Enzimas que possuem atividade catalitica frente a diferentes substratos
através de diferentes mecanismos sdo chamadas promiscuas. O estudo da
promiscuidade catalitica dessas enzimas tem contribuido para o entendimento da
evolugdo molecular nos organismos, na expansdo do uso das enzimas em
processos sintéticos industriais e no desenvolvimento de drogas multiativas.

A sintese de complexos metalicos modelos que mimetizam o sitio ativo de
enzimas contribui significativamente para a elucidagdo de suas funcgbes e
mecanismos. Porém, sao raros os exemplos de modelos miméticos que atuem de
maneira promiscua.

Este trabalho apresenta a sintese de um complexo mononuclear de cobre(ll)
e sua caracterizagdo por técnicas espectroscopicas, cristalogréaficas, eletroquimicas
e potenciométricas. As propriedades estruturais e eletrbnicas adequadas exibidas
pelo complexo motivaram o estudo da sua catalise frente a diferentes reacdes. O
complexo mostrou-se cataliticamente promiscuo, tendo eficiéncia na catélise da

hidrolise do diéster 2,4-dinitrofenilfosfato e na oxidagéo do 3,5-di-terc-butilcatecol.

Palavras-chave: cobre(ll); complexo modelo; promiscuidade catalitica; catecolase;

hidrolase.



1 Introducéao

1.1 A eragendmica

No ano de 1944, Erwin Schrodinger, famoso por suas contribuicbes para a
mecanica quantica ondulatéria, publicou o livio “What is Life?™, resultado de
conferéncias realizadas em Dublin no ano anterior. Neste livro o fisico discute a
seguinte questéo fundamental: “Como podem eventos no espago e no tempo, que
ocorrem dentro dos limites espaciais de um organismo, ser abordados pela fisica e
quimica?”. Esta pergunta € respondida preliminarmente por Schrddinger: “A Obvia
incapacidade dos fisicos e quimicos atuais para lidar com esses assuntos néo é, de
forma alguma, razdo para duvidar que eles podem ser abordados por essas
ciéncias”. No decorrer do livro o autor busca interpretar a vida utilizando conceitos
fisicos, quimicos e matematicos. Defende a idéia de que as instrucdes hereditarias
deveriam estar armazenadas no tecido molecular dos cromossomos.

No contexto do final da Segunda Guerra Mundial a comunidade cientifica
encontrava-se aturdida pela explosédo das bombas atdmicas e refletia sobre o papel
das ciéncias e a utilizacdo do conhecimento para fins de exterminio. Neste cenario,
o livro de Schrédinger foi extraordinariamente influente. Entre alguns dos que,
provocados por Schrddinger, optaram pela ciéncia da vida estdo Francis Crick
(fisico), James Watson (bidlogo) e Maurice Wilkins (fisico desiludido com sua
participacdo no projeto Manhattan). Em abril de 1953 Watson e Crick, baseados nos

3-4

estudos cristalograficos de Maurice Wilkins e Rosalind Franklin *~, publicaram o

modelo da dupla hélice da estrutura do DNA®.

Foi um momento e tanto. Estavamos certos
gue estavamos certos. Algo assim téo simples,
tdo sucinto, ndo podia estar errado. (WATSON,
2003)

A natureza quimica dos genes havia sido desvendada. O conhecimento da
estrutura do DNA levou, entre tantos outros avancgos, ao entendimento da

biossintese das proteinas, desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante e
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sequenciamento do genoma humano. Iniciava-se a era gendmica. Hoje o homem é
capaz de sintetizar vida® e interferir no processo evolutivo das espécies, assuntos

gue geram tanta polémica quanto as bombas atdmicas.

1.2 O DNA e as nucleases

A ligacdo quimica escolhida pela natureza para preservar as informacgoes
hereditérias foi a do tipo fosfodiéster, associada a um agucar e a uma base
nitrogenada. A molécula formada por estas ligagbes carrega toda a informacao
sobre um organismo: o DNA (Figura 1). A capacidade de formar duas ligagoes e
continuar na forma iénica elegeu o acido fosférico como a espécie ideal para formar
a fita da hereditariedade. A carga negativa resultante serve tanto para proteger o

diéster da hidrolise como para manter a molécula confinada a uma membrana

lipidica’.
3
?
O=P—-0-CH, Base
1 o] DNA:R=H
o RNA: R = OH
H
O R
O=P-0-CH, Base
o o]
H
O R
H

Figura 1. As ligacdes fosfodiéster formam a estrutura basica das moléculas do DNA e RNA.

O tempo de meia vida estimado em 130000 anos para a reagdo de hidrélise
do DNA® reflete a estabilidade desta ligacdo. A dificuldade para quebra-la é
importante para garantir que a informagéo seja preservada de forma segura, porém
pode se tornar um problema caso alguma mutagéo ocorra e precise ser reparada,
se um DNA estranho for detectado e precise ser destruido ou para hidrolisar um
mRNA a fim de evitar que proteinas sejam sintetizadas desnecessariamente®. As
hidrolases, especificamente as nucleases, sédo as ferramentas criadas pela natureza
para realizar a manutengcédo destas ligacdes, enzimas que aceleram na ordem de
10* vezes a reacéo de hidrélise em relagédo a reagéo néo catalisada®®.

Inicialmente acreditou-se que as nucleases atuassem somente na reciclagem

de acidos nucléicos devido a sua associacdo com o pancreas. Entretanto, hoje
11



sabe-se que elas participam de uma ampla gama de processos bioquimicos, entre
eles: replicagéo, reparo, recombinacdo e mutagénese do DNA, além de atuarem no
mecanismo de defesa contra acidos nucléicos estrangeiros e sistema imunolégico
de mamiferos™”.

O estudo das nucleases ao longo da histéria mostra-se interessante do ponto
de vista conceitual e técnico. A ribonuclease pancreatica foi a primeira proteina a ter
sua sequéncia de aminoacidos determinada e levou a confirmagdo de que as
estruturas terciéria e secundaria das proteinas sdo determinadas pela sua estrutura
priméaria. As nucleases tém sido estudadas extensivamente na busca por respostas
a respeito do mecanismo catalitico de enzimas. As ribonucleases foram usadas no
sequienciamento do primeiro tRNA o que levou ao entendimento de seu papel no
mecanismo genético. Acima de tudo, a descoberta das endonucleases de restricdo
resultou no desenvolvimento da tecnologia de DNA recombinante, metodologias de
sequienciamento e novos métodos de mapeamento genético’.

