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Resumo

Uma das areas de acdo para os quimicos sintéticos em bioinorganica é o
projeto, sintese e caracterizacao de moléculas inorganicas de baixa massa molar
que apresentem propriedades estruturais, espectroscopicas e/ou de reatividade
gue mimetizem metaloenzimas de interesse.

Considerando o exposto, 0 objetivo principal deste trabalho foi sintetizar e
caracterizar um novo ligante bioinspirado em enzimas como a carboxipeptidase A
e galactose oxidase, e seu complexo de Cu'" que apresentem as caracteristicas
requeridas para que estes sejam considerados modelos estruturais e/ou
funcionais para nucleases e/ou proteases.

O composto de coordenacdo de Cu' obtido foi estruturalmente
caracterizado por difratometria de raios X e estudos preliminares em solucéao
foram realizados pela técnica eletroquimica de voltametria ciclica e também por
espectroscopia vibracional IV e espectroscopia eletrénica UV-Vis.

Através dos estudos reportados neste trabalho pode-se constatar
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas que fazem do complexo em questao
um possivel agente de clivagem hidrolitica de ligac6es peptidicas e ligagdes
fosfodiéster, tal como compostos reportados em publicagdes recentes, onde tém-
se o intuito da exploracdo da promiscuidade catalitica em diversas areas da

ciéncia.
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1. Introducao

1.1 Enzimas e Quimica Bioinorganica

Um dos principais focos de pesquisa em bioinorganica é o entendimento
do modo de acao das enzimas. Enzimas sdo as proteinas especializadas que
apresentam alguma atividade catalitica. Elas aceleram reac¢des quimicas sem a
formacao de produtos colaterais, tém alto grau de especificidade por seus
substratos e funcionam em solugdes aquosas diluidas em condi¢cdes brandas de
temperatura e pH. Apresenta-se na Tabela 1 (abaixo) a classificacdo das enzimas
de acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(IUBMB), segundo as reacdes que as mesmas catalisam (LIPPARD, 1994).

Tabela 1 — Classificacdo das enzimas de acordo com a Unido Internacional de
Bioguimica e Biologia Molecular — [UBMB.

Classe enzimatica Funcao Catalitica / Foco de atuacao

Oxirredutases Reacoes de transferéncia de elétrons.

Transferases Reacdes de transferéncia de grupos funcionais.
Hidrolases Reacodes de hidrdlise.

Liases Adicao ou remocéao de grupos e duplas ligacdes.
Isomerases Reacodes de transferéncia de grupos funcionais dentro de

moléculas dando origem as formas isoméricas.
Ligases Formacao de ligagdes C-C, C-N, C-O e C-S via reagdes
de condensacao acopladas a clivagem de ATP.

Apesar de se dizer que a quimica bioinorganica é um campo bastante
recente da ciéncia (publicagcdes indicam seu surgimento nos anos 70), ha relatos
que datam do século XVIII reportando metais ligados em proteinas ou enzimas.
Um aspecto marcante deste ramo da ciéncia é sua interdisciplinaridade, pois
engloba diversos campos do conhecimento, como Quimica, Biologia, Fisica e
Matematica. Seu crescimento deve-se a necessidade de se compreender

plenamente os processos bioldgicos mediados por metais (BEINERT, 2002).



12

Segundo STRATER et al, 1996, cerca de 1/3 de todas as proteinas
conhecidas atualmente sdo metaloproteinas, e muitas das reacgdes criticas a vida
na terra sdo catalisadas por estas biomoléculas. Metaloenzimas constituem um
grupo especifico de metaloproteinas que contém no minimo um ion metalico em
seu sitio ativo.

Um exemplo € a galactose oxidase, uma metaloenzima mononuclear de
Cu" com geometria piramidal quadrada, capaz de catalisar a reacdo de oxidagao
de alcoois primarios a seus respectivos aldeidos (ANJOS, 2001). Muitas das
idéias que envolvem as teorias gerais de catdlise enzimatica foram inspiradas e
desenvolvidas a partir de estudos de enzimas com sitios ativos mononucleares,
tal como a carboxipeptidase A (CPA), uma metaloenzima mononuclear de Zn'". O
desenvolvimento da bioinorganica vém refletindo entdo na compreenséao
estrutural destas macromoléculas e as vias pelas quais as mesmas atuam
(CHRISTIANSON, 1989).

Outro exemplo sdo as PAPs (Fosfatases Acidas Purpuras) que, por sua
vez, apresentam sitio ativo heterobimetalico composto de Fe'"M" (onde M" pode
ser Fe, Mn ou Zn) e sado capazes de hidrolisar anidridos e ésteres do acido
fosférico na faixa de pH de 4 a 7 (THAN, 1999 e KLABUNDE, 1997).

A imprescindivel contribuicdo da quimica Bioinorganica pode ser constatada
em projetos como proteoma e genoma onde as enzimas tem papel muito
importante no aprimoramento do conhecimento sobre proteinas e &cidos
nucléicos. Estas duas biomoléculas sdo importantes substratos no metabolismo
dos organismos além de desempenhar funcdes indispensaveis para todos os

seres Vivos.

1.2 Proteinas e Acidos Nucléicos

Ligagdes peptidicas constituem basicamente a unido entre o grupo amino
de um amino&cido com o grupo carboxilato de outro, respectivamente. A ligacdo
covalente C—N resultante (ligacdo peptidica) caracteriza a formacdao de uma
amida via um processo de desidratacdo. Desta maneira, polipeptideos e

proteinas sdo cadeias poliméricas de aminodacidos presas por ligagdes peptidicas
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(LEHNINGER, 1984). A Figura 1 (abaixo) ilustra a reacdo de formacao de um

dipeptideo.
R R Ry O R
+ 10 + 12 0 LHO £ 1 > 0
HaN—G—C +  HN-C—C'  —— H3N—(|3—C—l|\l—C|)~<
H O H O H HH O

Figura 1 — Reacao genérica de formacao de um dipeptideo.

O carater parcial de dupla ligacdo ndo permite que a molécula gire
segundo o eixo da ligacdo peptidica. e esta ordenacdo planar e rigida é o
resultado da estabilizacdo desta regidao da molécula por ressonancia. Assim, o
esqueleto resultante € uma série de planos sucessivos separados por grupos
metilénicos substituidos, impondo restricbes importantes no numero de
conformacdes que uma proteina pode adotar (LEHNINGER, 1984).

Uma ligagdo peptidica pode ser quebrada hidroliticamente com
concomitante liberacdo de aproximadamente 10 kJ.mol' de energia, porém o
processo é extremamente lento. Em 2006, Wolfeden reportou que a velocidade
de hidrélise dessas ligagcdes podem atingir valores de k ~ 107° s, com tempos
de meia vida de mais de 600 anos. Em organismos vivos, o processo é facilitado
pela acdo das enzimas.

Outra espécie de ligacao quimica de fundamental interesse biolégico sdo
as ligagcdes fosfodiéster presentes nos acidos nucléicos. O acido
desoxirribonucléico (DNA) e o acido ribonucléico (RNA) sao os reservatorios
moleculares da informacao genética.

Quimicamente, esses compostos sao biopolimeros constituidos de
ribonucleotideos ou deoxiribonucleotideos no RNA e DNA, respectivamente.
Conforme apresentado na Figura 2, unidades do tipo fésfodiéster se unem a
residuos adjacentes para formar unidades poliméricas acucar-fosfato (BERG;
2002).
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Unidade
Nucleosidea

Figura 2 — Estruturas quimicas das unidades fosfodiéster do DNA e RNA.

Devido a caracteristica de pareamento, as duas fitas de DNA sao ditas
complementares. Essa propriedade garante sua replicacao precisa e transmissao
das informacbes genéticas via transcricdo onde cada fita de DNA serve como
molde para a sintese de novas moléculas complementares.

O RNA é formado por uma fita simples, o acucar do seu esqueleto € a
ribose (desoxirribose no DNA) e a base nitrogenada timina é substituida pela
uracila (BERG, 2002).

A estabilidade dos acidos nucléicos em condicoes fisioldgicas e/ou
brandas (pH 7,0 e 25 °C) é notavelmente alta. No caso do RNA, diversos estudos
cinéticos relatam dados sobre sua hidrélise espontanea ocasionada pelo solvente
(H20, H* e OH"). Estudos de reagdes de transesterificacdo do RNA desenvolvidos
por Jarvinen e colaboradores, 1991, indicam um tempo de meia-vida de cerca de
110 anos (k= 2,0x10"° s™).

