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RESUMO

O estudo e investigacao da reatividade de ions metdlicos
em sistemas biolégicos vém ganhando destaque nos Ultimos
decénios. Com o proposito de elucidar o mecanismo de acédo de
diversas metaloenzimas, neste caso cita-se a metaloenzina
catecol oxidase a qual € de interesse neste trabalho. Propfe-se a
sintese e o desenvolvimento de ligantes e seguidamente, de
complexos que tenham capacidade de mimetizar varias
caracteristicas, tanto estruturais quanto funcionais das
metaloenzimas.

No presente trabalho foram sintetizados dois ligantes
macrociclicos Ly © Luam Sendo caracterizados por diferentes
técnicas, como ponto de fusdo, RMN 'H, espectroscopia na
regido do IV e ESI-MS. A partir destes ligantes foram sintetizados
dois complexos binucleares [Co,"(Lbut)(u-OAc)](BPhs), — C; e
[C0,"(Liam)(U-OAC)]CIO, — C, que foram caracterizados via
espectroscopias no infravermelho e no UV-Vis, ESI-MS,
condutividade molar, e eletroquimica. Os complexos foram
estudados como catalisadores frente a oxidacdo do substrato
3,5-di-tercbutilcatecol na presenca de O,, onde ambos o0s
complexos apresentam atividade catalitica. Observou que
complexo C; exibiu uma eficiéncia catalitica cinco vezes maior
gue o complexo C,, o qual estd associado ao seu menor valor de
Km, OU seja, maior eficiéncia ao coordenar-se com 0 substrato,
mostrando que estes complexos podem ser considerados como
modelos bioinspirados para a catecol oxidase.

Palavras-chave: Catecol oxidase. Ligantes macrociclicos.
Complexos binucleares de cobalto(lll).






ABSTRACT

The study and investigation of metalic ions reactivity in
biological systems have been receiving attention in the recent
decades. In order to elucidate the mechanistic pathway of the
catalytic reactions of various metalloenzymes, in this case the
metalloenzyme catechol oxidase, the present work proposes the
synthesis and development of new ligands and their complexes
which have the capacity to mimick estructural and funtional
caracteristics of metalloenzymes.

This work reports the synthesis of two macrocyclic ligands
Lowt and Luam and their characterization through different
techniques such as melting point, *H NMR, spectroscopy in
region of the IR and ESI-MS. From these ligands, two binuclear
complexes [C0,"(Lyu)(U-OAC)](BPhs), — C; and [Co,"(Luam)(H-
OAc)ICIO, — C, were synthesized and characterized by
spectroscopy in region of the IR and UV-Vis, ESI-MS, molar and
electrochemical conductivity. The complexes were studied as
catalysts in the oxidation of 3,5-di-tertbutilcatechol using O,,
where both complexes showed a catalytic activity. Moreover, it
was observed that the catalytic activity of the C; complex is five
times greater than C,, and is associated with the small value of
Kwv, that is, greater efficiency when coordinating with the
substrate, showing that these complexes can be considered
bioinspired models for a catechol oxidase.

Keywords: Catechol oxidase. Macrocyclic ligands. Binucleares
cobalt(lll) complexes.
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1 INTRODUCAO

Parte do triunfo da nossa evolucdo se deve ao
desenvolvimento de novas tecnologias. Deste modo, os avancos
cientificos e tecnoldgicos, resultaram em melhorias, ndo sé para
0 bem-estar das pessoas, mas também para novas descobertas
na Ciéncia.

Durante muito tempo acreditou-se que somente reacdes
organicas eram importantes e vitais para o organismo humano.
Isso acontecia, pois era de conhecimento que somente 0s
elementos de carbono, hidrogénio, nitrogénio e oxigénio
(elementos base da quimica orgénica) se encontravam em
abundancia nos seres vivos. Desse modo, o0s elementos
inorganicos eram deixados de lado no estudo em sistemas
biologicos. Neste contexto, a verdadeira importancia dos
elementos inorgénicos em sistemas biol6gicos foi descoberta
recentemente, pois estes se encontram no organismo humano
em baixas concentracdes, havendo a necessidade de métodos
sensiveis para determinacdo do seu carater essencial. De uma
maneira geral e simples tal estudo tem como objetivo a andlise
da reatividade de ions metalicos (elementos tracos) em sistemas
biol6gicos (HUGHES, 1981; COWAN, 1997; HOUSECROFT,;
SHARPE, 2013).

Perante aos sistemas biol6gicos, as enzimas se
apresentam como catalisadores naturais, com um alto grau de
seletividade, as quais sdo primordiais para reacgbes quimicas
presentes nos organismos vivos. Neste contexto destacam-se as
metaloenzimas, formadas por cadeias de aminoacidos as quais
incorporam um ou mais centros metalicos em seu sitio ativo.
Estes ifons metalicos estdo relacionados ndo apenas aos
processos cataliticos presentes nos sistemas biolégicos, mas
também na estabilizacdo de estrutura das macromoléculas,
todavia muito pouco se sabe a respeito dos mecanismos de
catalise dessas enzimas (ROMANOWSKI; MANGRICH; NEVES,
2001; VALDEZ et al., 2014).

Diante destas evidéncias, cientistas tém reportado na
literatura, diversos compostos de baixo peso molecular, os quais
sdo capazes de simular as propriedades estruturais, funcionais e
eletrdnicas das enzimas. Assim, pela menor heterogeneidade do
sistema, 0s compostos sintéticos podem ser testados frente a
substratos modelos e mostrar seu potencial catalitico para
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determinadas reac¢des. Uma vez que o estudo cinético se mostra
favoravel a interpretacdo dos resultados se torna mais facil, e
consequentemente a elucidacdo do mecanismo de agdo para o
substrato e das caracteristicas estruturais, que podem ser
relacionadas e comparadas com a metaloenzima.

Em trabalhos recentes (DEY; MUKHERJEE, 2014; Hazari
et al, 2015) vem se estudando andélogos sintéticos da
metaloenzima catecol oxidase, com centros metalicos de Co(lll),
0s quais tem se mostrado como bom catalisadores. Desta forma,
0 presente trabalho busca a sintese e caracterizagdo de novos
compostos metdlicos de Co(lll) capazes de atuar como
catalisadores em reacdes de oxidagcdo a fim de compreender,
como a interdisciplinaridade de diversas areas, pode servir na
compreensdo dos estudos mecanisticos de acdo das
metaloenzimas.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 O PAPEL BIOINORGANICO DO COBALTO

O Cobalto é um elemento tragco com uma das menores
abundancias no corpo humano. Em consequéncia disso, a
presenca de Cobalto ocorre em apenas 1% de proteinas
estruturalmente caracterizadas, notadamente muito inferior
guando comparados a outros elementos tracos, tais como ferro
(8%), zinco (9%) e manganés (6%). Apesar disso, € essencial em
fungbes metabolicas, atuando como cofator para uma série de
enzimas/proteinas, tornando-o um catalisador precioso na area
de tecnologia industrial (OKAMOTO; ELTIS, 2011).

Cofatores organometalicos sdo substancias que possuem
em sua estrutura ions metdlicos, que sdo essenciais para o
funcionamento de moléculas bioloégicas. Um dos principais
cofatores organometalicos constituido por um ion metalico sdo as
Cobalaminas (Cbls), que séo referidas como os cofatores mais
“belos da natureza” (MATTHEWS, 2001). As Cbhls sao
constituidas estruturalmente por um ion metalico central de
Cobalto na presenca de um macrociclico tetrapirrélico (anel
corrinico). O sitio de coordenacao do cobalto é completado pela
interacdo covalente com o grupo 5,6-dimetilbenzimadazol (Dmbz)
e pela ligacdo organometalica proveniente da interacdo com
ligantes coordenados axialmente ao anel. Estes ligantes axiais,
grupo ciano, metil e adenosil, determinam a classificacdo
especifica da variedade destes cofatores, como por exemplo:
Cianocobalamina (vitamina Bj;) Metilcobalamina (MeCbl) e
Adenosilcobalamina (AdoCbl) (Figura 1). Apesar de existirem
diversas cobalaminas naturais, nos seres humanos apenas duas
formas apresentam atividade metabdlica: metilcobalamina e a
adenosilcobalamina (coenzima Bp;) (GRUBER; PUFFER;
KRAUTLER, 2011; ZELDER; ZHOU; SONNAY, 2013;
PROINSIAS; GIEDYK; GRYKO, 2013; CHENG; YAMAMOTO;
BAUER, 2016).
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Figura 1 Exemplos de cobalaminas de acordo com o ligante no
sitio de coordenagdo [: Vitamina By, (1, R = CN),
Metilcobalamina (2, R = CH3) e coenzina B, (3, R = 5’-deoxi-5'-
adenosil)

~

Sitio de coordenacao 3

AN

Anel corrinico

> Sitio de coordenacgao a

R = CN: cianocobalamina (vitamina B4, 1)
R = CH3: metilcobalamina - (MeClb, 2)
R = 5'-deoxi-5'-adenosil: Adenolsilcobalamina(coenzima B4,, AdoCbl, 3)

No geral, as Cbls atuam em reagfes que envolvem
transferéncia de elétrons, rearranjos e metilagdo. Entretanto, uma
das suas principais funcdes é de apresentar um equilibrio entre
uma forma “coordenada” e outra “ndo coordenada” (Figura 2). Na
primeira, o grupo Dmbz esta coordenado ao centro metalico e, na
segunda condi¢do, o grupo Dmbz fica protonado e cede lugar
para uma molécula de agua, que fica fracamente coordenada.
Este equilibrio é extremamente importante, pois 0 mesmo
controla as principais fungbes das cobalaminas em sistemas
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biol6gicos. Contudo, esta habilidade de atuar como uma
molécula switch oferece um acesso de cofatores artificiais que
atuam como inibidores de reacBes adversas, eliminando a
replicacdo e proliferacdo de células cancerigenas, oferecendo
uma estratégia alternativa na terapia contra o0 cancer
(OKAMOTO; ELTIS, 2011; ZELDER; ZHOU; SONNAY, 2013;
DEREVEN’KOV et al., 2016).