Com o desenvolvimento da cristalografia de biomoléculas tornou-se possivel
a resolucdo da estrutura de diversas nucleases. Aliado ao estudo de seus
mecanismos, notou-se que a grande maioria delas utiliza cations metalicos (Mg, Ca,
Fe, Mn, Zn) para assistir a hidrélise da ligacdo fosfodiéster*?. Estas sdo chamadas
de metalonucleases e apresentam uma grande variedade de estruturas, contendo
centros mono ou multimetdlicos. A funcdo dos metais € de principalmente
neutralizar o esqueleto carregado do DNA, ativar nucledfilos e estabilizar o estado
de transic&o™. A Figura 2 mostra a enzima endonuclease EcoRYV ligada & dupla fita
do DNA. Amplamente utilizada em biologia molecular, esta enzima cliva a dupla fita
de forma simultanea utilizando fons de Mg?®* para neutralizar os oxigénios ligados do
grupo fosfato e ativar moléculas de 4gua. O numero de ions envolvidos e qual

molécula de &gua realiza o ataque ainda é incerto™.
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Figura 2. Estrutura da enzima endonuclease EcoRYV ligada ao DNA. No detalhe a presenga do ion

metalico assistindo a hidrélise.

1.3 Promiscuidade enziméatica

A grande maioria das reacgfes envolvendo a construgcdo ou reciclagem de
biomoléculas nos organismos sdo assistidas por enzimas. As enzimas sao
proteinas, conjunto de proteinas ou moléculas de RNA. Elas atuam diminuindo a
energia do estado de transicdo e, consequentemente, diminuem a energia de
ativacdo das reacdes, acelerando-as™®.

Tradicionalmente, cursos introdutérios de bioquimica, assim como livros
texto, referem-se as enzimas como catalisadores extremamente especificos, com
apenas algumas excecdes'® **°. Entretanto, estudos recentes tém revelado que a
versatilidade catalitica ndo € a excecdo, mas sim a regra entre as enzimas,
moléculas muito mais flexiveis do que se imaginava’®. O fenémeno de uma enzima
catalisar reacBes ndo esperadas é definido como promiscuidade enziméatica *°. A
promiscuidade ocorre de diferentes formas e pode ser classificada de acordo com o

seu tipo, listados na Tabela 1.
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Tabela 1. Tipos de promiscuidade enzimatica®.

Tipo Descricao Exemplo
Enzimas com atividade catalitica em varias Maltase: reacao
condicbes reacionais diferentes do seu reversa'’.
Condicdo natural, como: ambiente anidro e condi¢cbes

extremas de temperatura e pH.

Enzimas com especificidade relaxada ou Lipase: resolugdo quiral
Substrato T

ampla. de &cidos™.

Enzimas que catalisam diferentes

transformacfes quimicas com diferentes

estados de transicdo. A promiscuidade

catalitica pode ser:

(i) Acidental: reacdo lateral catalisada pela Aminopeptidase
Catalitica

enzima natural. hidrolisando
fosfodiesteres®®.

(ii) Induzida: catalise frente reacdo distinta Aminopeptidase
gracas a uma ou mais mutacdes na oxidando catecois®.

enzima natural.

O estudo da promiscuidade enzimética tem-se revelado muito importante
para o esclarecimento do processo de evolucdo molecular divergente das
enzimas'®. A atividade secundaria pode ser a base para uma nova funcdo em
potencial, o que significa uma vantagem seletiva e evita a necessidade de criar-se
uma enzima do zero'®. H& também aspectos praticos, pois a promiscuidade
enzimatica pode ser explorada para obtencao de novos catalisadores com aplicagédo

na biocatalise?* e desenvolvimento de drogas mais eficientes?.
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1.4 Quimica inorganica biomimética

A aplicacdo de metais para tratar moléstias humanas data de pelo menos 500
anos a.C. Elementos inorganicos, especialmente os metais, sdo responsaveis por
importantes fungbes biologicas, incluindo sinalizacdo celular, metabolismo,
producdo de energia e sistema imunoldgico?®. A utilizacdo de sondas estruturais e
funcionais inorganicas e a expansdo da utilizagdo dos metais na medicina
representam outra importante interface entre a quimica inorgéanica e a biologia. De
fato, a quimica bioinorganica caracteriza-se por sua ampla multidisciplinaridade®.

A inerente complexidade das enzimas representa uma enorme dificuldade
aos estudos detalhados de seus mecanismos. Quimicos bioinorganicos tém se
inspirado nos sitios ativos das metaloenzimas e planejam analogos sintéticos que
mimetizam suas estruturas, propriedades fisicas e funcdes nos sistemas naturais®.
Entre os objetivos da catdlise bioinspirada estdo: entender, imitar e melhorar as
enzimas, catalisadores criados pela natureza ao longo de milhdes de anos de
evolucao®.

Na tentativa de elucidagdo dos mecanismos envolvidos no processo de
hidrélise das ligacbes fosfodiéster, inUmeros grupos ao redor do mundo
desenvolvem pesquisas relacionadas a sintese de composto capazes de clivar as
ligacbes do DNA e RNA. Além do entendimento do mecanismo, estas nucleases
sintéticas podem ser usadas como sondas conformacionais da estrutura do DNA,
antibiéticos e drogas quimioterapéuticas®. Buscam-se moléculas capazes de clivar
o DNA de maneira mais especifica do que as enzimas naturais, as quais
apresentam seletividade de 4, 6 ou 8 bases. Uma atividade hidrolitica pronunciada
aliada & alta especificidade resulta em novas ferramentas de interesse
biotecnolégico e em agentes quimioterapéuticos capazes de atuar no bloqueio da
expressdo génica, a nivel de DNA%.

Dentre os primeiros compostos capazes de clivar o DNA estéo o [Cu(1,10-
fenantrolina)] e [Fe(EDTA)]. Estes complexos degradam o DNA via mecanismos
oxidativos através da formacdo de espécies radicais hidroxil, as quais possuem alta
reatividade porém nenhuma especificidade®’. Apesar de Uteis para determinadas

aplicacdes (DNA footprinting por exemplo), mecanismos de clivagem oxidativa néo
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geram fragmentos do tipo 5'-fosfato e 3’-hidroxil produzidos por metalonucleases
naturais*.