Ja no caso do DNA, estima-se que a meia-vida de suas ligacdes
fosfodiéster em pH 7,0 e 25°C esteja na ordem de dezenas de bilhées de anos.
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Vale lembrar que o tempo estimado do surgimento da vida na Terra seja de cerca
de 4 bilhées de anos. Assim, para que a hidrélise desses biopolimeros ocorra em
poucos minutos, catalisadores, como as metalohidrolases, devem gerar fatores
de aceleracdo na ordem de 10"” vezes! (WILLIAMS, 1999).

1.3 Metaloenzimas hidroliticas e Promiscuidade catalitica

Metalohidrolases mono e binucleares constituem um grande e
estruturalmente diverso grupo de enzimas que possuem sitios ativos capazes de
catalisar a hidrélise de amidas e ésteres de &cidos carboxilicos e fosforicos.

A atividade de clivagem hidrolitica apresentada por metalohidrolases como
PAPs, CPA, entre outras, podem ser muito U(teis, por exemplo, no
sequenciamento de proteinas e DNA onde os substratos ndo podem ser
degradados. Isto se deve ao fato de que a hidrélise promovida gera produtos com
possibilidade de serem religados, ampliando horizontes na biotecnologia.

Diversas dessas mateloenzimas hidroliticas sdo ao mesmo tempo alvo
para o desenvolvimento de farmacos contra variadas enfermidades incluindo
osteoporose, céncer, fibrose cistica e depressdo, além de apresentarem
relevancia em antiterrorismo e bioremediacdo, uma vez que podem degradar
compostos organofosforados altamente nocivos aos seres humanos, animais e
plantas. (MITIC, 2006).

No sentido de desenvolver tais farmacos (que atuam muitas vezes como
inibidores enzimaticos), a estrutura e mecanismo catalitico da enzima alvo devem
ser conhecidos em detalhes. Destacam-se assim as metalohidrolases que atuam
sobre moléculas-chave tais como os acidos nucléicos (nucleases) e proteinas
(proteases), uma vez que estas sdo as principais responsaveis pela manutencao
da vida (KOONIN, 1994).

Estudos acerca da Aminopeptidase P, uma metaloproteina com atividade
nativa de protease, revelaram seu poder catalitico curioso ao ser observada
atividade frente a hidrolise de triesteres de fosfato. Esta enzima pode entdo atuar
como nuclease, exibindo comportamento catalitico promiscuo (KAZLAUSKAS,
2005)
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Desta maneira, promiscuidade catalitica é a propriedade conferida a sitios
ativos enzimaticos que sao capazes de catalisar diferentes reagdes quimicas. Os
diferentes substratos e mecanismos das reacdes determinam a promiscuidade de
diversos catalisadores. Por este motivo muitas enzimas vém sendo largamente
exploradas também em biocatalise (LI, 2009).

A importancia biolégica de nucleases e proteases que atuem
hidroliticamente é fonte de inspiracdo para a prospeccao de novos catalisadores
promiscuos nativos e artificiais com diversas aplicacdes antes nao exploradas.

Durante as ultimas décadas, o desenvolvimento de medicamentos se
apoiou na proposta de que principios ativos altamente seletivos poderiam ser
eficientes no tratamento de doencas. Utilizando este tipo de compostos,
pesquisadores visavam atingir estruturas singulares relacionadas a patologia em
questao, propondo a diminuicdo dos efeitos colaterais causados por interagdes
indesejaveis. Entretanto, com o decorrer dos estudos de novas drogas altamente
seletivas, demonstrou-se que as mesmas poderiam ser, em muitos casos,
ineficazes. Isto ressalta a hipotese de que muitas doencas se manifestam através
de um intrincado sistema dependente de estruturas biolégicas diversificadas em
processos simultaneos, onde drogas com atividade promiscua revelam-se
promissores candidatos ao combate de variadas patologias (MENCHER, 2005).

Neste contexto, a via bioinorganica para a compreensdo e
desenvolvimento de compostos cataliticamente ativos se embasa na criagdo de
modelos bioinspirados na estrutura e ou na funcionalidade de enzimas com

qualidades de interesse cientifico e tecnolégico.

1.4 Modelagem biomimética de metalohidrolases

O desenvolvimento de complexos metalicos de baixa massa molecular que
mimetizam as caracteristicas das enzimas é uma notavel area de pesquisa na
guimica bioinorganica. Para isto, a utilizacdo de ligantes e seus respectivos
complexos metdlicos voltados a catalise constituem um fundamental campo da

ciéncia a ser explorado.
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Atualmente, a hidrélise biomimética de acidos nucléicos e proteinas tem
sido alvo de intensa pesquisa em muitos segmentos da biotecnologia e medicina.
A habilidade de clivar essas macromoléculas de maneira eficiente, nao
degradativa e com alto grau de seletividade para sitios e/ou estruturas
especificas, pode oferecer muitas aplicagdes para a manipulacdo de genes,
desenvolvimento de sondas moleculares e ainda novos compostos com
finalidades terapéuticas (COWAN, 2001).

Modelar a reatividade de metalohidrolases é, portanto, uma éarea de
grande interesse cientifico (COWAN, 2001; LIU, 2004 e SMITH, 2007).
Paralelamente, a hidrélise de ésteres e anidridos do acido fosférico mediada
cataliticamente por complexos metalicos mono e multinucleares pode fornecer
informacdes valiosas para a modelagem molecular dos catalisadores, bem como
o auxilio na elucidagao de vias mecanisticas nas enzimas nativas (LIU, 2004).

Recentemente foram reportados complexos metdlicos com ligantes
derivados do macrociclo 1,4,7-triazaciclononano entre outros (HEGG, 1995),
(HEGG, 1996), (OLIVEIRA, 2009) e (REY, 2007), que sédo capazes de promover
a hidrélise do DNA, bem como hidrolisar ligacoes peptidicas ou oxidar catecois a
suas respectivas quinonas, apresentando promiscuidade catalitica.

Com base nisso e no sucesso de medicamentos que apresentam
promiscuidade catalitica, cresce o interesse na elaboracdo de novas drogas
multiativas e a reavaliacao de seu valor terapéutico (MENCHER, 2005).

Diante do exposto, este trabalho apresenta a exploracdo do efeito
macrociclico do 1,4,7-triazaciclononano N-funcionalizado para a sintese e
caracterizacdo de um novo ligante N,O-doador e seu complexo de Cu'
[Cuz(tacn'Pramff)Clg] (1).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Principal

Projetar, sintetizar e caracterizar um novo ligante bioinspirado e seu
complexo metalico que apresentem as caracteristicas requeridas para que este
seja considerado um modelo estrutural e/ou funcional para o sitio ativo de

nucleases quimicas e/ou proteases.

2.2 Objetivos Especificos

> Projeto, sintese e caracterizagdo do ligante inédito 3-[(4,7-diisopropil-
1,4,7-triazaciclononan-1-il)metil]-2-hidréxi-5-metilbenzaldeido(tacn-"Pramff)

> Sintese do composto de coordenacdo de Cu' com o ligante supracitado e
sua caracterizagcao por meio de analises estruturais, espectroscopicas, e

eletroquimicas.

» Estudo comparativo das propriedades fisico-quimicas e estruturais do
novo composto sintetizado com diferentes nucleases e proteases

quimicas reportadas na literatura.
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3. Parte Experimental

3.1 Materiais

Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos de fontes comerciais e
empregados sem purificacdo ou tratamento: acetona, acetonitrila, acetonitrila
grau UV/HPLC, &cido bromidrico em acido acético 33%, acido cloridrico, acido
sulfarico, argbnio, bicarbonato de so6dio, 2-bromopropano, carbonato de césio,
carbonato de sodio, cloreto de cobre hidratado, cloreto de potassio, cloreto de p-
toluenosulfonila, cloroférmio, cloroférmio deuterado 99%+, diclorometano,
diclorometano UV/HPLC, dietilenotriamina, etanol, éter etilico, etilenoglicol, fenol,
formaldeido, hidroxido de sédio, p-cresol, pentoxido de fosforo, sulfato de sodio

anidro. Trietilamina foi destilada a pressao reduzida.

3.2 Métodos e Instrumentacao

3.2.1 Difratometria de Raios-X

A andlise de difracdo de raios X do complexo [Cus(tacn-Pr.mff)Cls] foi
realizada pelo Prof. Dr. Adailton Jodo Bortoluzzi na Central de Analises do
Departamento de Quimica — UFSC. Os dados foram coletados em um
difratdbmetro Enraf-Nonius CAD-4 a temperatura ambiente. A estrutura cristalina
foi resolvida com a utilizacdo do programa SHELXS97 (SHELDRICK, 2008) e os
dados refinados pelométodo dos m'nimos quadrados com matriz completa, com a
utilizagdo do programa SHELXL97 (SHELDRICK, 2008). As representacoes
graficas das estruturas moleculares foram geradas utilizando o programa
PLATON (SPEK, 2003).