Figura 2 Representagdo simbolica do equilibrio “coordenado” /’néo
coordenado” das Cbls.

H/HO

&j %j

"néo coordenada” "coordenada”

i
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No que lhe diz respeito, o cobalto nas Cbls pode ser
encontrado em sistemas biol6gicos em trés diferentes estados
redox: (1) Co(lll), onde o fon metdlico é diamagnético (d®),
estavel e possui geometria octaédrica. A ligacdo Co-C para estas
condicBes sdo labeis, ocasionando em trocas de ligantes axiais,
(2) Co(ll), apresentando numero de coordenacao cinco, isto &,
apresenta geometria piramide de base quadrada. Esta
conformacdo apresenta magnetismo, pois possui um elétron
desemparelhado, por essa razdo as Cbls podem atuar via radical
livre, (3) Co(l), onde é diamagnético (d®), o centro metalico
encontra-se coordenado apenas aos quatro nitrogénios do anel
corrinico, apresentam geometria quase quadrado planar e
possuem alta nucleofilicidade, permitindo que estas atuem como
excelentes nucledfilos (OKAMOTO; ELTIS, 2011; ZELDER;
ZHOU; SONNAY, 2013).

Recentes pesquisas tem mostrado a presenca do
Cobalto em enzimas sem a presenca dos cofatores corrindides.
Até o momento foram caracterizadas estruturalmente oito



32

enzimas (Tabela 1), e aqui merecem destaque as metaloenzimas
nitrilas hidratases (KOBAYASHI; SHIMIZU, 1999).

Tabela 1 Exemplos de enzimas ou proteinas nado-corrinéides contendo
Cobalto.

Enzima ou proteina Fonte
Metionina Aminopeptidase Animais, bactérias e Levedura
Prolidase Archaea (bactéria)
Nitrila Hidratase Actinomicetos e bactérias
Glucose isomerase Actinomicetos
Metilmalonil-CoA- L.
carboxitransferase Bacterias
Aldeido decarbonilase Acotiledbneas (algae)
Lisina-2,3-aminomutase Bactérias
Bromopeptidase Bactérias

Nitrilas  hidratases (NHases EC 4.2.1.84) sé&o
metaloproteinas, ndo-corrindide (tipo-Co) e ndo-heme (tipo-Fe)
presentes nas vias metabdlicas de algumas bactérias que
catalisam a hidratacdo de nitrilas nas correspondentes amidas
(Figura 3).

Figura 3 Reacdo de conversdo de nitrilas nas suas correspondentes
amidas, catalisadas pela nitrila hidratase.

o

Nitrila hidratase
R—C=—
H,O

R NH,

Estas enzimas tém sido utilizadas em processos
industriais  biolégicos para a producdo de acrilamida,
nicotinamida, 5-cianovaleramida, na sintese de amidas
assimétricas e na degradacdo de residuos toxicos. Até o
momento grande parte das NHases sdo encontradas em
organismos unicelulares, entretanto, ha relatos mais recentes
destas em organismos Vvivos unicelulares e pluricelulares
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(PAYNE et al., 1997; SHEARER et al., 2001; VAN PELT et al.,
2011; CUI et al., 2014; MACDONALD; BOYD, 2015; GAO et al.,
2017).

Sua estrutura cristalografica, representada na Figura 4, é
constituida pelo centro metalico de Co(lll), onde os residuos de
aminoacidos envolvidos na coordenacdo com o centro metalico
s8o as cadeias laterais de trés residuos de cisteina (Cys''*,
Cys™® e Cys'®) dois nitrogénios de amidas provenientes do
esqueleto peptidico e uma molécula de agua. E interessante
salientar que os residuos de cisteina Cys'** e Cys'*® podem
sofrer uma oxidacao pés-traducional de proteinas, ou seja, uma
modificacdo quimica na cadeia proteica ap6s sua traducado, que
transforma os residuos em acido sulfinico (-SO,H) e sulfénico (-
SOH), respectivamente. Este processo de oxidacdo é crucial em
processos cataliticos, pois quando mutados, a atividade reduz
drasticamente ou suprimi completamente. Até 0 momento, pouco
se sabe a respeito do processo catalitico da NHase, apesar disso
trés mecanismos foram reportados na literatura, sendo um de
esfera interna e dois de esfera externa. E interessante salientar
gue apesar da metaloenzima conter o ion metalico Co(lll), o qual
€ bastante inerte em reacdes de substituicbes, as NHase do tipo-
Co sédo bastantes estaveis e preferencialmente reagem com
nitrlas aromaticas (KOVACS, 2004; MITRA; HOLZ, 2006;
PRASAD; BHALLA, 2010; MACDONALD; BOYD, 2015;
MARTINEZ et al., 2017).

Figura 4 Sitio ativo da NHase proveniente da P. thermophila (MITRA;
HOLZ, 2006).
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Contudo, o principal potencial das NHases em hidrolisar
seletivamente um grupo nitrilia para sua amida correspondente,
tem ganhado mais atencdo e reconhecimento na producdo de
produtos quimicos finos. Entretanto, 0 seu USO em pProcessos
industriais ainda é pouco explorado, isso se deve ao fato das
NHases possuirem uma moderada estereoseletividade (MITRA;
HOLZ, 2006; AMARAL, 2015).

Desta forma, o interesse nos estudos estruturais das
metaloproteinas, os detalhes da reacdo enzimatica bem como a
natureza e o papel de centros metélicos em sistemas biol4gicos,
que conferem propriedades particulares, tem tido bastante
interesse em recentes pesquisas.

2.2 MODELOS SINTETICOS

Na pretensdo de tentar compreender como ocorrem 0s
mecanismos de acdo das metaloenzimas, estudos realizados por
guimicos inorganicos tem mostrado a eficacia de complexos
modelos de imitar o sitio ativo destes sistemas bioldgicos.
Salienta-se que o0 estudo estrutural e fisico-quimico das
metaloenzimas apresenta dados com pouca precisdo, ao fato
destas possuirem alta complexidade, com isto esta limitacao tem
encaminhado ao estudo de complexos modelos para as
metaloenzimas.

Os primeiros complexos metalicos a obterem um grande
impacto na quimica, em particular na quimica medicinal,
comecaram a surgir a partir da descoberta da cisplatina
(HEWITT; WILSON, 2016). Por sua vez, um dos grandes
desafios na quimica bioinorganica é a descoberta e
consequentemente o desenvolvimento de complexos metélicos,
sejam eles de coordenagdo ou organometalicos citotoxicos, com
possiveis atividades bioldgicas. Desta forma, procura-se
sintetizar compostos com capacidade de catalisar a mesma
reacdo de uma determinada metaloenzima, o0s quais s&o
denominados como compostos modelos. Assim, 0 termo
complexo modelo esté correlacionado a capacidade de mimetizar
varias caracteristicas das enzimas de interesse, tanto estruturais
gquanto funcionais, ao ponto de ser a base para o estudo da
modelagem biomimética. De certa forma, o estudo e a
elaboracdo de compostos modelos vem ganhando grande
atencédo e interesse, pois estes ajudam a compreender melhor a
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funcdo de diversas enzimas (TORELLI et al., 2000; SIMANDI et
al., 2003; HARTINGER; DYSON, 2009).

Preliminarmente, os compostos modelos, séo projetados
através de ligantes (compostos organicos), 0S quais possuem
caracteristicas semelhantes aos residuos de amino&cidos N-
doadores, presentes no ambiente enzimatico. Estes sitos N-
doadores, segundo a teoria de Pearson, possuem carater mais
macio e podem coordenar facilmente aos ions metalicos, os
guais séo considerados de fronteira segundo Pearson.

Com base nestas informagbes, a grande maioria dos
complexos ja reportados na literatura compde-se de ligantes
polidentados com apenas atomos de nitrogénio, variando apenas
a natureza da ponte enddgena, podendo ser p-fenoxido, p-
alcéxido. Contudo, novos estudos vém utilizando ligantes com
atomos N,O-doadores, dos quais seus respectivos complexos
também apresentam atividade catalitica (OSORO, 2007).

Com base no conhecimento da quimica de coordenacéo,
fatores eletrdnicos e potencialidade redox, estudos cientificos
vém explorando estes conceitos na tentativa de modular e
aperfeicoar sistemas sintéticos como possiveis complexos
modelos. Entretanto grande parte destes complexos modelos
ndo possui uma atividade catalitica significativa, pois nem
sempre ha uma conversdo eficiente das transformacfes
cataliticas. Apesar disso, o estudo de complexos metalicos se
torna um grande desafio e estes se tronam uteis e importantes
para compreender 0s principais aspectos mecanisticos das
metaloenzimas (FRIEDLE; REISNER; LIPPARD, 2010; ROLFF et
al., 2011).

2.3 CATECOL OXIDASE

As catecOis oxidases sd0 enzimas com centros
binucleares de cobre(ll) pertencentes ao grupo de proteinas
denominado de proteinas de cobre do tipo 3. No que lhe diz
respeito, as catecOis oxidases sao capazes de catalisar reacfes
de oxidacdo, através da transferéncia de dois elétrons, de o-
difendis as respectivas o0-quinonas, acoplado a reducdo de
oxigénio & agua em um processo denominado atividade de
catecolase (Figura 5). Estas o-quinonas séo bastante reativas e
sofrem reacdes de auto polimerizagdo, levando a formacgédo de

um pigmento polifendlico castanho, onde tal pigmento atua como
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um protetor das células da pele dos raios ultravioletas, reduzindo
0 risco de cancer de pele além de proteger os danos causados
por insetos e agentes patdgenos nas plantas (AYAD, 2012;
COMBA et al., 2012; MITRA; RAGHAVAIAH; GHOSH, 2015;
CASTRO et al., 2016).