Devido & pronunciada acidez de Lewis e auséncia de quimica redox, metais
lantanideos tém atraido atengéo para o desenvolvimento de complexos que clivem o
DNA de forma hidrolitica®®. Porém, a baixa solubilidade e tendéncia a formar
hidréxidos sob condicdes fisiolégicas restringem sua utilizagdo®®. Este problema é
evitado quando sao utilizados metais biodisponiveis (Fe, Co, Ni, Cu, Zn) e ligantes
bioinspirados que imitam os principais residuos de aminoacidos coordenantes
(histidina, tirosina, glutamato, aspartato, metionina e cisteina).

Destaca-se a atividade de complexos de cobre com ligantes N doadores. A
rigueza espectroscopica e eletroquimica deste metal aliado a ligantes adequados
permite a investigacdo detalhada do mecanismo de hidrélise. Dentre os sistemas
mais estudados estdo o complexo biscloro-1,4,7-triazaciclonano de cobre(ll) (Figura
3)° e seus derivados, capazes de clivar o DNA plasmidial e causar apoptose em

células BEL-7402 (carcinoma hepatocelular humano).

/\N
'_\'N un | \‘\\CI
L 'Cu\
N/ Cl

Figura 3. Estrutura do biscloro-1,4,7-triazaciclonano de cobre(ll).

Com base nas informagdes obtidas das hidrolases naturais e de complexos
modelos, uma metalonuclease sintética deve (1) possuir duas posi¢des labeis cis
orientadas a fim de permitir a coordenacdo do substrato e uma molécula de agua;
(2) reduzir o pK, da &gua coordenada favorecendo a formag&do de um hidréxido
coordenado ao metal; (3) ativar o substrato frente ao ataque nucleofilico; (4)
estabilizar o estado de transicéo e (5) liberar os produtos rapidamente®.

Apesar de existirem inimeros exemplos de modelos que mimetizam com
sucesso as propriedades das mais variadas enzimas, sdo raros os exemplos de
estudos que explorem a versatilidade quimica e possivel promiscuidade destes
complexos. Recentemente, Neves e colaboradores tém se atentado para o fato de
que também os complexos modelos sdo capazes de atuar frente a diferentes
substratos, catalisando diferentes reagbes. Descobriu-se que um complexo
mononuclear de cobre(ll), inicialmente projetado como modelo estrutural e funcional

da galactose oxidase, catalisa a hidrélise de proteinas e da dupla fita de DNA*,
16



mesmo tipo de promiscuidade apresentado pela enzima aminopeptidase P*. Outro
complexo binuclear de cobre(ll) com ponte hidroxo apresentou atividade como
catecolase e nuclease, catalisando a reacdo de oxidacdo de catecdis e hidrolise do
DNA3,

Neste trabalho é apresentado um novo complexo mononuclear de cobre(ll)
com um ligante N-doador e a investigacdo da sua atividade frente as reacdes de
hidrolise de fosfatos e oxidacdo de catecois, na busca de maiores informagdes

sobre o fendbmeno de promiscuidade.
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Objetivos

Sintetizar o ligante 2-(2-piridil)-1,3-bis(2-piridilmetil)hexahidropirimidina (TPP)
e caracteriza-lo por técnicas espectroscopicas e ponto de fusao;

Sintetizar o complexo de cobre(ll) com o ligante TPP e caracteriza-lo por
técnicas cristalograficas, espectroscoépicas, eletroquimicas e

potenciométricas;

Avaliar a atividade do complexo frente a hidrélise do substrato modelo
2,4-bisdinitrofenilfosfato (2,4-BDNPP);

Avaliar a atividade do complexo frente & oxidacdo do substrato modelo
3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-DTBC).
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3 Experimental

3.1 Materiais

Os seguintes reagentes e solventes utilizados foram obtidos de fontes
comerciais e empregados sem purificagdo prévia: acetona, acetonitrila, acetonitrila
grau UV/HPLC, &cido cloridrico, argbnio, bicarbonato de sdédio, cloreto de cobre
hidratado, cloreto de potassio, cloroférmio, diclorometano, etanol, hidroxido de
sédio, sulfato de sédio anidro. A 1,3-propanodiamina e o 2-piridilcarboxialdeido

foram destilados a presséao reduzida.

3.2 Meétodos e instrumentacao
3.2.1 Temperatura de fuséo

Os pontos (ou, eventualmente, faixas) de fusdo dos precursores e ligante
final isolados foram medidos utilizando-se um aparelho BUCHI, modelo Melting
Point B-540.

3.2.2 Espectroscopia vibracional na regido do infr  avermelho — IV

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (4000 & 400 cm™)
foram coletados em um espectrofotdbmetro Varian 3100 FT-IR Excalibur Series. A
transmitancia (%T) das amostras diluidas em pastilhas de KBr foi registrada no
Laboratério de Cinética e Fenbmenos Interfaciais — Departamento de Quimica -
UFSC.

3.2.3 Espectroscopia eletrénica (UV-Vis)

Os espectros eletrbnicos na regido do ultravioleta, visivel e infravermelho

préximo foram obtidos em um espectrofotbmetro Perkin-Elmer Lambda-19. Os
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experimentos em solugdo foram realizados utilizando-se solventes de grau
espectroscépico apropriado para cada amostra em cubetas de quartzo de caminho

optico de 1 cm.

3.2.4 Difratometria de Raios-X

As andlises cristalogréficas foram realizadas na Central de Andlises do
Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina. Os dados
foram coletados em um difratbmetro automéatico ENRAF-NONIUS CAD-4 para
monocristais equipado com um tubo de molibdénio (MoKa A = 0,71069 A) e
monocromador de grafite a temperatura ambiente. A estrutura cristalina foi resolvida
através de métodos diretos com a utilizagdo do programa SHELXS97 e os dados
foram refinados pelo método dos minimos quadrados com matriz completa, com a
utilizacdo do programa SHELXL97%%. As representacBes graficas das estruturas

moleculares foram geradas utilizando o programa PLATON®.