3.2.2 Eletroquimica
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Estudos de voltametria ciclica foram realizados a fim de se observar os
potenciais dos pares redox do complexo e a reversibilidade dos processos
eletroquimicos. Utilizou-se um potenciostato-galvanostato BAS (Bioanalytical
Systems, Inc.) modelo Epsilon, no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia,
Departamento de Quimica da UFSC. Os voltamogramas foram registrados em pH
em pHs entre 2 e 11, utilizando-se como eletrodos: carbono vitreo (trabalho),
Ag/Ag* (referéncia) e platina (auxiliar). O eletrélito suporte adotado foi KCI 0,1
mol.L™" e hexacianoferrato de potéssio foi utilizado como padrdo interno (E VS
ENH = 358 mV). Em solugdo de acetonitrila utilizou-se TBAPFg 0,1 mol.L™" como
eletrélito suporte e ferroceno (E VS ENH = 400 mV ) como padrao interno.

3.2.3 Espectroscopia eletrbnica UV-Vis

Os espectros eletrdnicos do complexo foram obtidos em agua desionizada
com o espectrofotometro Perkin-Elmer modelo Lambda-19, no Laboratério de
Bioinorgéanica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. As analises
foram realizadas utilizado-se agua desionizada e cubetas de vidro éptico com

capacidade para 4 mL e 1 cm de caminho éptico.

3.2.4 Espectroscopia vibracional na regiao do Infravermelho — IV

Todos os precursores organicos, o ligante tacn'Promff e seu respectivo
complexo de Cu'" foram caracterizados por espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho (4000 a 400 cm'). Os espectros foram coletados em um
espectrofotobmetro Varian 3100 FT-IR Excalibur Series onde foi registrada a
transmitancia (%T) das amostras diluidas em pastilhas de KBr, no Laboratério de
Cinética e Fenémenos Interfaciais — Departamento de Quimica - UFSC.

3.2.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio RMN 'H
13
e “C.
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Os espectros de RMN de 'H para todos os pré-ligantes e de 'H e '*C do
ligante final foram obtidos em um espectrémetro Brucker-FT400 MHz, na Central
de Analises do Departamento de Quimica — UFSC. Os deslocamentos quimicos
dos hidrogénios das amostras foram registrados em ppm utilizando como
referéncia interna tetrametilsilano (TMS, 6 = 0,00 ppm) e cloroférmio deuterado

com solvente.

3.3 Sintese dos precursores

3.3.1 Sintese do 1,2-bis(p-toluenosulfonil)etilenoglicol — eg-tsz

0
W0
os

O
E/C' EtsN
HO\/\OH + S0 E —
t20
12h

Uma solucéo levemente aquecida de cloreto de tosila (80,1 g; 0,420 mol;
190,70 g.mol") em 300 mL de éter dietilico foi adicionada gota a gota em um
erlenmeyer de 1 L contendo 11,2 mL de etilenoglicol (1,11 g.mL"; 12,4 g; 0,200
mol; 62,07 g.mol™") em 128 mL trietilamina (92,9 g; 0,918 mol; 101,19 g.mol™"). A
reacdo foi mantida sob vigorosa agitacdo por 12 horas. O precipitado branco
formado foi filtrado em funil de placa porosa, lavado com etanol e éter etilico
gelado e seco sob vacuo. O composto com elevado grau de pureza pode ser
obtido pela recristalizacdo do composto em etanol. Foram obtidos 70,4 g (0,190
mol; 370,44 g.moL™") de 1,2-bis(p-toluenosulfonil)etilenoglicol, com rendimento 95
%. P.F.:116-118 °C.

IV (KBr, cm™): v (C-Ha) 3100; v (C-Hai) 2994-2876; v (C=C) 1596; vs (O-S-O)
1360; vass (O-S-0) 1175; v (S-O-C) 1027-820; 6 (C-Hyr) 769.
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Figura 3 — Espectro vibracional IV do eg-ts, em pastilha de KBr.

RMN 'H - & (400 MHz, CDCls), em ppm: 2,45 (s, 6H, CH3); 4,18 (s, 4H, CHy);
7,34 (d, 2H, CHy); 7,73 (d, 2H, CHgy).
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Figura 4 — Espectro RMN "H do eg-ts, em CDCls

3.3.2 Sintese do N,N’,N”-tris(p-toluenosulfonil)-dietilenotriamina — deta-tss;

>:<//o

S
o 2 o N =0
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Uma solucédo levemente aquecida de cloreto de tosila (125,48 g; 0,658
mol; 190,70 g.mol™") em 400 mL de éter dietilico foi adicionada gota a gota em um
erlenmeyer de 1 L contendo 21,6 mL de dietilenotriamina (0,955 g.mL™"; 20,6 g;
0,200 mol; 103,17 g.mol”") e 100 mL de uma solucdo aquosa de hidréxido de
sodio (25,0 g; 0,625 mol; 40,0 g.mol™). A reacdo foi mantida sob vigorosa
agitacao por 12 horas. O precipitado branco formado foi filtrado em funil de placa
porosa, lavado com etanol e éter etilico gelado e seco sob vacuo. O composto
com elevado grau de pureza pode ser obtido pela recristalizacdo do composto em
etanol. Foram obtidos 101,82 g (0,180 mol; 565,72 g.moL™) de N,N’N’tris(p-
toluenosulfonil)-dietilenotriamina, com rendimento de 90 %. P.F.: 174-176 °C.

IV (KBr, cm™): v (N-H) 3292; v (C-Ha) 3073-3020; v (C-Haif) 2988-2840; v (C=C)
1605 e 1444; &8s (C-H,if)1493; 8ass (C-Haif)1375; vs (O-S-O) 1326; vass (O-S-0)
1158; v (S-O-C) 1091-832; vs (C-N) 1073; 6 (C-Ha) 810.
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Figura 5 — Espectro vibracional IV do deta-tsz em pastilha de KBr.

RMN-"H - 8y (400 MHz, CDCl3), em ppm:1,60 (s, 2H, NH); 2,43 (s, 9H, CHg); 3,15
(m, 8H, CHy); 7,31 (m, 6H, CHy); 7,61 (d, 2H, CHy); 7,76 (d, 3H, CHy); 7,84 (d,
1H, CHy).
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Figura 6 — Espectro RMN 'H do deta-ts; em CDCls.

3.3.3 Sintese do 1,4,7-tris-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano — tacn-tss
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Em um baldo de 2 L foram adicionados 65,2 g de carbonato de césio
(0,200 mol; 325,82 g.mol™") em 600 mL de acetona tratada com 100 g de sulfato
de sddio, sob nitrogénio. Em seguida, 53,7 g de, N,N’,N’-tris(p-toluenosulfonil)-
dietilenotriamina (95 mmol; 565,72 g.mol”) foram adicionados ao sistema sob
fluxo de nitrogénio e deixado em refluxo durante 1 hora. A suspensédo formada,
adicionou-se 35,2 g de 1,2-bis(p-toluenosulfonil)etilenoglicol (95 mmol; 370,44
g.mol™) sélido, seguido de 600 mL de acetona previamente tratada e a reacgo foi
deixada em refluxo por 48 h. O solvente foi entdo rotaevaporado a pressao
reduzida e ao sélido branco restante foram adicionados 800 mL de agua. A
suspensao foi mantida sob vigorosa agitacdo durante 1 hora e posteriormente
filtrada em funil de placa porosa, sendo o sélido branco lavado trés vezes com
agua, etanol gelado e éter gelado. Foram obtidos 47,8 g (80,8 mmol; 591,76



25

g.moL™) de 1,4,7-tris-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano, com rendimento
de 85 %. P.F.: 210 °C.

IV (KBr, cm™): v (C-Ha) 3091-3015; v (C-Hai) 2985-2848; v (C=C) 1599 e 1448;
83 (C'Ha“f) 1497; Sass (C'Ha||f)1384; Vs (O'S'O) 1327; Vass (O'S'O) 1158; A% (S'O'C)
1089-859; vs (C-N) 1087; 5 (C-Hy) 815.
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Figura 7 — Espectro vibracional IV do tacn-tss em pastilha de KBr.