Figura 5 Reacéo de oxidagao das catecois oxidases.
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A primeira catecol oxidase foi isolada em 1937, sendo
subsequentemente obtida de plantas e frutas. Porém sua
estrutura cristalina (forma met), proveniente da batata doce
Ipomoeas batatas foi determinada em 1998, em trés diferentes
formas: na forma oxidada (Cu" - Cu"), na forma reduzida (Cu' -
Cu) e na forma de um complexo com o inibidor feniltiouréia
(Figura 6) (GERDEMANN; EICKEN; KREBS, 2002; DEY;
MUKHERJEE, 2016).

Figura 6 Estrutura cristalina da catecol oxidase como um complexo
inibidor com a feniltiouréia (esquerda). Estrutura cristalina da catecol na
sua forma oxidada (direita) (GERDEMANN; EICKEN; KREBS, 2002;
DEY; MUKHERJEE, 2016).
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A catecol oxidase em sua forma met (oxidada) apresenta
geometria piramide trigonal com atomos de cobre separados por
uma distancia de 2,9 A e coordenado a estes, uma ponte p-
hidréxido a uma distancia de 1,8 A de cada centro metalico e trés
atomos de nitrogénios provenientes dos residuos de histidinas
(Figura 6 - direita). Em seu estado reduzido, os centros metalicos
de cobre(l) se encontram separados a uma distancia de 4,4 A,
este aumento se da ao fato da auséncia da ponte u-hidréxido, ao
passo que, um dos centros metélicos de cobre(l) passa
apresentar nimero de coordenacao 3 tendo apenas 3 residuos
de histidinas coordenadas, assumindo uma geometria quadrado
planar, e o outro centro metalico apresenta numero de
coordenacao 4 estando coordenado a 3 residuos de histidinas e
uma molécula de agua, assumindo uma geometria de piramide
trigonal (KLABUNDE et al., 1998; KOVAL et al.,, 2006; DEY;
MUKHERJEE, 2016).

Tendo em vista que sua estrutura ja foi determinada, uma
das grandes dificuldades, quando se fala sobre as catecois
oxidases, se refere ao seu mecanismo de oxidacdo que ainda
ndo foi completamente elucidado. Um dos mecanismos mais
aceitos para a oxidacéo de catecdis pela metaloenzima catecol
oxidase pode ser resumido em quatro etapas: (i) 0 mecanismo
inicia-se a partir do estado de repouso (met) seguido da
coordenacao do substrato o-difenol, ao centro metalico de Cu(ll);
(i) oxidacdo do substrato resultando na formacdo da respectiva
o-quinona e do estado reduzido da enzima (estado deoxi); (iii) os
centros metalicos de cobre(l) sdo coordenados a uma molécula
de O,, gerando um estado oxi, o qual sofre um ataque de uma
segunda molécula de substrato; (iv) oxidacdo de uma segunda
molécula do o-difenol, reestruturando a forma catalitica da
enzima (forma met) e o ciclo catalitico pode ser reiniciado (Figura
7) (SOLOMON,; SUNDARAM; MACHONKIN, 1996;
GERDEMANN; EICKEN; KREBS, 2002; COMBA et al., 2012;
ROLFF et al., 2011; SOLOMON et al., 2014).
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Figura 7 Mecanismo proposto para oxidacdo de o-difendis promovido
pela catecol oxidase (adaptado de COMBA et al., 2012).
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Deste modo, uma das vertentes do estudo cientifico é
tentar elucidar as propriedades cataliticas da catecol oxidase
utilizando compostos bioinspirados de baixa massa molecular
gue possuam as fungdes organicas semelhantes aos residuos de
aminodcido presentes no sitio ativo da enzima.

A despeito disso, grande parte dos compostos modelos
para a enzima catecol oxidase sdo predominantemente de
cobre(ll), uma vez que a enzima catecol oxidase possui em sua
estrutura um centro binuclear do ion metalico cobre. Apesar
disso, pesquisadores vém reportando na literatura diversos
complexos metalicos de manganés(ll/lll) (JANA et al., 2013),
ferro(lll) (CAMARGO et al., 2015), niquel(ll) (KARIPCIN et al.,
2014), cobalto(ll/1ll) (HAZARI et al., 2015), manganés(lll) (BANU
et al., 2009), cobalto (Ill) (MITRA; RAGHAVAIAH; GHOSH, 2015)
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e ferro(lll/Il) (NEVES et al., 2010) que se mostraram ativos frente
a atividade de catecolase. Esta variedade de compostos com
centros metalicos diferentes daqueles cobre merecem um
destaque especial, pois indica a existéncia de novas
possibilidades de mimetizar a enzima.

Nestes estudos, foram empregados compostos mono, bi
e trinucleares de cobalto, variando as propriedades estruturais
dos ligantes, como o nimero e a nhatureza dos &atomos
coordenantes (HAZARI et al.,, 2015; MITRA; RAGHAVAIAH;
GHOSH, 2015). A Figura 8 exibe exemplos de complexos
modelos de cobalto para a catecol oxidase.

Figura 8 Complexos de cobalto reportados por (A) Dey e
Mukherjee, (B) Hazari e colaboradores e (C) Mitra e colaboradores.
Nota: Figura adaptada.
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Estudos de EPR junto a investigacdo da formacdo de
peréxido de hidrogénio de complexos trinucleares de cobalto de
valéncia mista foram realizados por Hazari et al. (2015)
apresentando que a reagdo de oxidacdo se da a partir da
reducdo do centro metéalico de Co(lll).

Dey e Mukherjee (2014) reportarem trés complexos
binucleares de cobalto, um binuclear de Co(lll) e os outros dois
de valéncia mista Co(lll,Il) e observaram que apenas o complexo
com o centro metdlico Co(lll,IIl) possui atividade de catecolase. A
inatividade dos complexos de valéncia mista foram
correlacionados ao estudo eletroquimico dos complexos,
mostrando que a auséncia de qualquer par redox dos centros
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metdlicos poder ser atribuida a ineficiéncia da atividade de
catecolase.

Partindo desta abordagem, diversos estudos (BLAY et al.,
2006; KAIZER et al.,, 2007; MAJUMDER et al.,, 2013; DEY;
MUKHERJEE, 2014; MITRA; RAGHAVAIAH; GHOSH, 2015)
mostram a perspectiva de novos compostos com diferentes
ligantes e ions metdlicos diferentes dos de cobre, ao mesmo
tempo em que, seus diferentes estados de oxidacdo e
nuclearidade, indicando que sao capazes de mimetizar ou ndo a
metaloenzima catecol oxidase. Estes estudos tém disponibilizado
recursos para um melhor entendimento da acdo de complexos
modelos como catalisadores na reacdo de oxidacao das catecois
a suas respectivas quinonas.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo principal os estudos

de sintese, caracterizacdo e atividade de catecolase de novos
complexos binucleares de Cobalto com ligantes macrociclicos
N,O-doadores

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar, purificar e caracterizar por RMN H, IV-ATR e
espectrometria de massa dois novos ligantes
macrociclicos;

Sintetizar, purificar e caracterizar por IV-ATR,
espectrometria de massa, condutimetria, espectroscopia
na regido do UV-Vis e eletroquimica novos complexos
binucleares de Cobalto com os ligantes Ly € Lisam;
Avaliar a reatividade dos complexos sintetizados frente a
reacdo com o substrato modelo 3,5-di-terc-butilcatecol
(3,5 — DTBC) para reac¢6es de oxidacao de catecais;
Comparar e relacionar a atividade catalitica de
catecolase, obtida para o0s complexos estudados,
pretendendo ampliar os conhecimentos sobre o papel dos
ions metalicos no mecanismo de oxidacdo de catecais.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS E REAGENTES
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As sinteses e caracterizacdes dos ligantes e complexos,
bem como seus estudos cinéticos envolveram os reagentes e
solventes descritos na Tabela 2.

Tabela 2 Lista de reagentes e solventes utilizados neste trabalho

Solventes e Marca Pureza
reagentes

1,4-diaminobutano Sigma- Destilado para uso sob
Aldrich pressao reduzida,

2-hidroxi-1,3- Sigma- 95,0 %

diaminoproprano Aldrich

2- Sigma- Destilado para uso sob

piridilcarboxialdeido Aldrich presséo reduzida,

3,5-DTBC Sigma- Recristalizado em Hexano
Aldrich

Acetato de colbalto Sigma- 98,0 %

tetrahidratado Aldrich

Acetonitrila Vetec 99,8 %

Acetonitrila UV/HPLC Tédia 99,9%

e LC/MS

Acido Cloridrico Vetec Minimo 37%

Bicarbonato de sddio Lafan 99,7%-100,3%

Borohidreto de sdédio Sigma- 99,0 %
Aldrich

Carbonato de sédio Lafan 99,0 %

Cloroférmio Vetec

Cloroférmio Aldrich 99,8 %

Deuterado

Diclorometano Vetec 99,5 %

Gas Argdnio White- 5.0 analitico
Martins

Gas Hidrogénio White- 5.0 analitico
Martins

Gas Oxigénio White- 2.8 analitico

Martins
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Hidréxido de Sédio Lafan 97,0 %
Metanol Vetec 99,8 %
Metanol UV/HPLC e Tédia 99,9 %
LC/MS

p-cresol Aldrich 99,0 %
Pd/C 5% Aldrich

Perclorato de sbdio Across 99,0%
hidratado

Silica gel Aldrich

Sulfato de sobdio Vetec 99,0 %
anidro

Tetrafenilborato  de Aldrich 99,5 %
sodio

Trietilenotetramina Aldrich 97,0%
TRIS Merk-Across 99,8 %

4.2 METODOS DE CARACTERIZAGCAO

4.2.1 Espectroscopia no Infravermelho por Refletancia Total
Atenuada — ATR

As medidas dos espectros na regido do infravermelho
foram feitas com um espectrémetro FTIR — Spectrum 100, Perkin
Elmer, com um acessorio de refletancia total atenuada horizontal
(ZnSe, 45°), e um detector TGS. As amostras foram
colocadas diretamente sobre o cristal e a média de 8 varreduras
no intervalo 4000 - 550 cm™ e resolucdo de 4 cm™. As medidas
das amostras foram corrigidas pelo background de ar, isto €, sem
nada sobre o cristal. As analises foram realizadas no Laboratério
de Bioinorganica e Cristalografia (Labinc), Departamento de
Quimica- UFSC.