3.2.5 Titulac&o potenciométrica

As constantes de protonacdo do complexo foram determinadas através de
titulacdo potenciométrica em solugdo acetonitrila:agua (1:1), mesmas condi¢des dos
estudos cinéticos. Utilizou-se um pHmetro Micronal B375, com os eletrodos “blue
glass” e de referéncia (calomelano) calibrados com padrées &cido
(HCI 0,200 mol L) e base (NaOH 0,100 mol L™) em uma célula termostatizada a
25,00 + 0,005 °C, para ler o pH diretamente (pH = -log[H"]). A &gua utilizada no
preparo das solugdes foi bidestilada na presenga de KMnO, e a forga ibnica mantida
em 0,100 mol L™ pela adicdo de KCI. Solucées de 4,00x10* mol L™ de complexo
foram tituladas pela adicdo de volumes fixos de uma solucdo padrdo de KOH 0,100
mol L™ sob fluxo de argénio. Os célculos foram realizados com o programa BEST7 e

os diagramas de distribuicdo de espécies gerados com o0 programa Species.
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3.2.6 Eletroquimica

O comportamento redox do complexo foi investigado por voltametria ciclica
em um potenciostato-galvanostato BAS (Bioanalytical Systems, Inc.) modelo
Epsilon, no Laboratério de Bioinorgénica e Cristalografia, Departamento de Quimica
da UFSC. O experimento foi realizado em solugéo de acetonitrila sob atmosfera de
argonio. Neste experimento, utilizou-se hexafluorfosfato de tetrabutilaménio (0,1 mol
L") como eletrélito suporte e uma célula eletrolitica com trés eletrodos: eletrodo de
trabalho - carbono; eletrodo auxiliar - platina; eletrodo de referéncia - Ag/Ag*. Para
correcdo do eletrodo de referéncia utilizou-se o par redox ferrocinio/ferroceno como

padro interno®.

3.2.7 Promiscuidade catalitica

A capacidade de o complexo catalisar as reacdes de hidrélise do substrato
2,4-BDNPP e oxidagdo do 3,5-DTBC foi investigada espectrofotometricamente em
um UV-Vis Varian Cary 50 BIO. Tanto o produto da hidrélise, o 2,4-dinitrofenolato, e
o da oxidagao, a 3,5-di-terc-butilquinona, apresentam uma banda de absorgéo em
400 nm com absortividades molares de 12100 mol™ L cm™®* e 1900 mol™* L cm™ 3¢,

respectivamente.
3.2.7.1 Hidrolise

Devido a conhecida baixa atividade dos complexos mononucleares de
cobre(ll) na reacdo de hidrolise, as cinéticas foram realizadas em banho
termostatizado a 50 °C. Através do método das velocidades iniciais pelo gréafico da
concentracdo em funcéo do tempo determinou-se 0os parametros cinéticos.

A influéncia do pH na faixa de 4 a 11 sobre a reacéo de hidrolise do fosfato
foi estudada em condicdes de excesso de substrato. Em cubetas de vidro com
capacidade para 4 mL e caminho Optico de 1 cm, seladas com tampa de teflon,
foram adicionados 1500 pL de solucéo aquosa de tampéo ([T] = 0,10 mol L™, 1= 0,1
mol L™ LiClO4, TRIS pH 4 a 5, MES pH 6 a 9 e CAPS pH 10 a 11), 500 pL de
acetonitrila grau HPLC e 200 pL de solugéo do complexo ([Clina = 3,9x10° mol L™)

em acetonitrila. A temperatura foi estabilizada a 50 °C e a reacgdo iniciada pela
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adicao de 800 pL de solucéo do substrato em acetonitrila ([S]sina = 4,99x10° mol L™)
e monitorada durante 5 minutos. Paralelamente, realizou-se a reag&o controle sem a
presenca do complexo com 700 pL de acetonitrila.

Os estudos em condi¢gOes de excesso de substrato foram realizados em pH
10,0, correspondente a espécie que apresentou maior atividade, a fim de determinar
sua eficiéncia catalitica. A cubeta foram adicionados 1500 pL do tampé&o
CAPS ([T] = 0,20 mol L™, 1 = 0,1 mol L™ LiClO,), 200 pL de solugéo do complexo
([Clfinar = 2,7x10° mol L'l) além de quantidade suficiente de acetonitrila para
completar 3 mL. Quando equilibrados a 50 °C a reacao foi iniciada pela adigdo
variada de volumes da solucéo de substrato ([Slina = 6,74x10™ a 6,79x107 mol L™).
Os mesmos experimentos sem a presenca do complexo foram realizados

paralelamente e a hidrélise ndo catalisada descontada da constante total da reagéo.
3.2.7.2 Oxidagéo

As cinéticas de oxidagdo foram realizadas em condi¢cdes de excesso de
metanol devido a solubilidade do substrato. A dependéncia do pH foi investigada na
faixa de 5 a 10 utilizando-se solucdes aquosas dos tampdes MES e TRIS 1,0 mol L™
sem forga idnica e solu¢cdes metandlicas saturadas com oxigénio do complexo e
substrato. Os volumes das solugdes foram adicionados em cada cubeta foram de
forma a obter 3,0 x 10° mol L™ de complexo, 5,0 x 10™ mol L™ de 3,5-DTBC (167
vezes de excesso) e uma proporcdo de 32:1 de metanol/agua. Os parametros
cinéticos da reacdo foram obtidos pelo estudo do excesso de substrato, realizado

em pH 9.

3.3 Sintese do ligante

A rota utilizada para a sintese do ligante foi adaptada do método proposto por

Hureau e colaboradores® e esta resumida na Figura 4.
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Figura 4. Rota sintética para a obtencao do ligante

3.3.1 Sintese do N *,N3-bis(2-piridilmetil)1,3-propanodiamina (BPP)

N
N 1. MeOH AN

o~ (T ORBADS
“ 2. NaBH, N N~

Em 30 mL de metanol foram solubilizados 9,50 mL de 2-piridilcarboxialdeido

(100 mmol) e com o auxilio de um funil de adicdo 4,20 mL de 1,3-propanodiamina
(50 mmol) dissolvidos em 10 mL de metanol foram gotejados lentamente & solugéo.
A mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 1,5 h e o acompanhamento por
cromatografia de camada delgada (CCD) mostrou o desaparecimento dos reagentes
de partida e o aparecimento de uma mancha atribuido a formacdo da imina. A
solucéo foi resfriada com banho de gelo seguida da adicéo de 1,89 g de NaBH, (50
mmol). Depois de mais uma hora sob agitacdo, o metanol foi rotaevaporado e o 6leo
obtido solubilizado em 90 mL de solu¢cdo NH,Cl 10%. O produto foi extraido com
CHCI3; (3 x 50 mL) e as fases combinadas foram secas com Na,SO, anidro. Apds

remocao do solvente, o produto BPP foi obtido com 76% de rendimento.