RMN-"H - 8y (400 MHz,CDCls), em ppm: 2,44 (s, 9H, CHa); 3,42 (s, 12H, CH,);
7,33 (d, 6H, CHay); 7,70 (d, 6H, CHay).
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Figura 8 — Espectro RMN "H do tacn-tss em CDCls.
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3.3.4 Sintese do 1-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano — tacn-ts

90°C, 36 h

O\ /O
\s—</ >7 OH
0o=S / HBr/HOAC 33%
+75 > H
0O=S
S
yee )

Em um baldo de 1 L foram dissolvidos 37,3 g de 1,4,7-tris-(p-
toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano (63 mmol; 591,76 g.mol') e 44,4 g de
fenol (0,472 mol; 94,11 g.mol) em 500 mL de HBr/CHsCOOH 33%. A mistura foi
aquecida a 90° C por 36 horas. O precipitado formado foi entéo filtrado em funil
de placa porosa, lavado com etanol e éter gelado. O produto branco coletado foi
dissolvido em 125 mL de hidréxido sédio 1,0 mol.L™', mantendo-se o pH acima de
12. O composto foi extraido com 10 porcdes de 50 mL de cloroférmio, e as fases
organicas foram combinadas e secas com sulfato de sédio anidro. O solvente foi
removido por evaporagdo rotatéria e um dleo levemente avermelhado que
cristaliza a presséo reduzida foi obtido. Foram obtidos 13,4 g (47,2 mmol; 283,39
g.moL™") de 1-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano, com rendimento de 75
%. P.F.: 86 °C.

IV (KBr, cm™): v (N-H) 3300; v (C-Ha) 3095-3027; v (C-Haif) 2929-2835; v (C=C)
1606 e 1454; &s (C-Hai)1482; 8ass (C-Hair)1384; vs (O-S-O) 1333; vass (O-S-0O)
1158; v (S-O-C) 1087-859; vs (C-N) 1095; & (C-Har) 820.
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Figura 9 — Espectro vibracional IV do tacn-ts em pastilha de KBr.

RMN-"H - 8 (400 MHz,CDCls), em ppm: 1,77 (s, 2H, NH); 2,40 (s, 3H, CHs); 2,86
(s, 4H, CHy); 3,05 (m, 4H, CH,); 3,16 (m, 4H, CH,); 7,28 (d, 2H, CHa); 7,66 (d,
2H, CHa).

Figura 10 — Espectro RMN 'H do tacn-ts em CDCls.
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3.3.5 Sintese do 1,4-diisopropil-7-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano —

Br 2 eqv. Na,CO3 ; B—

H o +4 )\ CHaCNaooms Na 0=3¢
= secar = N
O_//S\N/\/’j refluxo, 24 h é/ \N/\/j
N

Foram dissolvidos em um baldo de 100 mL 13,4 g de 1-(p-toluenosulfonil)-

tacn'Pro-ts

1,4,7-triazaciclononano (47,2 mmol; 283,39 g.moL™") em 40 mL de acetonitrila
seca. O sistema foi desgaseificado com purga de nitrogénio por 10 minutos. Esta
solugéo foi transferida sob atmosfera inerte para um baldo de trés bocas de 125
mL contendo 20,0 g de carbonato de sédio (189 mmol; 105,99 g.mol™). Uma
solucdo de 17,7 mL de 2-bromopropano (1,31 g.mL™"; 23,2 g; 0,189 mol; 122,99
g.mol™") e 30 mL de acetonitrila seca foi preparada em um baldo de 50 mL, onde
por 5 minutos foi desgaseificado com nitrogénio e transferido ao baldao de trés
bocas inicial. O sistema foi mantido sob fluxo de nitrogénio constante até a
temperatura de refluxo ser atingida. O sistema foi entdo lacrado e mantido sob
agitacao por 24 horas. O meio reacional foi resfriado a temperatura ambiente, o
precipitado removido por filtracdo e lavado com acetonitrila gelada. O solvente foi
evaporado a pressao reduzida restando um 6leo amarelado o qual foi dissolvido
em 100 mL de cloroférmio e lavado com uma solugcédo aquosa (20 mL) de NaOH
1,0 mol.L™". A solucdo aquosa foi extraida com cloroférmio (6x 50mL), as fases
organicas foram combinadas e secas com sulfato de sédio anidro. O solvente foi
removido a pressao reduzida produzindo um 6leo amarelado que foi utilizado sem
maior purificagdo. Foram obtidos 17,0 g (46,3 mmol; 367,55 g.moL™") de 1,4-
diisopropil-7-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano, com rendimento de 98 %.
IV (KBr, cm™): v (C-Ha) 3064 e 3028; v ( C-Hai) 2962-2871; v (C=C) 1598 e 1448;
Os (C-Haiir) 1495; 8ass (C-Haiir) 1384; vs (O-S-O) 1337; vass (0-S-0) 1158; v (S-O-C)
1090-878; vs (C-N) 1091; & (C-Hy) 818.
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Figura 11 — Espectro vibracional IV do tacn'Pr.-ts em pastilha de KBr.

RMN-'H - 84 (400 MHz,CDCls), em ppm: 0,93 (d, 12H, CHs); 2,41 (s, 3H, CHs);
2,45 (s, 4H, CHy); 2,77 (h, 2H, CHipy) ; 2,85 (m, 4H, CHy); 3,29 (m, 4H, CH>) ; 7,28
(d, 2H, CHy)); 7,67 (d, 2H, CHg).
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Figura 12 — Espectro RMN 'H do tacn'Pra-ts em CDCls.
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3.3.6 Sintese do 1,4-diisopropil-1,4,7-triazaciclononano — tacn'pr.

H>SO4 conc.

», )
0=S_ 105C,36n HN/\/D
d g b \i
)\

Foram adicionados em um baldo de 250 mL 19,6 g (53,3 mmol; 367,55
g.mol’) de 1,4-diisopropil-7-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano e,
lentamente gotejados 70,9 mL de acido sulfarico concentrado sob agitacao e a
mistura foi aquecida a 105 °C por 36 horas. A solucdo foi entdo resfriada e
transferida lentamente sobre gelo picado. A suspenséao escura intensa foi agitada
com carvao ativo por 2 horas, filirada sobre celite. O béquer foi colocado em
banho de gelo e o pH elevado acima de 12 com a adicdo de hidréxido de sédio.
O sulfato de sodio foi removido por filtracdo e o produto extraido da fase aquosa
com diclorometano (10 x 50 mL). As fases organicas foram combinadas e secas
com sulfato de sédio anidro. A mistura foi filtrada e o solvente evaporado a
pressao reduzida produzindo um O6leo ambar que foi utilizado sem maiores
purificacdes. Foram obtidos 10,0 g (46,9 mmol; 213,37 g.moL") de 1,4-
diisopropil-1,4,7-triazaciclononano, com rendimento de 88 %.

IV (KBr, cm™): v (N-H) 3257; v (C-Hai) 2962-2822; § (C-Hai) 1467; Sass (C-Hair)
1384; vs (C-N) 1093.
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Figura 13 — Espectro vibracional IV do tacn'Pr, em pastilha de KBr.
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RMN-"H - 8y (400 MHz,CDCls), em ppm: 0,98 (d, 12H, CHa): 2,46 (s, 4H, CH.);
2,56 (M, 4H, CH,); 2,66 (m, 4H, CH,); 2,84 (h, 2H, CHipy).

Figura 14 — Espectro RMN 'H do tacn'Pr, em CDCls.

3.3.7 Sintese do 2-clorometil-4-metil-6-formil-fenol — cmff

_CHCl3 _ __HCHO
“NaOH T Hol

A\

OH

O reagente 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (Hmb) foi obtido submetendo-se
p-cresol ao procedimento de formilacdo de Reimer-Tiemann descrito por THOER.

Em um baldo de 5 L, equipado com condensador e agitador mecanico,
adicionaram-se 3 L de cloroférmio e 173,71 g de p-cresol (1,6 mol, 108,14 g.mol’
11,034 gmL"). O baldo de trés bocas foi colocado em um banho com
temperatura controlada entre 56 e 60 C e, sob agitacdo, adicionaram-se 480 g de
NaOH (12 mol, 40 g.mol™), previamente dissolvidos em 300 mL de agua
destilada, em pequenas porcdes durante as 3 primeiras horas de reacédo. (A
adicao do NaOH deve ser feita de forma lenta e cuidadosa, pois a reagao € muito
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exotérmica). A mistura reacional foi mantida sob agitacao e refluxo por mais uma
hora e entdo deixou-se resfriar até a temperatura ambiente. A seguir, adicionou-
se cerca de 1,5 L de agua destilada e, ainda sob agitagdo, iniciou-se a
acidificacao com HCI concentrado até pH = 2. A fase orgéanica foi entdo separada,
lavada com agua destilada, seca com Na,SO,4 anidro e o solvente evaporado a
pressao reduzida. O material restante (éleo escuro viscoso) foi destilado a
pressao reduzida com auxilio de uma coluna vigreaux de 40 cm (55 — 65 °C a 0,1
mmHg). Obteve-se 100,0 g (0,73 mol, 136,15 g.mol") de 2-hidréxi-5-
metilbenzaldeido (Hmb) como um sélido branco cristalino com rendimento de
46% em relagao ao p-cresol. P.F.: 56 °C.