4.2.2 EspectroscoPia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio — RMN "H

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em um
aparelho de RMN da marca Bruker - modelo AC 200, na Central
de Andlises do Departamento de Quimica — UFSC, em 200 MHz.
Os deslocamentos quimicos de hidrogénio foram registrados em
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ppm utilizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, & =
0,00 ppm) e como solvente CDCls.

4.2.3 Espectrometria de massas

Os compostos sintetizados (ligantes e complexos) foram
estudados via espectrometria de massa com ionizagcdo via
eletrospray (ESI-MS). Os espectros foram medidos e obtidos em
um equipamento Amazon — lon Trap MS do Centro de Biologia
Molecular Estrutural — UFSC. A andlise foi realizada a partir das
solugdes dos ligantes e complexos em CH3;CN grau MS com
concentragdo de aproximadamente 500 ppb e fluxo de 180 pL
min™. A temperatura do capilar foi mantida entre 180 e 200 °C e
a voltagem do capilar entre -400 e -500 V.

4.2.4 Espectroscopia eletrénica na regido do Ultravioleta-
visivel (UV-Vis)

Os espectros eletrénicos na regido do ultravioleta e
visivel foram obtidos em um espectrofotbmetro
UV-Vis Varian Cary 50 BIO, no Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. As andlises
em solucdo foram realizadas utilizando-se solventes de grau
espectroscopico e cubetas de quartzo com capacidade para 1
mL e 1 cm de caminho 6ptico

4.2.5 Comportamento Eletroquimico — Voltametria de onda
gquadrada

O comportamento redox dos complexos foi investigado
por voltametria de onda guadrada em um
potenciostato/galvanostato modelo BAS Epsilon no Laboratério
de Boinorgéanica e Cristalografia, Departamento de Quimica —
UFSC.

O experimento eletroquimico de ambos os complexos foi
realizados em metanol, com [Complexo] = 1 x 10 mol L™, sob
atmosfera de argdnio, utilizando como eletrdlito suporte, TBAPF¢
(0,1 mol L™). J& o experimentos eletroquimicos em condigées
cinéticas foram realizados em MeOH/H,O, sob atmosfera
saturada de O,, com [Complexo] = 3,55 x 10° mol L™; [3,5-
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DTBC] = 3,78 x 102 mol L™; [tamp&o] = 2,94 x 10° mol L,
utilizando como eletrélito suporte LiCIO, (0,05 mol L™Y).

Ambos os experimento foram realizados em uma célula
eletrolitica contendo um eletrodo de referéncia comercial de
Ag/Ag’, um eletrodo de trabalho de carbono vitreo e um eletrodo
auxiliar de platina.

4.2.6 Testes Cinéticos — Atividade Catalitica

Os testes cinéticos de reatividade dos compostos foram
averiguados através da reacdo de oxidacdo do substrato 3,5-di-
terc-butilcatecol (3,5-DTBC). Os experimentos foram realizados
em triplicata sob condicbes de excesso de substrato
monitorando-se espectrofotometricamente, em um
espectrofotbmetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO acoplado a um
banho termostatizado (25 ° C), a variacdo de absorbéncia
ocorrida em 400 nm (¢ = 1645 L mol™ cm™) correspondente a
formacgéo da 3,5-di-terc-butilquinona (3,5-DTBQ), como o produto
da reacéo de oxidacdo. As reacBes foram monitoradas até 5% de
conversao do substrato a produto e os dados foram tratados pelo
método das velocidades iniciais.

O gréfico das velocidades iniciais (Vo) em fungéo do pH
permitiu a obtencdo dos valores de pKa para as espécies em
equilibrio e pH 6timo. A determinacao das velocidades iniciais em
funcdo da variacdo da concentracdo do substrato foi realizada
sob as mesmas condi¢des descritas para o estudo da influéncia
do pH, no pH 6timo, resultando em cinéticas de saturacdo com
comportamento de Michaelis-Menten. O tratamento dos dados
através do método de Lineweaver-Burke permitiu a obtencdo da
constante catalitica (kc4), velocidade maxima (Via) € constante
de Michaelis-Menten (Ky), eficiéncia catalitica (E = keat / Ky) €
constante de associacdo (Kass = 1/ Ky).

Os estudos em funcdo do pH para a atividade catecolase
dos complexos C; e C, foram realizados em uma faixa de pH
entre 7,0 e 10,5 (tampBes TRIS) a 25 °C Utilizaram-se cubetas
de vidro 6ptico com capacidade de 4000 uL e caminho Gptico de
1 cm, fechadas com tampa de teflon, monitoradas por 15 minutos
e o volume final da mistura reacional na cubeta foi de 1700 uL. O
solvente metanol com grau espectroscopico foi saturado com
oxigénio. Correcdes da oxidagdo espontdnea do substrato 3,5-
DTBC foram realizadas sob as mesmas condi¢6es, entretanto
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sem a adicdo de uma solucdo metandlica do complexo. As
condicdes reacionais estdo descritas na Tabela 3:

Tabela 3 Condigées cinéticas para o estudo da variagéo do EH

Solugao estoque .V_olume Qoncentra(;ao
(mol LY adicionado na  final na culbeta
cubeta (L) (mol L™)
Complexo 1,14 x 10 50 3,35x10°
Metanol 1300
Substrato 2,12 x 10 300 3,74 x10°
Tampao 1,00 50 2,94 x10”

J& os estudos cinéticos em condicdes de excesso de
substrato dos complexos C; e C, foram realizados em pH 9,0
(tampdo TRIS), monitorados por 15 minutos utilizando como
solvente metanol com grau espectroscopico saturado com
oxigénio. Corre¢cbes da oxidacdo espontanea do substrato 3,5-
DTBC foram realizadas sob as mesmas condi¢des, entretanto
sem a adicdo de uma solu¢cdo metandlica do complexo. A relacédo
entre a concentracgao final do substrato e a concentracéo final do
complexo alternou de 50 a 350 vezes de excesso de substrato,
onde o volume do substrato em cada leitura variou em 30 pL
cada. As condicBes reacionais estdo descritas na Tabela 4:

Tabela 4 CondicGes cinéticas para o estudo da variagdo do efeito de
substrato

Solucio estogue Volume Concentracéo
(gmol LY q adicionado na final na cubeta
cubeta (uL) (mol L™)
Complexo 1,25 x 10° 50 3,67 x10°
Metanol 1570 - 1390
Substrato 2,10 x 10°® 30-210 (1,70 - 11,90) x
10
Tampao 1,00 50 2,94 x 10

A formacéo de perdxido de hidrogénio nas reacfes de
oxidacdo do 3,5-DTBC catalisadas pelos complexos C; e C; foi
detectada por uma modificacdo do método da iodometria. Uma
mistura reacional foi preparada da mesma forma que nos
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experimentos cinéticos, ou seja: concentracdo de complexo
[Clina = 3,67 x 10™ mol L™, concentracdo de substrato [Sina =
1,70 x 10 mol L™ e concentracéo do tamp&o [T]ina = 2,94 x 1072
mol L. Apds uma hora de reacgdo, igual volume de &gua foi
adicionado e a quinona foi extraida com diclorometano. A
camada aquosa foi acidificada com acido sulflrico concentrado a
pH = 2, para interromper a reacdo de oxidacdo e 1 mL de
solucdo aquosa de iodeto de potassio ([iodeto] = 0,3 mol L™)
foram adicionados. Na presenca de peroxido de hidrogénio
ocorre a seguinte reagao:

H,O, + 21" + 2H"— 2 H,0 + I,
e em excesso de iodeto ocorre a formagéo do ion tri-iodeto,
loag) + =137
Esta reacdo geralmente é lenta, mas em meio acido
torna-se praticamente instantanea. A formacdo do ls” pode ser

monitorada espectrofotometricamente devido ao surgimento de
uma banda caracteristica em 353 nm (¢ = 26000 L mol™* cm™).



4.3 SINTESES

4.3.1 Sinteses dos ligantes
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As sinteses dos ligantes, realizadas no presente trabalho,

seguem esquematizadas e descritas na Figura 9,

as

rotas/esquemas e os espectros de RMN *H e infravermelho dos
precursores 2,, CMFF e Lypya se encontram nos anexos deste
trabalho. J& os espectros de RMN *H, infravermelho e massa dos

ligantes Ly € Luyam €ncontram-se na secao 5.1.

Figura 9 Representacdo esquematica dos ligantes sintetizados neste
trabalho.