3.3.2 Sintese do 2-(2-piridil)-1,3-bis(2-piridilmet  il)hexahidropirimidina
(TPP)

z z
1. MeOH | |
A N/\/\N A N N N N
| H H | N N N
2. , refluxo N
Z |
NS
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Sobre uma solugéo de 18,4 g de BPP (72 mmol) em 100 mL de metanol
foram adicionados 6,82 mL de 2-piridilcarboxialdeido (72 mmol). A mistura foi
mantida em refluxo por 3 horas. A solugéo escura resultante foi rotaevaporada e um
Oleo viscoso foi obtido. O éleo foi solubilizado em éter e permaneceu em repouso. A
lenta evaporacdo do éter deu origem a bonitos cristais prismaticos, que foram
filtrados e lavados com acetona gelada. O produto foi obtido com 71% de
rendimento e caracterizado por IV (Figura 5) e ponto de fusédo = 128,4 — 129,5 °C.

IV (KBr) em cm™: v(H,0) 3450; v(C-Ha;) 3070-3007; V(C-Haif) 2957-2723; v(C=C)
1590 e v(C=N) 1433.
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Figura 5. Espectro vibracional no infravermelho do ligante TPP em KBr.

3.4 Sintese do complexo [Cu(TPP)CI ,] 1

(j\/(\\/(j + CuCly-2H,0 __MeOH Q/\/\ ﬁQ

NS =~ C|

A uma suspensédo de 0,276 g (0,8 mmol) do ligante TPP em metanol
adicionou-se 0,170 g (1,0 mmol) de cloreto de cobre(ll) solubilizado no mesmo

solvente, totalizando 30 mL. Depois de uma hora de agitagéo, a solucéo foi filtrada e
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permaneceu em repouso. Duas semanas depois observou-se a formacdo de
reluzentes cristais verdes adequados a resolucdo estrutural via difratometria de
raios-X. O complexo foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho (Figura
6).

IV (KBr) em cm™: v(C-Hay) 3075-3027; v(C-Hajr) 2956-2870; v(C=C) 1611 e v(C=N)
1443 e 1433.

T%
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 50C
V/cm®

Figura 6. Espectro vibracional no infravermelho do complexo 1 em KBr.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacdo do complexo
4.1.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho

A técnica de espectroscopia no infravermelho foi utilizada, pois alia rapidez e
baixo custo fornecendo informagdes valiosas sobre a interagéo entre o ligante e o
ion metdlico. O ligante TPP contém &tomos de nitrogénio piridinicos e aminicos com
pares de elétrons disponiveis para interacdo com o0 metal, e esta interacdo afeta as
frequéncias de absorcao vibracionais do ligante. Portanto, a fim de garantir que os
cristais formados a partir da sintese sdo realmente do complexo formado entre o
ligante TPP e o cobre, foram comparados os espectros do ligante e do complexo.

O espectro de infravermelho dos cristais obtidos na sintese do complexo 1
mostra as principais bandas do ligante ligeiramente deslocadas, evidéncia da
complexacdo com o metal. A partir da sobreposicédo dos espectros do ligante e do
complexo (Figura 7) observa-se que a banda referente ao estiramento C=N das
piridinas encontra-se duplicado. A banda em 1433 cm™ presente em ambos os
espectros indica a presenca de piridina ndo coordenada no complexo enquanto que
a banda de 1443 cm™ é atribuida & presenca de piridina coordenada ao cobre. Os
estiramentos do ligante e do complexo estédo resumidos na Tabela 2.

— T ﬁ A
wm’af\ myfﬂw I‘r ‘H‘H"H”‘I “ W”q \4‘\\\ \‘ \/ “\ /\\ [ “ w \ w'ﬁ\(A M
il v”‘\“ V\“\ M 0 w\ Iy A | ML W \ J Y
A | V I I
| I |
< |
|_
B
B

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 50C 1600 1500 1400 1300 1200
v/cm® v/em?

Figura 7. Espectros de infravermelho do ligante (A) e do complexo 1 (B) em KBr. O quadro a direita

destaca a duplicacéo do pico atribuido a piridina.
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Tabela 2. Modos vibracionais e comprimentos de onda destacados do ligante

e do complexo.

Atribuicdes V(C-Ha) / cm™ V(C-Hair) / cm™ v(C=C)/cm™ v(C=N)/cm™
TPP 3070-3007 2957-2723 1590 1433
Complexo 3075-3027 2956-2870 1611 1443 e 1433

4.1.2 Estrutura cristalina

A partir dos monocristais obtidos a estrutura do complexo 1 foi determinada
pela técnica de difratometria de raios X. Esta técnica permite que sejam
determinadas as posicdes relativas de cada atomo e, portanto, a estrutura da
molécula que compde o cristal.

O complexo cristalizou no sistema monoclinico e grupo espacial P2;/n de
forma mononuclear, com quatro moléculas de agua de cristalizagdo. O centro de
cobre(ll) encontra-se em um ambiente de coordenagéo N3Cl, como mostra a Figura
8. As distancias e angulos de ligacdo (Tabela 3) em torno do centro metalico
indicam que os atomos de nitrogénio N1, N12 e N32 ocupam posicdes em um
mesmo plano.

A geometria de coordenac@o do complexo 1 pode ser analisada através do
célculo do parametro 1. Este parametro, definido por Addison e colaboradores®
como T = (B — a)/60 onde B e a sdo os dois maiores angulos, indica se a geometria €
de piramide quadrada (t = 0) ou bipiramide trigonal (t =1). O complexo apresenta
um valor de 1 = 0,53, reflexo do alto grau de distorgdo geométrica ao redor do centro

metalico.
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Figura 8. ORTEP do complexo 1 com elipsoides a 50% de probabilidade.

A estrutura revelou a presenca de uma piridina ndo coordenada, confirmado

a suspeita observada no infravermelho. A presenca dos dois atomos de cloro

coordenados de maneira cis € uma caracteristica importante para que o complexo

tenha atividade na hidrélise de diésteres de fosfato® (Secéo 4.2.1).

Tabela 3. Principais distancias (A) e angulos (°) de ligagdo do complexo 1.