IV (KBr), em cm™: v (O-H) 3350; v (C-Ha) 3029; v (C-Haif) 2990-2864; v (C-Haq)
2738; v (C=0) 1658; v (C=C) 1590-1484; & (O-H) 1372; v (C-Ortena) 1282; & (C-
Har) 742.
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Figura 15 — Espectro vibracional IV do Hmb em pastilha de KBr.

RMN 'H - 84 (200 MHz; CDCls), em ppm: 2,32 (s, 3 H, CHs); 6,88 (d, 1 H, CHa);
7,32 (dd, 2 H, CHy); 9,83 (s, 1 H, CHgyg); 10,83 (s, 1 H, OHgenol — troca com D20).
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Figura 16 — Espectro RMN "H do Hmb em CDCls.

Para obtencdo do cmff adotou-se o seguinte procedimento. Em um balao
de 250 mL foram acondicionados 6,4 g de Hmb (4,7 mmol, 136,15 g.mol™), 7,5
mL de formaldeido 37% e 25 mL de acido cloridrico concentrado. Essa mistura foi
refluxada durante 15 minutos sob agitacdo magnética e na sequéncia resfriada
até 0 °C, formando um precipitado compacto no fundo do baléo, que foi triturado,
filtrado sob vacuo e recristalizado em etanol absoluto a quente. O sélido obtido foi
deixado secar em dessecador com silica sob vacuo por 12 horas e estocado sob
argonio a temperatura inferior a -10 °C. Obtiveram-se 5 g do produto 2-clorometil-
4-metil-6-formil-fenol (cmff) (184,62 g.mol') com 70 % de rendimento. P.F.:
95-96 °C

CUIDADO: Durante essa reacdo forma-se o composto bis-(clorometil)éter,
altamente toxico e comprovadamente um potente agente carcinogénico. Portanto,
essa reacdo deve ser realizada em capela com boa exaustdo, utilizando-se
mascara e luvas, e todo o material utilizado deve ser lavado com solugdo alcalina
(por exemplo, etanol/agua/KOH: 60 mL/40 mL/5 g, na capela), pois o bis-
(clorometil)éter é rapidamente hidrolisado na presenca de base. A solucao
reacional e todos os residuos devem ser descartados somente apos corre¢ao do

pH (pH>9,0) por adicdo hidroxido de sodio ou potassio.
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IV (KBr), em cm™): v (O-H) 3350; v (C-Ha) 3024; v (C-Hair) 2989-2864; v (C-Haq)
2738; v (C=0) 1658; v (C=C) 1590-1484; & (O-H) 1372; v (C-Oreno)) 1282; & (C-
Ha) 742.
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Figura 17 — Espectro vibracional IV do cmff em pastilha de KBr.

'"H NMR, ppm (CDCls): 2,35 (s, 3H, CHs); 4,67 (s, 2 H, CHy); 7,40 (2s, 2H, CH./);
9,86 (s, 1 H, CHaq); 11,25 (s, 1 H, OH).
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Figura 18 — Espectro RMN "H do cmff em CDCls.
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3.4 Sintese do ligante 2-[(4,7-diisopropil-1,4,7-triazaciclononan-1-il)metil]-6-
(formil)-4-metilfenol — tacn'Promff

N Et3N N/>
cl o * un T oHG, H
- N Refluxo, 24h
OH )\ S

Foram adicionados em um baldo de 125 mL 2,95 g (16,0 mmol; 184,62
g.mol™") de 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol (cmff) dissolvidos em 40 mL de
diclorometano. A esta solucdo, adicionou-se lentamente e sob agitacdao, uma
solucdo contendo 3,41 g 1,4-diisopropil-1,4,7-triazaciclononano (tacn'Pr,) (16,0
mmol; 213,37 g.mol™") e 4,50 mL de trietilamina (3,24 g, 32,0 mmol; 101,19 g.mol
10,72 g.mL™) dissolvidos em 30 mL de diclorometano, com auxilio de um funil de
adicado. A mistura foi refluxada por 24 h e a solugao resultante foi transferida para
um funil de separacdo onde foi lavada com uma solugéo saturada de bicarbonato
de sodio (5 porcdes de 40 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sodio
anidro, filtrada, e o solvente evaporado a pressdo reduzida. O 6leo amarelo
resultante foi dissolvido em 30 mL de acetonitrila aquecida, transferido para um
béquer e levado ao freezer para precipitacdo. Apds algumas horas o produto
sélido cristalino foi filirado, lavado com acetonitrila gelada e acondicionado em
dessecador com silica. Obtiveram-se 2,57 g (7,10 mmol; 361,53 g.mol™") do 2-
[(4,7-diisopropil-1,4,7-triazaciclononan-1-il)metil]-6-(formil)-4-metilfenol
(tacn'Promff) com rendimento de 45 %. P.F.: 85 °C.

IV (KBr, cm™):v(O-H) 3428;v(C-Haom) 3054;v (C-Hai) 2958-2814;v (C-
Haig) 2736; v (C=0)1671; vs (C=C) 1595; 8 (C-Haiir) 1464; dass (C-Hair) 1379; & (O-
H) 1356; v (C-Otenol) 1270; vs (C-N) 1087; & (C-Hy) 716.
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Figura 19 — Espectro vibracional IV do tacn'Promff em pastilha de KBr.

RMN-'H - &4 (400 MHz,CDCls), em ppm: 0,97 (d, 12H, CHs); 2,23 (s, 3H, CHs);
2,47 (s, 4H, CHy); 2,71 (m, 4H, CHy); 2,89 (h, 2H, CHip/); 2,99 (s, 4H, CHy); 3,81
(s, 2H, CHy); 7,00 (s, 1H, CHy); 7,45 (s, 1H, CHy); 8,60 (s, 1H, OH); 10,47 (s, 1H,
CHaa).
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Figura 20 — Espectro RMN "H do tacn'Promff em CDCls.
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RMN-'3C - §¢ (100,60 MHz, CDCls) em ppm: 18,53 (CHs, 'Pr); 20,48 (CHs, metil);
52,89 (CH, 'Pr); 53,47, 53,75, 55,04 (CH,, tacn); 60,18 (CH,, metileno); 123,26,
124,69, 126,90, 127,34, 135,96, 161,53 (C, anel aromatico); 191,36 (CH,
aldeido).
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Figura 21 — Espectro RMN '*C do tacn'Promff em CDCls.

3.5 Sintese do complexo [Cua(tacn'Promff)Cls] — 1

\7/

N _N
% /N> CuClp.2H;0 (<N\ ‘\ |
Etanol AN o (o]
RN N‘/7/ 4/ C\U/ \Cu/\
b L e
Num béquer contendo 20 mL de uma solucao etandlica com 0,180 g do
ligante tacn'Promff (0,5 mmol; 361,53 g.mol') foi adicionado 0,085 g de
Cu.Cl,.2H,0O (0,5 mmol; 170,48 g mol”) dissolvidos em 10 mL do mesmo

solvente. A mistura foi mantida sob agitacdo durante 15 minutos, filtrada por

gravidade e a solugdo resultante deixada em repouso. Apdés 24 horas, foi
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detectada a presenca de monocristais castanho-escuros adequados a resolucao
estrutural via difratometria de raios X.

IV (KBr, cm™): v (C-Haom) 2997; v (C-H) 2956-2863;v (C=0)1620;vs (C=C)
1567; ds (CH2) 1465; vs (C-N) 1089.
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Figura 22 — Espectro vibracional IV do complexo 1 em pastilha de KBr.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao do ligante

Adotando-se a rota sintética exposta anteriormente foi possivel obtencao
todos os precursores e o ligante desejado com rendimentos satisfatorios. Os
métodos de purificacao foram eficientes e os produtos de todas as etapas foram
devidamente caracterizados por espectroscopia de infravermelho (IV),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e *C) e, ponto de
fuséo, para compostos obtidos no estado sélido.

4.1.1 Espectroscopia vibracional no Infravermelho — IV

Todas as etapas referentes a sintese dos precursores e ligante final foram
monitoras por IV, onde se observou bandas de absorcdo dos grupamentos
caracteristicos de cada composto organico em questao.

O espectro vibracional IV do eg-ts, apresentou bandas caracteristicas do
grupamento sulfénico de 1360 a 820 cm™, confirmando a presenca dos grupos
protetores (tosila) ligados ao etilenoglicol. S&do observadas também, em 1596 e
769 cm™', estiramentos das ligagdes C-H aromaticas dos grupos tosila. Na regido
de 2900 cm’' estdo presentes bandas referentes ao estiramento C-H do
esqueleto metilénico proveniente do etilenoglicol e de grupos metila ligados ao
anel aromatico.