A CH,OH/T.A 2h
HNTY N, 4 g S Y N Y
OH N7 O H, PdiC, 20h _N OH

H (i)

o |
I _N on H N_J *+2c o —" "'
silica

; i) on q
(0 I?\)
=5

I?C

=
z
/

CH2CI2 T.A, 12h (;
(m)

NN~ N oH HoE }
w’
\(P\/ 5?/ B 7 (iv)

(iii) i) N

H,
=z
ao \\,NfNHZ | p
24,, N
e,g,,/ 74,
\qou Hoj?/

(i) simétrico 2py; (ii) CMFF; (iii) H3L pyald; (iv) Lbut; (v) Lt4am.
N’\,NH v)




50

4.3.1.1 Sintese do N,N’-bis-(2-piridilmetil)-(2-hidréxi-3-metil-
butanodiamina-5- metilbenzil)-1,3-propano-2ol) — Lbut

= 7
X \N
i) CH30H, 24h, T.A.

e e
N N N
N N N N
> ii) NaBH,
OH HO OH  HO
o” o~ NH HN

=

= 7

Em um baldo de 500 mL adicionou-se o 3,12 g do precursor
Lopyaid (5,50 mmol; 568,67 g mol'l) previamente diluido em 300
mL de metanol. Sobre esta solugdo adicionou-se gota a gota, sob
agitacdo, uma solugcdo metandlica contendo 0,65 mL de 1,4-
butanodiamina (6,40 mmol; 0,877 g mL™; 88,15 g mol™) Apés
total adicAo da amina sobre o aldeido. A solugcdo tornou-se
amarela intensa, e permaneceu sob agitagdo a temperatura
ambiente por 24 horas. Apos esse periodo, NaBH, (0,53 g; 14
mmol; 37,84 g mol™) foi adicionado em pequenas porcées, em
banho de gelo, ocorrendo uma brusca diminui¢cdo na intensidade
da coloracdo amarela. A reacdo permaneceu por mais duas
horas a temperatura ambiente, e o0 solvente foi evaporado a
pressao reduzida, sendo adicionado CHCI; ao residuo viscoso e
procedida a extracdo com solugdo aquosa saturada de
bicarbonato de sédio. A fase organica foi seca com sulfato de
sédio anidro e o solvente evaporado até a secura sob vacuo, a
40 °C, resultando em um sélido amarelado, a qual foi deixado
sob vacuo (0,1 mmHg). Obtiveram-se 2,1 g do ligante Ly (3.36
mmol; 624,82 g mol™*), com rendimento de 62 % em relacéo ao
precursor Lypyald.
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4.3.1.2 Sintese do N,N’-bis-(2-piridilmetil)-(2-hidréxi-3-metil-
trietilenotetramina-5- metilbenzil)-1,3-propano-2o0l) — Lt4am

/ / / /
i) CH30H 24h, T.A.
||) NaBH,
N/\/NH

Em um baldo de 500 mL adicionou-se 2,05 g do
precursor (3,60 mmol; 568,67 g mol™) previamente diluido em
250 mL de metanol. Sobre esta solucdo adicionou-se gota a
gota, sob agitacdo, uma solugdo metandlica contendo 0,92 mL
de trietilenotetramina (6,12 mmol; 0,982 g mL™; 146,24 g mol™)
Apos total adicdo da amina sobre o aldeido. A solugao tornou-se
amarela intensa, e permaneceu sob agitacdo a temperatura
ambiente por 24 horas. ApoGs esse periodo, NaBH, (0,35 g; 9,17
mmol; 37,84 g mol™) foi adicionado em pequenas porcdes, em
banho de gelo, ocorrendo uma brusca diminui¢cdo na intensidade
da coloracdo amarela. A reacdo permaneceu por mais duas
horas a temperatura ambiente, e o solvente foi evaporado a
pressédo reduzida, sendo adicionado CHCI; ao residuo viscoso e
procedida a extracdo com solugcdo aquosa saturada de
bicarbonato de sédio. A fase organica foi seca com sulfato de
sédio anidro e o solvente evaporado até a secura sob vacuo, a
40 °C, resultando em um sélido amarelado, a qual foi deixado
sob vacuo (0,1 mmHg). Obtiveram-se 1,7 g do ligante Liyam (4,40
mmol; 682,90 g mol.;), com rendimento de 69 % em relacdo ao
precursor Lapyaid.
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4.3.2 Sinteses dos complexos

4.3.2.1 Sintese do complexo [C0," (Lyu)(U-OAC)](BPh,), — C4

X, X, \
N (BPhA)z
NN 9 -
OH 2 A

+2Co(OAc),.4H,0__ 2 NaBPh, =

OH HO CH3CN/CH;OH (1:1);

aquec
N"{/\jN

Em um béquer contendo o ligante Ly (0,31 g; 0,5 mmol;
624,82 g mol™) adicionou-se uma mistura de acetronitrila/metanol
(1:1) sob agitacao e leve aquecimento. A esta foi adicionada
lentamente uma solugdo de acetronltrllalmetanol (1:1) de
Co(OAC),.4H,0 (0,25 g; 1,0 mmol; 249,08 g mol™). Apés 15
minutos, adicionou-se 0,24 g de NaBPh, (0,24 g; 1,0 mmol,
342,22 g mol™) mantendo-se a agitacdo e aquecimento por mais
20 minutos. Em seguida, a solugcéo foi filtrada e deixada em
repouso. Apés a lenta evaporagdo do solvente, formou-se um
precipitado marrom, que foi filtrado e lavado com éter etilico
gelado. Obtiveram-se 0,31 g do complexo C; (0,21 mmol;
1434,14 g mol™), com rendimento de 43 % em relacéo ao ligante
Loyt AS caracterizacBes e 0s respectivos espectros do complexo
C, estéo discutidos na sec¢do 5.2 deste trabalho.

4.3.2.2 Sintese do complexo [C0," (Liam)(H-OAC)]CIO, — C,

P
/ N AN B
\ | (C10y),

{\N__

+2C0(OAc),.4H,0 2 NaClo, = o,
CH3CN/CH,OH (1:1);
aquec
N/\/NH

Em um béquer contendo o ligante Liam (0,34 g; 0,5 mmol; 682,90
g mol™) adicionou-se uma mistura de acetronitrila/metanol (1:1)
sob agitacdo e leve aquecimento. A esta foi adicionada
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lentamente uma solucdo de acetronitrila/metanol (1:1) de
Co(OAC),.4H20 (0,25 g; 1,0 mmol; 249,08 g mol™). Apés 15
minutos tempo adicionou-se 0,12 g de NaClO4 (1,0 mmol; 122,44
g mol™) mantendo-se a agitacdo e aquecimento por mais 20
minutos. Em seguida, a solucdo foi filtrada e deixada em
repouso. Apds a lenta evaporacdo do solvente, formou-se um
precipitado marrom, que foi filtrado e lavado com éter etilico
gelado. Obtiveram-se 0,25 g do complexo C, (0,24 mmol;
1054,68 g mol™), com rendimento de 47 % em relac&o ao ligante
Luam. AS caracterizacdes e 0s respectivos espectros do complexo
C, estao discutidos na sec¢éo 5.2 deste trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 CARACTERIZACAO DOS LIGANTES

As sinteses dos ligantes macrociclicos esta descrita na
secdo 4.3 deste trabalho. O Lypyaq foi sintetizado a partir da
adicéo lenta do precursor CMFF sobre o 2. Esta reagdo se da
por meio de uma reagdo Sy, do nitrogénio do precursor 2, no
carbono ligado ao cloro do precursor CMFF.

Os ligantes macrociclicos foram sintetizados, em um
sistema altamente diluido, a partir de uma reagcdo de aminagéo
redutiva pela adicdo lenta da diamina (1,4-butanodiamina) e da
tetramina (trietilenotetramina) sobre o Lya, 0 qual contém o
grupo funcional aldeido. Inicialmente ocorre a formacdo de uma
imina, isto €, ocorre o ataque nucleofilico do nitrogénio no centro
carbonilico seguida pela acdo do reagente redutor, borohidreto
de sédio para a formacdo da amina secundaria. A adicdo de
duas aminas de tamanho e estrutura diferentes é para avaliar o
efeito destas aminas frente a atividade catalitica do complexo
modelo.

A sintese dos precursores, assim como, a dos ligantes
macrociclicos mostraram rendimentos satisfatérios para a
sequéncia da rota sintética e para a utilizacdo destes nas
sinteses inorganicas e foram caracterizados através de IV-ATR,
RMN 'H e ESI-MS. A Tabela 5 mostra os dados gerais dos
ligantes finais.

Tabela 5 Dados gerais dos Iic_;antes finais.

Ligante Formula Massa Ponto de Cor
Molecular molar (g fuséo (° C)
mol™)
Lout C37H4gNgO3 624,82 ~90 Amarelo
Lt4am CagH54NgO53 682,90 ~76 Amarelo

Também € de grande importancia saber a solubilidade
destes compostos frente a solvente organicos, uma vez que
estes sdo usados posteriormente para as sinteses inorgéanicas e
também em diversas andlises de caracterizacdo. A tabela 6
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destaca a solubilidade dos complexos em solventes polares
(proéticos e aproticos) e apolares.

Tabela 6 Solubilidade dos Ii(_;antes
Ligante MeOH CH;CN CHCI; CH,CI,

Lbut S PS S S
Lt4am S PS S S

S: soluvel — PS: parcialmente soltvel

Ambos foram caracterizados por RMN de 'H e
espectroscopia no infravermelho, sendo que os ligantes finais
também foram caracterizados por espectrometria de massas.

5.1.1 Espectroscopia no Infravermelho por Refletancia Total
Atenuada - ATR

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica que
auxilia na deteccdo de modificacbes quimicas, uma vez que a
mesma traz informacgdes acerca das principais bandas referentes
aos diversos grupos funcionais presentes nas moléculas. A
técnica de IV por refletancia total atenuada (ATR) envolve o
contato direto da amostra com um cristal com indice de refracédo
conhecido, onde a luz no comprimento de onda do IV é incidida
em um angulo superior ao angulo critico, resultando na total
refletancia do feixe (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006;
KHOSHHESAB, 2012).