Cul-N12 1.962(5) Cul-Cll 2.3063(19)
Cul-N32 1.974(5) Cul-CI2 2.420(2)
Cul-N1 2.085(5)

N12-Cul-N32 164.6(2) N1-Cul-CI1 132.80(16)
N12-Cul-N1 83.6(2) N12-Cul-CI2 95.85(17)
N32-Cul-N1 81.4(2) N32-Cul-CI2 93.57(17)
N12-Cul-Cl1 92.19(17) N1-Cul-CI2 116.14(16)
N32-Cul-CI1 95.74(17) Cl1-Cul-CI2 111.06(8)
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4.1.3 Eletroquimica

A fim de estudar o comportamento redox do complexo 1, este foi submetido a
analise eletroquimica de voltametria ciclica. Nesta técnica é feita uma varredura de
potencial em relacdo a solugao do composto em estudo e diversas informacgfes sdo
obtidas. Entre elas, o potencial de cada transferéncia de elétrons da amostra, assim
como o a reversibilidade da reacao eletroquimica.

O voltamograma obtido (Figura 9) é bastante claro e mostra apenas um

processo quasi-reversivel com Eyj, = -247 mV atribuido ao par Cu'/Cu'.
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Figura 9. Voltamograma do complexo a 2x10® mol L™ em CH5CN a 25 °C.

Complexos de cobre(ll) geralmente apresentam perfil eletroquimico
irreversivel para o par Cu'/Cu' pois, ao ser reduzido, o cobre torna-se um sistema
d'® e exige uma adaptacdo na geometria da esfera de coordenagdo para um
tetraedro. Esta mudanca geométrica faz com que ligantes rigidos tenham sua
afinidade pelo metal diminuida, e a formagcdo de outras espécies, por exemplo a
reducdo a cobre(0) na superficie do eletrodo, acarretam na irreversibilidade do
processo.

O resultado obtido indica que nas condi¢cdes do experimento o complexo 1
mantém-se coordenado ao ligante apds sua reducéo, e esta especie cobre(l) ao ser

oxidada restitui o complexo original. Esta capacidade do complexo ser restituido é
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importante quando se busca um catalisador, e € um fator importante na atividade do

complexo na reacdo de oxidagéo de catecois (Secéo 4.2.1).

4.1.4 Espectroscopia eletrénica UV-Vis

Apesar de conhecermos a estrutura que compde o complexo na sua forma
cristalina, e esta informacao ser muito Util, ela ndo é suficiente quando os estudos
de catalise sdo realizados em solucdo. Diversas interacdes entre o solvente e
complexo provocam alteragfes em sua estrutura. Com o intuito de investigar como o
complexo se comporta em solugdo foi utilizada a técnica de espectroscopia
eletrbnica UV-Vis. Através dela é possivel relacionar propriedades eletrdnicas com
caracteristicas estruturais.

Complexos de cobre(ll) sdo sistemas com 9 elétrons d que dependendo da
natureza do ligante e sua estrutura em solucgdo, irdo estar distribuidos em diferentes
niveis energéticos. A diferenca de energia entre estes niveis dao origem as bandas
de absorcéo do complexo, geralmente na faixa do visivel.

Quando pentacoordenados, os complexos de cobre(ll) apresentam em seu
espectro eletrbnico uma banda de absor¢cdo mais intensa em mais alta energia e
uma menos intensa em menor energia se estiverem em uma geometria piramidal de
base quadrada, enquanto que uma banda de absorcdo menos intensa em mais alta
energia e uma mais intensa em menor energia indicam uma geometria de
bipiramide trigonal®*. Quando da hexacoordenacéo, as ligacdes ao redor do cobre
sofrem intensa distor¢cao devido ao efeito Jahn Teller e as transi¢des se desdobram
em trés bandas geralmente sobrepostas que dao origem a uma absorcdo alargada
na regido de 600-700 nm®.

O espectro eletrbnico do complexo 1 (Figura 10) apresenta trés bandas de
absorgdo na faixa do visivel e ultra-violeta proximo (800 a 200 nm). A absorcéo de
mais baixa energia com maximo em 644 nm é atribuida a transi¢céo d-d do cobre e
devido ao seu perfil alargado, acredita-se que em solugdo o complexo tenha as
posicBes ocupadas pelos dois atomos de cloro substituidas por trés moléculas de

agua, adquirindo a geometria octaédrica (Figura 11).
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Figura 10. Espectro eletrénico do complexo 1 a 4x10™ mol L (—) e do ligante TPP a 6x10° mol L™

em agua (- - -).
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Figura 11. Mudanca geométrica do complexo em solugéo

O coeficiente de absortividade molar de 122 cm™ mol™ L é coerente com as
transicdes do tipo d-d, porém a segunda transicdo com maximo em 360 nm
apresenta um € de 970 cm™ mol™ L, esperado para transicdes do tipo transferéncia
de carga®. Entretanto, na estrutura proposta ndo ha elétrons disponiveis para este
tipo de transigéo.

O estudo do espectro eletronico do ligante TPP revelou que este possui duas

bandas de absor¢do com maximos em 260 nm e 367 nm. Os valores dos
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coeficientes de absortividade molar das transi¢des do ligante e do complexo estédo
listados na Tabela 4.

A comparagédo destes valores nos leva a concluir que a banda de absorgéo
em 360 nm observada no espectro do complexo é referente a uma transigdo
eletrbnica 1-1m* do ligante que, quando coordenado, torna-se mais permitida. O

mesmo é observado para a transicdo em 260 nm, porém em menor grau.

Tabela 4. Coeficientes de absortividade molar do ligante TPP e do complexo 1 em

agua.
Maximo de 644 nm / 360 nm / 260 nm /
absorcao cm™ mol™ L cm™ mol™ L cm™ mol™ L
TPP - 36 11400
Complexo 122 970 15900

4.1.5 Titulacdo potenciométrica

As informacdes de protonagdo sdo muito importantes para a caracterizagao
das espécies em solucdo. Através da titulacdo potenciométrica do complexo 1
determinou-se a presenca de dois pKss na faixa de pH estudada (3 a 12). O pK,1 foi
atribuido a desprotonacéo da piridina ndo coordenada e o pK,2 a formacao da
espécie hidréxido a partir de uma das moléculas de agua coordenada ao centro
metalico. A distribuicdo das espécies e o equilibrio proposto entre elas estdo
apresentados na Figura 12.