Para o precursor deta-ts; percebe-se a presenca de grupos alifaticos e
aromaticos tal como no composto anteriormente analisado. Destaca-se o
deslocamento para menores numeros de onda nos estiramentos do esqueleto
metilénico, neste caso, ligado a atomos de nitrogénio. Observa-se também a
presenca de estiramentos N-H em 3292 cm™. Em 1073 ¢cm™ encontra-se a banda
de estiramento C-N. O grupamento sulfénico também foi detectado no espectro

vibracional desta molécula.
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O espectro IV do composto tacn-ts; apresenta modos vibracionais
similares aos anteriores no que diz respeito a grupos aromaticos e alifaticos.
Destaca-se nesta etapa o desaparecimento de vibragdes N-H, confirmando a
reacao de ciclizacdo e assim a obtencao do macrociclo tritosilado desejado.

O tacn-ts ndo apresenta alteracdes vibracionais significativas nas porcoes
alifdticas da molécula onde observou-se um pequeno deslocamento para
menores energias nestas regides devido a saida de dois grupos p-
toluenosulfénicos. A reaparicdo de bandas de absor¢cdo de estiramento N-H
confirma a desprotecado que gerou aminas secundarias.

O espectro vibracional do tacn'Pro-ts mostra mudancas nas bandas de
absorcdo na regido de 2900 cm™ causadas pela presenga dos grupos isopropil.
Novamente, a formacao de aminas terciarias pode ser evidenciada com o
desaparecimento de estiramento N-H em regides de alta energia. A presenca do
grupo protetor restante é confirmada pelas absor¢cées do anel aromético e do
grupo sulfonamida.

No composto produto tacn'Prs, a desprotecdo da amina tosilada resulta no
desaparecimento de bandas em 1337 e 1158 cm™. Novamente, a banda de
absorcao do grupo N-H indica que a amina secundaria foi formada na reacao.

O proé-ligante cmff apresentou absorgdes referentes as porgdes alifaticas e
aromaticas (C-H) entre 3020 e 2860 cm™, bem como estiramentos C=C
aromaticos em 1590 e 1484 cm™ e estiramento C-H acilico em 2738 cm™.

O ligante final tacn'Pr.mff apresenta absorgdes tipicas dos grupos OH do
fenol (3428 cm™), estiramentos C-H aromaticos e alifaticos entre 3054 e 2814 cm’
! e do grupo aldeido (2736 e 1671 cm™) que sugerem a formagéo do composto.

Comparando com o precursor tacn'Pr, observa-se o surgimento de uma
banda de absorcdo préximo a 1090 cm™ em ambos os compostos derivados do
triazaciclononano, tacn'’Pr, e tacn'Pr.mff, devido a presenca de ligacées C-N,
modo vibracional ausente no cmff. A seguir, estdo sumarizadas as bandas
relevantes os precursores do tacn'Pr, (Tabela 2), pré-ligantes e ligante final
(Tabela 3):
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Tabela 2 — Modos vibracionais e nimeros de onda (cm™) dos precursores do
tacn'Pr,:

eg-ts, deta-ts3 tacn-ts; tacn-ts tacn'Pry-ts
v (N-H) 3292 3300
v (C-Hy) 3100 3073-3020 3091-3015 3095-3027 3064-3028
v (C-Hapi) 2994-2876 2988-2840 2985-2848 2929-2835 2962-2871
v (C=C) 1596 1605 e 1444 1599 e 1448 1606 e 1454 1598 e 1448
ds (C-Haji) 1493 1497 1482 1495
Oass (C-Haji) 1375 1384 1384 1384
vs (O-S-0) 1360 1326 1327 1333 1337
Vass (0-S-0) 1175 1158 1158 1158 1158
v (S-0-C) 1027-820 1091-832 1089-859 1087-859 1090-878
Vs (C-N) 1073 1087 1095 1091
S (C-Hy) 769 810 815 820 818

Tabela 3 — Modos vibracionais e comprimentos de onda (cm™') dos pré-ligantes e
do ligante final.

tacn'Pr, Hmb cmff tacn'Promff

v (N-H) 3257

v (O-H) 3350 3350 3428

v (C-Hay) 3029 3024 3054

v (C-Hapi) 2962-2822 2990-2864 2989-2864 2958-2814
v (C-Hag) 2738 2738 2736

v (C=0) 1658 1658 1671

v (C=C) 1590-1484 1590-1484 1595
&s (C-Hajir) 1467 1464
Bass (C-Haiir) 1384 1379

d (O-H) 1372 1372 1356

V (C-Osenol) 1282 1282 1270
Vs (C-N) 1093 1087

S (C-Hy) 742 742 716
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4.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio RMN 'H
13
e °C.

Todas as moléculas precursoras foram caracterizadas por RMN de 'H bem
como o ligante final por RMN de 'H e '*C, confirmando assim a obtencdo dos
produtos desejados e com pureza satisfatéria. Através da andlise dos espectros
obtidos, pode-se comprovar o arranjo estrutural das moléculas em questdao onde
os deslocamentos quimicos para os atomos de 'H, sdo coerentes com cada
grupo funcional em questao.

Para os compostos eg-ts,, deta-tss, tacn-tss, tacn-ts e tacn'Pra-ts, a
integracao dos picos referentes aos prétons dos anéis aromaticos sao bastante
Uteis e revelam a quantidade esperada de grupos protetores p-toluenosulfonicos,
jA que este fator é de extrema importancia para obtencdo das moléculas
seletivamente derivatizadas.

O espectro do ligante final tacn'Promff revela que o procedimento de
sintese e purificacdo gera o composto com elevado grau de pureza. Na Tabela 4
estdo sumarizados 0s grupos organicos e o0s respectivos deslocamentos

quimicos para todos compostos sintetizados.

Tabela 4 — Atribuicbes dos espectros de RMN dos compostos organicos
sintetizados.

CH; CH; CHip, CHa, NH CHag OH
eg-ts 2,45 (s, 6H 4,18 (s, 4H 734 (d. 2H);
= y S, y S,
g-1S2 ( ) ( ) 773 (d, 2H)
7,31 (m, 6H);
7,61 (d, 2H); 1,60
deta-tss 2,43 (s, 9H) 3,15 (s, 8H)
7,76 (d, 3H); (s, 2H)
7,84 (d, 1H)
7,33 (d, 6H);
tacn-ts; 2,44 (s, 9H) 3,42 (s, 12H)
7,70 (d, 6H)
2,86 (s, 4H); 7,28 (d,2H); (7
tacn-ts 2,40 (s, 3H) 3,05 (m, 4H); 7,66 (d, 2H) ’
(s, 2H)
3,16 (m, 4H);
2,45 (s, 4H);
i 0,93 (d, 12H); 7,28 (d, 2H);
tacn Pr,-ts 2,85 (m, 4H); 2,77 (h, 2H).
2,41 (s, 3H) 7,67 (d, 2H)
3,29 (m, 4H).
2,46 (s, 4H);
tacn 'Pr, 0,98 (d, 12H) 2,56 (m, 4H); 2,84 (h, 2H);

2,66 (M, 4H)
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6,88 (d, 1H) 9,83 10,83
Hmb 2,32 (s, 3H)
7,32 (dd, 2H) (s, TH) (s, 1H)
9,86 11,25
cmff 2,35(s,3H) 4,67 (s, 2H) 7,40 (2s, 2H)
(s, 1H) (s, 1H)
2,47 (s, 4H);
tacn 0,97 (d, 12H); 2,71 (m, 4H); 7,00 (s, 1H); 10,47 8,60
, 2,89 (h, 2H).
'Promif 2,23 (s, 3H) 2,99 (s, 4H); 7,45 (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
3,81 (s, 2H)

4.2 Caracterizacao do Complexo

O complexo [Cux(tacn'Promff)Cls] teve sua estrutura cristalina determinada
por difracdo de raios X em monocristal e foi caracterizado ainda via
espectroscopia na regidao do infravermelho, espectroscopia eletrénica UV-Vis e

medidas eletroquimicas.

4.2.1. Espectroscopia vibracional no Infravermelho

O espectro obtido de uma amostra cristalina do complexo em KBr (Figura
23) apresentou bandas similares ao ligante livre, com alguns deslocamentos se
comparado a forma complexada. As principais mudancas estao localizadas nos
estiramentos C-H do anel aromatico em 2997 cm™ e o estiramento C=0 da

carbonila em 1620 cm™, ambos em menores energias do que no ligante livre.