Todos os precursores e ligantes foram caracterizados por
espectroscopia no infravermelho por refletancia total atenuada.
As bandas referentes as deformagfes angulares e estiramentos
dos principais grupos funcionais, foram atribuidas por
semelhanca e utilizadas para acompanhar a formacdo dos
ligantes (PAVIA et al, 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER,;
KIEMLE, 2006).

Os espectros dos ligantes Lyy € Lisam, assim como o dos
precursores estdo sobrepostos, indicando a formacdo dos
produtos, na Figura 10. A Tabela 7 apresenta os modos
vibracionais dos principais grupos funcionais presentes nos
compostos sintetizados.
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Figura 10 Sobreposicdo dos espectros no IV dos ligantes. (a): dos
precursores 2py € Lopyaq. (D): dos ligantes Liyan € Ly € do precursor
I—2pya|d-
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Tabela 7 Principais bandas e atribui¢cdes dos precursores 2py € Lygyag €
dos ligantes Ly, € Lyam (PAVIA et al., 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2006).

Atribuicdes 2py L 2pyald Lbut L t4am
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
V (0O-Hac00) 3288 3180 3313 3315
v (C-H, e 2917-2835 2920-2851 2922-2845 2912-2821
CHai)
v (C=0) = e 1674-1647
v(C=Ne 1590-1475 1596-1474 1593-1474 1594-1474
C=C)
On.y @amina 1570  ceeeee- 1570 1570
23
5 (O-Hing) ~ ==mmmmemv 1377 1371 1381
V(C-Opng) ~ —mmemmm- 1260-1216 1259 1251
o (O 5 T N— 994 995 953
5 (C-H,) 741 749 748 748

Pode-se notar que no espectro do precursor 2, ha a
presenca de uma banda em 1570 cm™ referente deformacéo
angular da ligagdo N-H de amina secundaria, indicando a
formagé@o do mesmo. Entretanto, o espectro do precursor Lapyaiq
hda o desaparecimento desta banda, porém nota-se o
aparecimento de bandas em 1674 e 1647 cm™, que sé&o
atribuidas aos modos vibracionais de estiramento dos grupos
carbonila, indicando que a insercdo de um grupo funcional
aldeido, oriundo do CMFF, ao 2,,.

Os ligantes Ly € Luam apresentam bandas especificas de
aminas secundarias (1570 cm™), indicando a formacdo dos
ligantes. A Figura 12 ilustra as sobreposicdes destes espectros
indicando a formacé&o dos produtos.

5.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio — RMN *H

O método espectroscopico de ressonancia magnética
nuclear é observado em nicleos que possuem uma distribui¢céo
ndo homogénea de massa e carga, isto € momento de spin
nuclear diferente de zero. Quando se estudam nlcleos de
hidrogénio, consegue-se determinar o numero de cada tipo
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distinto de nucleos de hidrogénio, bem como a natureza do
ambiente de cada tipo (PAVIA et al., 2009).

Desta forma, a analise de RMN *H mostrou-se propicia
para as caracterizagfes dos compostos sintetizados, visto que 0s
deslocamentos quimicos e a integracao dos sinais nos espectros
de RMN estdo de acordo com o numero de hidrogénios
presentes nos ligantes bem como sua natureza (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2006). Os espectros do Ly, € Luam €stéo
apresentados nas Figuras 13 e 14 respectivamente. A tabela 8
indica os valores dos deslocamentos quimicos (ppm), 0 niumero
de hidrogénios e as respectivas atribuicdes dos sinais dos
precursores 2py e Lapyaq € dos ligantes Lyy € Liuam.

Figura 11 Espectro de RMN 'H (200 MHz) do ligante L,,, em CDCl,

o
k_}'/UL/

= g ey
2.10 2.651.942.882.532.56 13.23 4.06 4.086.234.38
| [ | = [T

T T T T T T T
2 1 0 -1

5
©
)
~
)
o
]

(ppm)



60

Figura 12 Espectro de RMN *H (200 MHz) do ligante Lt4am em CDCl,
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Tabela 8 Deslocamentos quimicos (ppm), observados nos espectros
de RMN 'H para os precursores 2py € Ly,aq € dos ligantes Ly € Luam.

Atribuicbes 2py L 2pyaid Lput L t4am
CHy - 2,15° 2,20° 2,20°
CH,-OHico0! 2,4-2,7° 2,4-2,6° 2,4-2,5° 2,4-2,5°
CH,-t4am 2,6-2,8
CH,-but 1,67°e2,6- -
2,8
CH,/C-H 3,3° e3,7- 3,6-4,0° 3,5-4,0° 3,5-4,0°
3,9
C-Harom 6,9-7,1° 7,0-7,2° 6,7-6,9" 6,7-6,9"
7,15-7,3" 7,5-7,6' 7,0-7,3° 7,0-7,3°
7,4-7,6" 8,4 7,5-7,6' 7,5-7,6"
84% e 8,5° 8,5°
C-OHageiqgo  ===---—- 10,1"

a (s, 6H); b (d, 4H); ¢ (m, 13H); d (m, 1H); e (m, 8H); f (t, 2H); g (d, 2H), h (s, 2H),

k (s, 4H) p (m, 4H)- s = singleto; m = multipleto, d = dubleto, t = tripleto

A formagédo do precursor Lyyaq € dos ligantes Ly, € 0
Luam pode ser observada a partir da presenca de um singleto
entre 2,15 — 2,20 ppm nos espectros de RMN 'H, relativo aos
seis hidrogénios do grupo metil do CMFF, ausente no espectro
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do precursor 2py. Outra evidéncia na formacgdao dos ligantes Ly, €
Luam € @ auséncia de um sinal na regido de 10 ppm atribuido ao
proton do aldeido do precursor L,aq Mostrando que novos
grupos funcionais, tais quais, aminas foram acrescentadas no
lugar do aldeido.

5.1.3 Espectrometria de massas — ESI - MS

A espectrometria de massas é uma técnica analitica de
impacto de elétrons, onde moléculas no estado gasoso séo
convertidas a ions e o resultado deste experimento é um
espectro destes ions separados na base da razao massa/carga.
Os espectros de massas e 0s respectivos espectros simulados
dos ligantes Ly € Luyam €stdo apresentados na Figura 13 e 15 -
16, respectivamente.

Figura 13 Espectro de massas do ligante Ly, em CH;CN para m/z
625,39
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Figura 14 Estrutura catidnica do ligante L, de acordo com o ESI-MS

OH HO m/z = 625,39

NH H,N

Figura 15 Espectro de massas do ligante Ly,, em CH;CN
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O espectro do ligante Ly, (Figura 13) apresenta um
conjunto de picos com razdo m/z de 625,39 o qual é atribuido a
espécie (Lpy)" - com uma amina protonada (Figura 16). Ja o
espectro do ligante Lyam (Figura 15) apresenta dois conjuntos de
picos, um com razio m/z de 683,44 atribuido & espécie (Luam)’ -
com uma amina protonada e outro com m/z 342,22 o qual é
atribuido & espécie (Luam)?® - com duas aminas protonadas
(Figura 16).
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Figura 16 Espectro experimental e tedrico para m/z 683,39 (a); espectro
experimental e tedrico para m/z 342,22 (b).
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Ambos os picos bases dos ligantes possuem uma
diferenca entre um pico e outro de uma unidade, o qual é
atribuido para espécies com carga 1+. Para espécies com carga
2+, a diferenca entre um pico e outro é sempre de 0,5 unidades.

5.2 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Os complexos C; e C, foram sintetizados,
respectivamente, a partir dos ligantes Ly € Ltsam e do sal de
acetato de cobalto(ll) em proporcao estequiométrica de 2:1 do
sal do metal e do ligante, respectivamente. Inicialmente foi
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utilizado como contra-ion, para ambos os complexos, o sal de
perclorato de sddio obtendo-se apenas um pé do complexo C;.
Devido a vérias tentativas de recristalizacdo do complexo C,
optou-se trocar o contra-ion perclorato por tetrafenil borato. A
Tabela 9 mostra os dados gerais dos complexos sintetizados.

Os complexos ndo foram submetidos a analise para a
determinacdo de ponto de fusdo ja que possuem 0 ion
perclorato, e este, quando submetido a altas temperaturas atua
como uma um agente comburente, e do ion tetrafenilborato, o
qual pode produzir gases inflamaveis e vapores perigosos
(FICHA... 2015, 2016). Tanto a formula molecular quanto a
massa molar levam em consideracdo a presenca dos contra-ions
(C. — anion perclorato — (ClO,); C, - anion tetrafenil [B(Ph)4]) e
nao sua forma catibnica.

Tabela 9 Dados gerais dos complexos binucleares de cobalto (Ill) com

Iigantes macrociclicos.

Composto Formula Molecular Massa molar Cor
(g mol'l)
Ci {C0,"[C39HasNsOs][B(Pha)]2} 1435,14 Marrom
C2 [C02"(C41Hs52NgO5)(Cl04)2] 1053,67 Marrom

Da mesma forma que os ligantes, é de grande relevancia
saber a solubilidade dos compostos frente a solvente orgéanicos
(Tabela 10), uma vez que estes serdo caracterizados por
diversas técnicas. Ambos os complexos foram testados em um
solvente polar prético e dois apréticos. Para o solvente metanol,
os complexos se mostraram sollveis, entretanto em
concentragbes maiores, 0S mesmos se mostraram parcialmente
sollveis. Ja para o solvente acetonitrila e acetona ambos se
mostraram sollveis independente da concentracgéo.