O que chamou a ateng&o durante o experimento foi a mudanga de coloragéo
da solucdo. Percebeu-se que a espécie acida (pH < 4) e a bésica (pH > 9,3) sédo
azuis, enquanto que a espécie neutra € verde. Esta observacao causou intriga e

motivou a realizagdo do acompanhamento espectral da titulagéo.
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Figura 12. Distribuic@o e proposta das espécies em equilibrio para o complexo 1 em mistura
CH3CN/H,0 (1:1) a 25 °C.

4.1.6 Titulacdo espectrofotométrica

Para analisar as mudancgas espectrais que ocorreram no decorrer da titulacao
potenciométrica e que provocaram as mudancgas de coloracao, repetiu-se a titulacao
com acompanhamento do espectro UV-Vis. Este experimento mostrou-se muito
interessante, pois contribuiu significativamente para sustentar as atribuicbes das
espécies em solucao.

Por motivos de clareza, os espectros foram separados em duas faixas, uma
para cada pK,. A primeira faixa que vai do pH 3,06 ao 6,58 possui um ponto
isosbéstico, evidéncia da presenca de duas espécies em equilibrio. Na espécie
acida, de coloragéo azul, a absorcao referente a transicdo do ligante intensificada
pela complexacdo (Secdo 4.1.4) encontra-se deslocada para maior energia, com
Amax = 330 nm e coeficiente de absorcdo molar maior do que a espécie neutra, que
absorve em 360 nm (Figura 13). Observa-se que a transicao d-d praticamente ndo é
afetada, indicio de que o equilibrio envolve a desprotonacdo da piridina néo

coordenada.
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Figura 13. Espectros do equilibrio entre a espécie acida e neutra do complexo 1.

Na segunda faixa que vai do pH 6,19 ao 10,35 e envolve o equilibrio entre a
espécie neutra e béasica, a mudanca espectral significativa ocorre na mesma banda
gue o equilibrio anterior. A espécie basica possui um espectro muito parecido ao da
espécie acida, com Anax = 323 nm da transicdo em questdo e maior coeficiente de
absorcdo molar. Porém, neste equilibrio a banda d-d tem seu maximo de absorgéo
deslocado para maior energia como mostra o detalhe da Figura 14. Esta é uma
evidéncia de que o segundo pK, envolve uma agua coordenada diretamente ao

centro metalico, para a formacéo da espécie hidréxido.

34



1,0

| pH 0,15
0,9 ——6,19

1 ——6,58
0,8 8,58

1 9,22 0,104
071 ——969 4

005{ "

Abs

0,00

00 550 600 650 700 750 8
Al nm

Figura 14. Espectros do equilibrio entre a espécie neutra e bésica do complexo 1. No detalhe, o
deslocamento da banda d-d.

4.2 Reatividade

4.2.1 Hidrélise do 2,4-dinitrofenilfosfato (2,4-BD  NPP)

O,N o NO, NO,
1]
b Complexo 1 - +PO
o N o .
-0 o] CH3;CN/H,0, 50 °C (0]
NOZ N02 No2
bis-2,4-dinitrofenilfosfato 2,4-dinitrofenolato

A caracterizagdo do complexo indicou que, de acordo com o0 mecanismo
proposto na literatura®, este possui caracteristicas adequadas para a hidrélise de
diésteres de fosfato: posicdes labeis cis-orientadas e a formacdo da espécie
hidroxido coordenada ao metal em pH acima de 9. Para testar a sua capacidade de
hidrélise foram realizados estudos cinéticos com o substrato 2,4-BDNPP. A hidrélise

de fosfatos € uma reacdo bastante lenta, por isso da utilizacdo de um substrato
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como o 2,4-BDNPP com grupos nitro tornando o fenolato um bom grupo

abandonador.
4.2.1.1 Efeito do pH

A dependéncia da velocidade da reacdo de hidrolise em funcdo do pH é
apresentada na Figura 15. Observa-se que o complexo comeca a acelerar a reagao
a partir do pH 9. O perfil sigmoidal permite a determinacdo do pKj, cinético para este
sistema através do ajuste dos pontos com o modelo de Boltzman. O valor obtido de
9,4, muito préximo do potenciométrico, é uma evidéncia de que a espécie ativa é

aquela que possui o grupo hidroxido coordenado ao metal.

2,5- .

= N
ol o
. 1 1
~

10/ mol L*s™
P
Q

°0,51

\Y

0,0+

—_— :
75 80 85 90 95 10,0 105 11,0
pH

Figura 15. Dependéncia do pH para a reacéo de hidrélise do 2,4-BDNPP pelo complexo 1 a 50 °C.
Condicdes: [complexo] = 3,9x10™° mol L™, [2,4-BDNPP] = 4,99x10°® mol L™, solu¢io CH;CN/H,0 1:1.

4.2.1.2 Efeito do substrato

Uma vez determinada a dependéncia da reacédo de hidrélise do 2,4-BDNPP,
estudos cinéticos foram realizados no pH 10, em que o complexo apresentou maior
atividade. Em experimentos sucessivos, 0 aumento da concentragdo do substrato
provocou a saturagdo do complexo, observado no gréfico de vg vs [2,4-BDNPP]. Os
dados obtidos foram tratados de acordo com o modelo de Michaelis-Menten. Muito
utilizado para sistemas enziméticos, este modelo considera a formacdo de um
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intermediario enzima-substrato ES que leva a formagdo do produto e restituicdo da

enzima:
E+S = ES
ES—> P+E
Desta proposta deriva-se a seguinte relag&o*":
\, = VaolS
Ku *[S]

em que [S] representa a concentracdo de substrato, Ky a constante de Michaelis e
Vmax @ velocidade maxima da reacdo. Através do ajuste da equacdo para os valores
experimentais (Figura 16) obtém-se alguns parametros cinéticos resumidos na
Tabela 5.

= N

(3] o

1 1
n

/10° mol L™s™
=
<Q

° 0.54

\%

00 T T T T T T T
0 2 4 6 8

[2,4-BDNPP]/10° mol L™
Figura 16. Perfil de saturagdo para a reacao de hidrolise do 2,4-BDNPP.

Tabela 5. Parametros cinéticos da reacdo de hidrélise do 2,4-BDNPP catalisada

pelo complexo 1.