A A
B B
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Figura 23 — Espectro na regiao do infravermelho (esquerda) do ligante livre (A) e
complex10 1 (B). A direita expansao da regidao de menores freqiéncias (1900 a
500 cm™)

4.2.2 Estrutura Cristalina do Complexo [Cua(tacn'Promff)Cls] — 1

A estrutura cristalina do complexo [Cus(tacn'Promff)Cls] foi obtida através
da andlise de monocristais pelo método de difracdo de raios X. Os dados
cristalograficos e do refinamento da estrutura sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Dados cristalograficos selecionados e refinamento da estrutura do
complexo [Cuy(tacn'Promff)Cls].

Formula empirica Csy Hzs Cl3 Cus N3 O,

Massa molar 593,94

Sistemna cristalino Monoclinico

Grupo espacial Cc

Dimensdes da cela unitaria a=13,1157(8) A o= 90"
b=16,0029(10) A = 94,323(12)".
c=12,0041(19) A y=90°

Volume 2512.4(5) A’

z 4

Densidade 1,570 Mg/m-

Dimensdes do cristal 050 x 0,43 x 0,40 mm-

Reflexdes coletadas 4274

Reflexdes unicas 3406

Goodness-of-fit on F_ 1,103

Indices finais [I>2sigma(l)] R; = 0,0299, wR, = 0,0751

A estrutura de raios X do complexo foi obtida a partir de monocristais
castanho-escuros e pertencentes ao sistema cristalino monoclinico. Os dados
obtidos da resolucéo da estrutura por raios X do complexo revelam uma unidade
assimétrica [Cux(tacn’Promff)Cls] de carga neutra. Uma representagdo estrutural
ORTEP ¢é apresentada na Figura 24 e os dados cristalograficos e principais
angulos e comprimentos de ligacao sao listados na Tabela 6.
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Figura 24 — Estrutura cristalina do complexo [Cua(tacn'Promff)Cls] (1).

A estrutura do complexo 1 apresenta um arranjo binuclear onde o centro
metalico Cul esta coordenado facialmente a triamina ciclica (nitrogénios N1, N4 e
N7) e pelo oxigénio O10 do fenolato. J& para o centro Cu2 o ligante ocupa
apenas duas posi¢des de coordenacado (O10 do anel fendlico e O18 do oxigénio
pertencente a carbonila). Os dois centros de Cu' estdo ligados pela ponte p-
fenolato sob um angulo de 111,52(14)° e, ainda, por uma ponte p-cloreto
formando um angulo de 83,00(4)°. Completando a esfera de coordenacédo do Cu2
estao posicionados dois cloretos. A distancia média de ligacdo dos centros Cul e
Cu2 aos atomos doadores foram de 2,134 e 2.225 A, respectivamente. A
distancia intermetalica entre os centros Cu1 e Cu2 encontrada foi de 3,241 A.

A distancia Cul e Cu2 - O10 sdo de 1,978(3) e 1,943(3) A,
respectivamente e comparaveis a outros complexos de Cu' com ligantes fenolato
coordenados de maneira desprotonada ja descritos na literatura (PERALTA,
2006).

Uma vez que ambos os centros metalicos de Cu" estdo pentacoordenados,
o calculo do parametro de Addison (t) se torna bastante util para a determinacéo
do arranjo geométrico dos atomos N,O-doadores entorno dos centros metalicos
(ADDISON, 1984). Assim, quando t = 0 o centro pentacoordenado apresenta
geometria piramidal de base quadrada perfeita e quando t = 1, o centro adquire

geometria de bipiramide trigonal perfeita. No complexo 1, o centro Cul pode ser
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descrito como uma piramide de base quadrada (t = 0,054), ja para o centro Cu2 o

arranjo estrutural piramidal quadratico significativamente distorcido (t = 0,452).

Tabela 6 — Distancias e agulos de ligacao da esfera de coordenacao dos centros
de Cu" em 1.

Cui-010  1,978(3) 010-Cui-N1 91,56(13) 010-Cu2-Cl2  168,10(10)
Cui-N1 2,035(4) 010-Cu1-N4 170,80(15) O18-Cu2-Cl2  88,61(9)
Cui-N4 2,071(4) N1-Cui-N4 85,51(15) 010-Cu2-CI3  91,27(10)
Cui-Cli 2,2844(12)  010-Cui-Cl1 83,37(9) O18-Cu2-CI3  140,98(11)
Cui-N7 2,300(4) N1-Cui-Cl1 167,52(11) Cl2-Cu2-CI3 100,46(6)
Cu2-010  1,943(3) N4-Cu1-Cl1 97,72(11) 010-Cu2-CH  76,13(9)
Cu2-018  2,133(3) 010-Cu1-N7 103,89(14) O18-Cu2-CH  114,68(10)
Cu2-Cl2 2,2071(12)  N1-Cu1-N7 85,12(14) Cl2-Cu2-Cli 99,36(5)
Cu2-CI3 2,2468(13)  N4-Cu1-N7 84,57(16) Cl3-Cu2-Cl1 101,28(6)
Cu2-Cl1 2,5945(14)  Cl1-Cu1-N7 107,14(11) Cui-Cl1-Cu2  83,00(4)
010-Cu2-018  83,46(12) Cu2-010-Cul  111,52(14)

Comparando com a estrutura do complexo [Cu'"(bpmamff)CI] descrita por
Oliveira (2005), observa-se a troca de posicao na coordenacgao do fenolato devido
a impossibilidade de coordenacdo meridional das aminas do ligante tacn'Promff. A
distancia da ligagdo O10 — Cul no complexo 1 é de 1,978 A, ja no complexo
[Cu"(bpmamff)CI] (OLIVEIRA, 2005), esta mesma ligacdo estd orientada
axialmente & piramide de base quadrada com distancia de 2,130 A. Esta
diferenca estrutural entre o complexo 1 e o complexo citado anteriormente pode
vir a ser fundamental aos futuros estudos de reatividade frente a clivagem de
ligacbes fosfodiéster e ligacbes peptidicas. Oliveira (2005) ressalta a
possibilidade destes tipos de ligagdes interagirem com o fenolato do ligante
gerando espécies passiveis de clivagem direta por ataque nucleofilico, onde o
fenolato atuaria diretamente numa reacao de esterificacdo/transesterificacéo, ou
por hidrélise de um intermediario ativado via ataque de uma molécula de agua do
meio no centro eletrofilico do substrato peptidico ou diester de fosfato. Portanto, a
maior proximidade do fenolato a posicdo labil do centro metalico Cul do
complexo 1 pode ser um fator positivo para a atividade catalitica deste novo
composto de coordenacéo.

Com o intuito de obter um complexo mononuclear de Cu" com o ligante
tacn'Promff, quantidades equimolares de metal e ligante foram inicialmente
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utilizadas. Tal propésito nao foi imediatamente alcancado devido a formagao do
presente composto binuclear (complexo 1), certamente uma espécie
termodinamicamente mais estavel nas referidas condi¢gées experimentais.

Sendo assim, a formacao da espécie binuclear pode se dar pela oferta de
densidade eletrbnica tanto do aldeido do ligante como do composto de
coordenacéo formado a partir dos grupamentos macrociclico alquilado e fenolato
e um atomo de Cu'". Aliado a estes fatos, a possibilidade da formacédo de pontes
do tipo p-cloreto promovida pelos anions CI' presentes em solugcdo também
podem contribuir para a formacdo do arranjo estrutural encontrado. Nestas
condicOes a aproximacao de um segundo cation bivalente de cobre ao ambiente
de coordenac¢ao mononuclear resultou na formagéo de 1.

4.2.3 Eletroquimica

O comportamento eletroquimico do complexo 1 foi investigado por
voltametria ciclica em meio aquoso e organico (acetonitrila), sendo que os
potenciais encontrados foram corrigidos pelos padrbes internos hexacianoferrato
de potassio e ferroceno, respectivamente.

Devido a pequena solubilidade de 1 em acetonitrila as ondas referentes a
atividade eletroquimica do metal sdo de baixa intensidade, porém, observa-se no
voltamograma da Figura 25 a presenga de um processo irreversivel (Epa = -520
mV) relativo ao centro metalico O.Cls-coordenado e outro quasi-reversivel em
476 mV relativo ao par redox CI/CI° (ZANELLO, 2003). A onda referente ao
centro de Cu" Ns,O,Cl-coordenado néo foi detectada provavelmente devido a
elevada basicidade da parte macrociclica do ligante tacn'Promff deslocando
catodicamente o potencial deste centro metdlico para regides de dificil leitura.
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Figura 25 — Voltametria ciclica de 1 em acetonitrila. Eletrodos: carbono vitreo
(trabalho), Ag/Ag™ (referéncia) e platina (auxiliar). Eletrélito suporte: TBAPF; 0,1
mol.L". Padrao interno: ferroceno.