Tabela 10 Solubilidade dos complexos binucleares de cobalto (lll) com
ligantes macrociclicos.

Complexo MeOH CH3CN Acetona

C; S2- psP S S
C, s . psP S S

Soltvel quando [C] < 1,5 x10™ mol L™
"Parcialmente soltvel quando [C] 2 1,5 x10® mol L™
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Ambos os complexos foram caracterizados através de IV-
ATR, espectrometria de massas, espectrofotometria na regidao do
UV-Vis, condutividade molar e eletroquimica e a partir destas
andlises foram realizados estudos cataliticos frente a reac6es de
oxidacOes de catecois.

5.2.1 Espectroscopia no Infravermelho por Refletancia Total
Atenuada - ATR

A espectroscopia na regido do Infravermelho é uma
técnica frequentemente empregada como uma analise prévia, a
qgual traz informagBes importantes a repeito da formacdo dos
complexos. Os espectros mostram a presenca de bandas
caracteristicas dos ligantes livres, o qual indica a presencas do
mesmo nos compostos sintetizados. Os deslocamentos,
alargamentos e/ou desaparecimento das bandas de absorgao
dos complexos em comparacdo aos ligantes, assim como a
presenca de novas bandas, referentes ao contra-ion também séo
observados. (NAKAMOTO, 2009; PAVIA et al, 2009;
SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006). A Tabela 11 mostra
as principais bandas dos complexos e a Figura 17 apresenta 0s
espectros dos complexos C; e C, sobrepostos aos ligantes livres.

Os ligantes apresentam em seus espectros bandas
intensas na regido de 1470 cm™, as quais sdo atribuidas aos
estiramentos das ligagbes C=C e C=N dos anéis aromaticos,
estas bandas também s&o observadas nos complexos, porém
com menor intensidade e um pouco deslocadas quando
comparadas ao ligante livre. Tal deslocamento ocorre devido ao
estiramento simétrico e assimétrico das ligagbes O-C-O do 9rupo
acetato em ponte. A auséncia da banda em 1370 cm™ nos
complexos, e a presenca da mesma nos ligantes - a qual é
proveniente da deformagéo angular da ligagdo O-H do fenol -
comprova a coordenagdo pelo mesmo na forma desprotonada.
Além disso, a banda na regido de 3400 cm™ indica a presenca de
moléculas de solvente coordenadas ou de hidratacao.
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Figura 17 Sobreposicdo dos espectros e [V dos complexos com seus
respectivos ligantes: (a) Ly € Cy; (b) Lygam € C,. (— ) complexo; (—)
ligante.
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Tabela 11 Principais bandas e atribuicdbes dos complexos C; e C,
(NAKAMOTO, 2009; PAVIA et al.,, 2009; SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2006).

Atribuicdes C, C,
(cm™ (cm™)
v (O-H. H,0) 3422 3225
V (C-Ha € CHgj) 2923 2923
v (C=Ne C=C) 1475 1471
v (OACassim) 1578 1559
v (OACsim) 1426 1407
\' (C'Ofeno|) 1254 1261
v (CI-0) 1078
0 (C-H, tetrafenilborato) 735-704
0 (C-Hgaom) 612 620

A banda em 1078 cm™, presente no espectro do
complexo C,, refere-se ao estiramento axial da ligagdo CI-O do
contra-ion perclorato. J& para o complexo C; observa-se duas
novas bandas em 735-794 cm™ as quais, sdo caracteristicas do
contra-ion tetrafenilborato (BPhy).

Ambos o0s espectros dos complexos observa-se a
presenca de bandas em 1578 e 1426 cm™ para o complexo C; e
1559 e 1407 cm™ para o complexo C,, as quais sdo atribuidas
respectivamente ao estiramento assimétrico e simétrico do grupo
acetato. Segundo Nakamoto (2009), a diferenca entre esses
estiramentos (Ayass.vs) indicam de que forma o grupo acetato esta
coordenado junto ao centro metdlico. Ha trés formas que o grupo
acetato pode estar coordenado: 1 — unidentado; 2 — bidentado/
quelato; 3 — bidentado/ponte (figura 17).

Figura 18 Formas de coordenacéo do grupo acetato
(

M—oO o) M—oO
> — M/ \c— \c—
o/ \o'/ M 6/
1 2 3
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Estas formas de coordenacdo estdo correlacionadas a
partir da Ayass.vs dO grupo acetato na sua forma ioénica. A Ayass.vs
do grupo acetato na sua forma ionica é de 164 cm™ e segundo
este estudo, uma coordenacdo unidentada exibe valores de
Ayassvs MUIto maiores que o valor i6nico, jA a coordenacdo na
forma quelato este apresenta valores muito menores e para a
forma de coordenacdo em ponte os valores de Ayassvs S80
préximos ao valor ibnico. O valor de Ayassvs de ambos os
complexos é de 152 cm™ indicando um valor préximo & forma
ibnica do grupo acetato e com isso indicando que o acetato esta
coordenado de forma bidentada formando ponte entre os centros
metdlicos (NAKAMOTO, 2009).

5.2.2 Espectroscopia eletrénica na Regidao do Ultravioleta
visivel

Os espectros eletrbnicos dos complexos de cobalto
sintetizados foram analisados tanto na regido do ultravioleta
guanto na regido do visivel, como mostra a Figura 18. As
absortividades molares (¢) das bandas detectadas estdo
sumarizadas na Tabela 13. Em ambos os complexos utilizou-se
como solvente metanol.

Dos espectros eletrdnicos obtidos duas bandas foram
detectadas, uma na faixa de 400 nm e outra na faixa de 600 nm,
Figura 19 e 20. O espectro do complexo C; apresentou uma
banda ndo muito definida (ombro) em 384 nm e uma banda mais
alargada de baixa intensidade em 676 nm. Da mesma forma
ocorre para o complexo C, (Amax= 385 € 673 nm), porém a banda
na regido de mais alta energia é mais definida quando
comparada ao complexo C;.

Tabela 12 Atribuicbes as bandas dos espectros eletronicos dos
complexos de cobalto(lll) na regido do ultravioleta-visivel.

“Complexo A g -nm (e—=L mollem? A pg - nm (e—L moltem™
TCLM d->d
MeOH
C 383 (2537)* 683 (293)

C, 383 (1987) 673 (203)

*Ombro - absortividade aparente
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Figura 19 Espectro eletrdnico, em MeOH na regiao do ultravioleta-visivel
do complexo C; e C,
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Figura 20 Ampliacao do espectros eletrénicos dos complexos C, e C,
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Complexos de cobalto em seu estado de oxidacdo 3+
possuem configuracdo d° e sdo geralmente de spin baixo e
diamagnéticos. Grande parte destes complexos séo
hexacoordenados obtendo assim geometria octaédrica com o0s
orbitais t; preenchidos e os orbitais ey vazios (tGZg - %)
(HUHEEY, 1983; LICHTY et al., 2004).

Preliminarmente, sugere-se que as transicdes eletrénicas
na regido de mais alta energia sdo de uma transferéncia de
carga entre ligante-metal (TCLM), oriundo dos orbitais pm do
fenolato para o orbital d do centro metalico (ds+), a qual é
governada por transicbes permitidas por Laporte e por spin
(HUHEEY, 1983). Diferentemente das transferéncias de cargas,
a transicoes d-d sdo proibidas pela regra de Laporte, isso ocorre,
pois h4 uma variedade de mecanismos que permitem o
relaxamento das regras de selecdo, para a regra de Laporte as
vibragdes moleculares durante as transicbes e que de certa
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maneira ocorrem, porém com menor intensidade. Estas bandas
de menor energia sdo atribuidas as transi¢cdes do campo ligante
'A1g — 'T1g. Em sistemas de Co(lll) outra banda d-d poderia ser
observada, referente a transicao 1Alg — 1ng da espécie de
Co(lll) de spin baixo, entretanto ndo observa-se pois a mesma é
encoberta pela transicdo TCLM (SHONGWE et al., 2002;
ABDELHAK et al., 2014; BUCALON, 2014; MIESSLER;
FISCHER; TARR, 2014; SALEHI; HASANZADEH, 2015).

Figura 21 Espectro eletrénico, em CH;CN/H,O (1:1), na regidao do
ultravioleta-visivel dos complexos C; e C,, na presenca de NaOH 0,01
mol L
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Salienta-se que apesar da semelhangca do ambiente de
coordenacao, diferindo somente no grupo amino do macrociclico,
ndo se notou nenhum efeito significativo em relacdo aos
possiveis deslocamentos do Amay.

N&o obstante, estudos qualitativos na presenca de uma
base (NaOH) foram realizados na tentativa de avaliar o aumento
da banda de transferéncia de carga em torno de 400 nm. O
aumento da banda ocorre, pois conforme realiza-se a adicdo de
base de 100 puL de base a cada leitura, o fenol passa a sua forma
desprotonada o que pode levar a transferéncia de carga entre o
fenolato e o centro metalico, Figura 21 (CHAVES, 2015).
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5.2.3 Espectrometria de massas — ESI — MS

Tendo em vista que os complexos sintetizados néo
formaram monocristais adequados para determinacdo da sua
estrutura cristalina, e a partir das informacdes obtidas pela
técnica de IV-ATR, a técnica de espectrometria de massas se
torna bastante valiosa para identificar e estimar o ambiente de
coordenacdo destes complexos e com isso determinar as
possiveis espécies em solu¢cdo. Com isso 0s espectros de
massas dos complexos C; e C, estdo apresentados na Figura
22.

O espectro de C; (Figura 22 — acima) apresentou um
pico base em m/z = 796,29, referente a espécie catidnica
[CO,(C3oHasN6Os)]" representada na Figura 24. Para este
conjunto de sinais, mostrado na Figura 23, apresenta-se um dos
fons metdlicos na sua forma reduzida (Co") que pode ser
explicado por um processo de reducdo ocasionada pela
ionizacdo por eletrospray (RALPH et al., 1996).