Keat/Ku /
Complexo |K y/molL™ | Kass/Mmol™ L | Kea/s™ m(:rfl LMs'l Keat/Knc*
1 0,30 3,33 4,83x10° | 1,61x107 53

* ko = 0,941x10* s™ (constante de reacdo néo catalizada™)
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A eficiéncia catalitica desempenhada pelo complexo 1 € menor do que a de
outros complexos mononucleares de cobre(ll) reportados na literatura**. A menor
atividade observada € atribuida a elevada distorcao provocada pelo ligante TPP,
gue provavelmente dificulta o ataque nucleofilico do hidréxido ao centro de fosforo.

4.2.2 Oxidacao do 3,5-di- terc-butilcatecol (3,5-DTBC)

OH o
+0, Complexo 1
OH > o
MeOH/H,0 32:1, 25 °C
3,5-di-terc-butilcatecol 3,5-di-terc-butilquinona

Devido ao perfil eletroquimico quasi-reversivel exibido pelo complexo 1 para
o par Cu"/Cu' realizou-se o estudo cinético da atividade do mesmo frente a reacéo
de oxidacao do 3,5-DTBC. Este substrato € o mais utilizado neste tipo de teste pois
€ 0 orto-catecol com menor potencial de redugdo. Os grupos terc-butil além de
aumentarem a densidade eletronica sdo volumosos e impedem reacfes paralelas

de abertura do anel, por exemplo™.
4.2.2.1 Efeito do pH

A andlise da velocidade da reacdo em funcdo do pH mostrou que o complexo
torna-se cataliticamente ativo na reacao de oxidacao do 3,5-DTBC a partir do pH 7
(Figura 17). Os valores permitem que seja feito o ajuste sigmoidal dos dados e pela
inflexdo obtém-se o valor de pK, cinético de 7,8. Este valor ndo coincide com as
constantes de protonacgdo determinadas potenciometricamente para o complexo de
4,0 e 9,3 (Secdo 4.1.5). Porem, na literatura sédo reportados os valores de 7,85 e
9,02* para as constantes de protonacédo do substrato 3,5-DTBC em solucdo aquosa
com 50% de metanol em presenca de cobre(ll).

Portanto, acredita-se que a oxidagdo comece a ocorrer quando acontece a

desprotonacédo do substrato e este entdo coordena-se com o complexo e é oxidado.
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Figura 17. Dependéncia do pH para a reacdo de oxidacao do 3,5-DTBC pelo complexo 1 a 25 °C.
Condic¢des: [complexo] = 5,0x10”° mol L, [3,5-DTBC] = 2,4x10° mol L™, solugdo MeOH/H,0 32:1.

4.2.2.2 Efeito do substrato

A fim de determinar alguns parédmetros cinéticos da reacdo de oxidacao, foi
feito o estudo da velocidade inicial da reacdo em fungdo da concentragdo do
substrato. Os valores exibidos na Figura 18 apresentaram um perfil de saturacéo e
por isso foram tratados com o modelo de Michaelis-Menten. Os parametros (Tabela
6) foram calculados através do ajuste dos pontos com a equacao que descreve 0

modelo.

39



2,5

2,04

1,54

1,04

0,54

v,/ 10" mol L' s™

0,04

0 2 4 6 8 10 12 14

[3,5-DTBC] / 1073 mol L1

Figura 18. Perfil de saturacéo para a reacéo de oxidacédo do 3,5-DTBC.

Tabela 6. Pardmetros cinéticos da reacdo de hidrélise do 2,4-BDNPP catalisada

pelo complexo 1.

Keat/Km /
Complexo |[K y/molL™ | Kas/mol™ L | ke !/s™ Cafl M J
mol~Ls

1 6,74 x 10° 148 1,40x107° | 2,08x10”

O complexo 1 mostrou-se eficiente na catalise da oxidacéo do 3,5-DTBC, o
gue o caracteriza como um catalisador promiscuo. Esta mesma promiscuidade foi
observada na enzima Aminopeptidase P. Sua funcdo priméaria € a hidrélise de
proteinas, porém também apresenta atividade na reacdo de hidrélise de diésteres
de fosfato. A atividade na oxidagdo do 3,5-DTBC é induzida pela substituicdo do
zinco por cobre em seu sitio ativo®.

A obtencdo de um complexo tdo simples, comparado a complexidade
enzimatica, capaz de hidrolisar o 2,4-BDNPP e oxidar o 3,5-DTBC é uma
demonstracdo de como a versatilidade quimica dos metais pode ter sido utilizada

pela natureza para evoluir nas diversas enzimas que conhecemos hoje.
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5 Conclusoes

= O complexo de cobre(ll) com o ligante TPP foi sintetizado e caracterizado
através de técnicas espectroscopicas, eletroquimica, potenciométrica e

cristalografica,

= A estrutura cristalina do complexo 1 revelou uma coordenacgdo NsCl; e a

presenca de uma piridina ndo coordenada,;

= O complexo 1 mostrou-se cataliticamente ativo na hidrélise do diéster de
fosfato 2,4-BDNPP.

= O complexo 1 mostrou-se cataliticamente ativo na reacéo de oxidacdo do

catecol 3,5-DTBC, caracterizando-o0 como promiscuo.
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6 Perspectivas

A caracterizagdo do complexo em solugdo deve ser aprofundada com o
estudo da eletroquimica em diferentes pHs assim como medidas de ressonancia
eletrbnica paramagnética (RPE). Estas medidas acompanhadas de um estudo
computacional de simulacdo dos espectros irdo fornecer informagdes importantes
para a confirmacao das espécies em solugao.

Deve ser feito 0 estudo detalhado das cinéticas de hidrolise e oxidacao,
investigando a ordem da reacdo em relacdo ao complexo. Principalmente, devem
ser sintetizados ligantes analogos ao TPP e, através do estudo cinético dos
complexos desses derivados, sera possivel analisar a influéncia de cada
modificacdo na atividade catalitica. A reunido de mais informacdes de correlacdo
cinético-estruturais poderd dar suporte a uma proposta de mecanismo para as
reacdes estudadas.

Testar a atividade do complexo 1 na catalise de outros processos que
envolvam transferéncia de elétrons como o desproporcionamento de H,O, e
superdxido de hidrogénio, tendo em vista que sdo conhecidos exemplos de
complexos com propriedades eletroquimicas similares que sdo ativos nestas
reacdes. Estes resultados poderdo demonstrar o quédo versatil sdo estes complexos
e 0 qudo promiscuos eles podem ser, contribuindo para o entendimento da evolugéo

enzimatica molecular.
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