Uma vez que o complexo 1 sofre hidrélise de seus ions cloreto em meio
aquoso, experimentos de VC em valores selecionados de pH também foram
realizados. No voltamograma apresentado na Figura 26 observa-se que em
condigcdes &cidas (pH ~ 3) ha predominio da espécie [Cu'(tacn'Promff)(H20)2]**
(Epa = -150 mV a 100 mV.s") onde o fenol encontra-se protonado e duas
moléculas de agua completam a esfera de coordenagdo metalica. Em pH ~ 4 os
voltamogramas revelam uma grande quantidade de processos de reducdo e
oxidacao referentes a espécies formadas da hidrélise de 1. Em potencias
positivos proximos a 200 mV pode ser observada a reducéo de cloro a cloreto e
por volta de -100 mV pode ser detectado uma espécie do complexo no qual a
reducdo Cu'/Cu' é substancialmente facilitada, possivelmente devido a presenca
do fenol coordenando-se na sua forma protonada. Em - 382 mV a presenca de
uma onda quasi-reversivel pode ser atribuida a espécie mononuclear
[Cu'(tacn'Promff)(H20)2]* onde o grupo fendlico se encontra desprotonado. No
trecho anddico do voltamograma sao observadas duas ondas possivelmente
referentes a redissolugdo de depositos na superficie do eletrodo e também a
oxidacao de cloreto a cloro.
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Figura 26 — Voltametria ciclica em solucao aquosa e valores de pH selecionados.
Condicdes: [1] = 1 x 10* mol.L™". Eletrodos: carbono vitreo (trabalho), Ag/Ag*
(referéncia) e platina (auxiliar). Eletrélito suporte: KCI 0,1 mol.L™". Padréo interno
hexacianoferrato de potassio (E VS ENH = 358 mV).

Em pH ~ 8 os voltamogramas revelaram a formag¢ao majoritaria da espécie
mononuclear com o fenol ligado na sua forma desprotonada (Ey. = -362 mV)
porém ainda sao detectados resquicios da espécie protonada ligeiramente .
Devido a elevada densidade eletrbnica imposta ao centro metélico pelo ligante, a
desprotonacdo da agua coordenada ao centro de Cu'" deve ocorrer acima de pH
10. Nestas condicbes o voltamograma revela um perfil de processos redox
semelhantes aos de pH 8 n&o sendo observado significativos deslocamentos nos
potenciais de meia-onda.

A similaridade do comportamento eletroquimico observado entre o
complexo descrito neste trabalho e os descritos por Oliveira (2005 e 2009),
sugere a formacdo, em solugcdo aquosa, de um novo composto de coordenacao
com as caracteristicas quimicas desejaveis para o estudos acerca de sua

atividade frente a hidrolise de moléculas biologicas como DNA e proteinas.
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Assim, o complexo 1 se mostra promissor no papel de uma protease e/ou
nuclease sintética tal como o complexo [Cu(bpmamff)H.O]* (OLIVEIRA, 2005) e o
descrito por Hegg e Burstyn (1995 e 1996) Cu([9]aneN3)Cl..

4.2.4 Espectroscopia eletrbnica UV-Vis

O estudos de espectroscopia eletrdnica efetuados em solugdo aquosa
revelaram a presenca de Cu" de geometria piramidal quadratica com banda em
702 nm (e = 168 L.mol'cm') e um ombro (banda sobreposta & TCLM) em 477
nm, caracteristicas das transicoes eletrénicas do tipo d-d do metal em questdo. A

Figura 27 mostra o espectro eletrénico de 1 obtido em solu¢do aquosa.
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Figura 27 — Espectro eletrnico de 1 em &gua deionizada. Condigdes: [1] = 1,28x10™
mol.L™" (375 nm) e 4,28x10°® mol.L™" (702 nm), pH de dissolucao.

A presenca da transferéncia de carga do ligante para o metal (TCLM) em
375 nm (¢ = 6609 L.mol'cm') estd em concordancia com os estudos

eletroquimicos confirmando a formacao do cation complexo [Cu(tacn'Promff)H.O]*
com o grupo fenolato desprotonado.
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4.3 Proposicao de equilibrio de espécies em solucao

A partir dos dados estruturais, eletroquimicos e espectroscopicos
coletados para o complexo 1 pode-se constatar um comportamento similar aos
descritos por Oliveira (2005), um dos poucos complexos reportados até o
presente momento com propriedades cataliticas promiscuas de nuclease e
protease sintética. Desta forma, a interpretacdo destes dados sugere que 1
mantém sua integridade estrutural no estado sélido (forma cristalina) e em meio
organico seco (CH3CN espectroscépica), porém prontamente é hidrolisado em
solugdo aquosa para formar espécies mononucleares distintas dependentes do
pH do meio. O esquema da Figura 28 abaixo representa o processo de hidrélise

de 1 e o equilibrio quimico entre as espécies em solugéo.

‘|2+ ‘|+
</©W _HO C/ﬁj\v o ﬁ\ﬁ ]

u/ o}
C \Cu/\ /\\ /\\

/Q 2\ /Q OH, /Q OH,

1 1b 1c

\

Figura 28 — Espécies no estado soélido (1), em meio acido (pH 3) (1b) e

neutro/basico (pH 8-10) (1c).

Segundo os estudos de Oliveira (2005), o aquo-complexo monovalente
[Cu(bpmamff)H,O]" apresenta, dentre as espécies potenciometricamente
elucidadas, a maior atividade na hidrolise de polipetidio BSA (soro de albumina
bovino) e também na inibicdo da atividade da enzima Tag DNA polimerase. Estas
consideracdes fazem do complexo sintetizado e estudado neste trabalho um
promissor composto capaz de se manter por uma grande faixa de pH na sua
forma aquo (1b), possivelmente ativa como nuclease/protease sintética.



52

5. Conclusoes

A metodologia descrita para obtencdo dos pré-ligantes tacn'Pr, e cmff foi
adotada com sucesso e o ligante final tacn'Pr.mff, foi obtido e caracterizado (1V,
RMN 'H e C e ponto de fusdo) apresentando alto grau de pureza. Com o
ligante, o complexo binuclear inédito [Cus(tacn'Promff)Cls], foi sintetizado e
caracterizado por difracdo de raios X em monocristal, métodos espectroscopicos
(IV e UV-Vis) e eletroquimicos (VC).

Embora a estrutura cristalina de 1, nao apresente caracteristicas
relevantes (em uma primeira instancia) no que diz respeito a atividade hidrolitica
sobre substratos peptidicos ou nucleotidicos, a presenca do macrociclo
coordenado facialmente sobre o centro de Cu" orientando o grupo fendlico a uma
posicdo equatorial na esfera de coordenagdo deste metal, sdo resultados
animadores para a utilizacao deste ligante para sintese de novos complexos com
propriedades cataliticas, visto que a acidez de Lewis do centro metalico Cu" esta
mais proéxima as encontradas em enzimas e proteases/nucleases quimicas.

Os estudos em solucdo se mostram fundamentais para a proposta de que
o complexo 1 é prontamente hidrolisado em meio aquoso, gerando assim as
espécies 1b e 1c. Assim, o propédsito do trabalho foi alcancado ja que tais
espécies sao relevantes para as comparagcées com 0s complexos ja reportados.
Espera-se que a espécie 1¢ reproduza a atividade hidrolitica apresentada pelos
complexos anteriormente citados, sendo importante ressaltar: a maior
proximidade do fenolato & posigao labil do cation Cu'", a apreciavel reversibilidade
do seu processo redox Cu'/Cu' e a estabilidade do aguo-complexo mononuclear
em condicdes neutras a bésicas. Estas caracteristicas fazem do complexo
sintetizado com o novo ligante tacn'Promff um promissor catalisador de reacdes

de hidrolise de biomoléculas tais como proteinas e DNA.
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6. Perspectivas

Primeiramente, titulacdo potenciométrica e espectrometria eletrénica em
pHs &cidos a basicos serdo importantes para o melhor estudo das espécies
formadas e a resolucdo dos equilibrios observados quando 1 é hidrolisado em
solucédo aquosa.

Com o material da sintese de 1 pretende-se isolar as espécies
mononucleares a fim de sua resolucdo estrutural. E desejavel que as anélises
aqui descritas sejam também realizadas com as espécies, nas suas formas
isoladas, bem como as que ainda devem ser realizadas para 1.

Estudos bioquimicos do novo complexo sintetizado assim como de
espécies nao isoladas frente a acidos nucléicos e proteinas sdo altamente
desejados sendo que o monitoramento da atividade catalitica dos complexos
frente a hidrélise destas macrobiomoléculas é, o principal objetivo do trabalho que
continuara orientando o rumo desta linha de pesquisa acerca da obtencédo de
novos biomiméticos sintéticos com atividade catalitica promiscua de nucleases

e/ou proteases.
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