Nota-se a presenca de picos de fragmentacdo com
valores de m/z com abundancias menores. Um destes valores
localiza-se em m/z = 426,13 (Figura 25) atribuido a espécie
cationica [Co,(CaoHs1NsO-)Li]**, apresentada na Figura 26. A
estrutura proposta a este sinal é apresentada com os ions
metélicos com carga 3+ (ou seja Co" e Co"), e a presenca do
aduto com fon Li*, onde a presenca deste aduto & bastante
recorrente  em andlises de espectrometria de massa
(HOFFMANN, 2007 apud HEYING, 2014). A existéncia deste
aduto supostamente pode ser proveniente da vidraria utilizada na
sintese dos compostos ou da linha de injecdo da amostra do
equipamento. Por sua vez, a presenca de metanol é explicada
pelo uso do mesmo no processo de cristalizacdo do composto.
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Figura 22 Espectro de massas dos complexos C; e C, em CH;CN.
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Figura 23 Simulagao da distribui¢éo isotépica com m/z = 796,29 para o

complexo C,
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Figura 24 Estrutura proposta do complexo C; de acordo com o espectro

de ESI-MS

[C39H46C02N605]+ -m/z= 796,29




74

Figura 25 Simulacéo da distribuicdo isotopica do complexo C; com m/z
= 426,13.

simulado

60 1 experimental

50 4

40

30

20

Abundancia Relativa (%)

10 +

T
425,5 426,0 426 5 427 0 427 5 428,0

m/z

Figura 26 Estrutura proposta do complexo C, de acordo com o espectro
de ESI-MS

\
C/o + CH;0H + Li+ OH
o/ \ <O
N

[C4oH51CO,LiNgO;2*] - m/z = 426,13

Para o complexo C, o espectro (Figura 22 - abaixo)
apresentou um pico base em m/z = 456, 64 com diferenca de 0,5
unidades entre os picos, observada na Figura 27 referente a
espécie catibnica [Co,(C43Hs;NgOg)]**. A estrutura proposta
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(Figura 28) para este conjunto de sinais apresenta 0s ions
metélicos na forma de Co", além da presenca de acetonitrila, ja
gue a andlise é realizada na mesma, e a presenca de uma
molécula de agua, oriunda da linha de injecdo da amostra, pelo

fato que andlises anteriores podem ter sido realizadas em agua.

Figura 27 Simulagao da distribui¢éo isotopica do complexo C, com m/z
= 456,64.
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Figura 28 Estrutura proposta do complexo C, de acordo com o espectro
de ESI-MS
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De forma similar que o complexo C;, nota-se n o0 espectro
de massas do complexo a presenca de outros picos de
fragmentacdo, entretanto para o complexo C, ndo se obteve
nenhuma estrutura para estes fragmentos.

5.2.4 Eletroquimica — Voltametria de onda quadrada

Os estudos eletroquimicos tém como finalidade obter
informacdes acerca dos processos de oxidacdo e reducdo de
substancias. A voltametria de onda quadrada € uma técnica de
pulso, a qual possibilita a obtengéo de correntes de picos bem
definidas em experimentos com alta velocidade de varredura,
favorecendo, assim, a maior sensibilidade da técnica (SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003; SKOOG, 2006).

O desempenho redox dos complexos C; e C, foi avaliado
através da técnica de voltametria de onda quadrada em solucéo
metandlica. Os potenciais catodicos (Ey) e anodicos (Epa) e os
voltamogramas dos complexos sédo apresentados na Tabela 13 e
na Figura 29. Todos o0s potenciais foram referenciados ao
eletrodo normal de hidrogénio (ENH) através do par
ferroceno/ferrocino (E1» = 0,400 V vs ENH).

Nos voltamogramas do complexo C; observa-se, a
presenca de um processo com E,c -920 mV vs. NHE atribuido ao
processo de transferéncia simultdnea de dois elétrons
Co(ll1)/Co(lll) — Co(ll)/Co(ll) (OLIVEIRA, 2013). Igualmente, para
o0 complexo C; o voltamograma apresenta um processo, Ep; = -
874 mV e, Epa = -964 mV, o qual também € atribuido a
transferéncia de dois elétrons, porém diferentemente do
complexo C; este processo aparece tanto na onda de reducao
guanto de oxidacdo. Notam-se também outros dois processos
um em +635 mV e outro em +940 mV, para o complexo C; e C,
respectivamente que podem ser referentes ha processos de
oxidacgéo dos ligantes.



77

Figura 29 Voltamogramas de onda quadrada dos complexos C; e C,
ambos em metanol com concentragédo de 1x10° mol L™. Eletrodo de
trabalho: Carbono  vitreo; Referéncia: Ag/AgT; Auxiliar:
Platina. Eletrélito suporte: TBAPF; 0,1 mol L* e padrdo interno:
Ferroceno.
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Tabela 13 Dados de Onda Quadrada para os complexos
Complexo Epa (MV) Epc
C vs. ENH (mV) vs.
ENH
Reducéo -920 (b)
Oxidagéo 635 (b1)
Complexo Epa (MV) Epc
C, vs. ENH (mV) vs.
ENH
Reducao -874 (a)
Oxidacdao 940 (a2) e

-964 (al)
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Os valores dos potenciais catédicos apresentam valores
de reducdo bastante negativos. Isto ocorre em razdo de que o
grupo -CHj; presente na posicéo para ao grupo fenolato, interfere
diretamente no processo de redugdo do cobalto, ou seja, o
carater de sigma doador do grupo -CHjs torna mais dificil o ganho
de elétrons pelo metal e consequentemente desloca o potencial
de reducao para regides mais negativas.

Destaca-se também, que embora o ambiente de
coordenacdo dos complexos sejam andlogos, diferindo somente
no grupo amino (relacionado ao macrociclo), ha diferenca entre
0s potenciais de reducdo dos complexos. Este efeito pode ser
conferido, pois processos de oxirredugdo de complexos de
cobalto podem ocasionar mudangca no estado de spin
(estabilizagdo) seguida de mudanca estrutural (SOUZA et al.,
2009, 2011).

5.2.5 Reatividade

Um dos propésitos da quimica bioinorganica,
especificamente a area biomimética, é a obtencdo de compostos
que tenham atividade catalitica andloga as metaloenzimas. Os
complexos sintetizados neste trabalho dispdem de sitios labeis
indicando que possam ser testados quanto as suas capacidades
oxidativas. Desta maneira, estudos cinéticos foram realizados
para avaliar a capacidade dos complexos C; e C, de promover a
oxidacdo do substrato modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-DTBC)
a 3,5-di-terc-butilquinona (3,5-DTBQ).

Figura 30 Esquema ilustrativo para a reagdo de oxidagdo do substrato
3,5-DTBC.

+ O, Catalisador . + H20,

3,5-DTBC 3,5-DTBQ
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Este substrato é tido como apropriado para a realizacao
deste experimento, pois possui um baixo potencial redox, 0 que
facilita a oxidacdo do 3,5-DTBC, além da presenca dos grupos
terc-butil os quais impedem a formacéo de reacdes com abertura
do anel (MONZANI et al., 1999).

Figura 31 Variac@o do espectro eletrbnico para reagédo de oxidacdo do
3,5-DTBC catalisada pelos complexos.
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Os estudos cinéticos, foram acompanhados
espectrofotometricamente, em metanol saturado de O,
acompanhando-se o aparecimento de uma banda em 400 nm (g
= 1645 L cm™ mol™), referente & banda da o-quinona. O fato de
saturar o meio reacional com O, é que de acordo com o
mecanismo de reagdo o oxigénio participa diretamente do ciclo
catalitico (CAMARGO et al., 2015).

A Figura 33 mostra a mudanca da banda em 400 nm e a
partir desse estudo preliminar viu-se a necessidade de estudos
mais especificos. Todavia, foram investigados o efeito do pH e
da concentragdo do substrato sobre a reacdo de oxidacdo do
substrato modelo catalisada pelos complexos C; e C,.

5.2.5.1 Efeito do pH na rea¢éo de oxidac&o do 3,5-DTBC

O estudo da variacdo do pH sobre a reacéo de oxidagao
do 3,5-DTBC foi realizado com propésito de analisar a influéncia
causada pelo pH para cada sistema, buscando definir o pKa
cinético da reacao e também o pH 6timo da reacéo.

A reatividade de oxidacdo do 3,5-DTBC foi
experimentalmente realizada em uma faixa de pH de 7 — 10,5,
entretanto para o complexo C, o ponto em pH 10,5 foi excluido,
em razao de possuir uma atividade muito baixa, a qual pode ser
resultante de precipitacdo ou a formacéo do hidroxido do metal.
Para ambos os complexos ndo houve atividade em pH < 7. A
Figura 34 mostra os gréaficos de velocidade inicial (V,) em fungéo
do pH, onde na faixa de pH entre 7 e 8 constata-se uma
atividade baixa independe do pH, e uma regido intermediaria (pH
entre 8,5 e 9,5) em que a velocidade de reacdo aumenta de
acordo com o aumento do pH. Pelo fato de ocorrer uma reacéao
espontanea de oxidacdo que é dependente do pH, foram
utilizadas solucdes de mesma grandeza tanto em concentracao
guanto em volume, porém sem a presenca do complexo, como
referéncia interna (branco) para cada medida e descontada da
reacdo catalisada pelos complexos.

O grafico de V, vs. pH apresenta um perfil sigmoidal, e
em fungéo disso para o calculo do pKa cinético de reacdo usa-se
0 método das velocidades iniciais ajustado pelo modelo de
Boltzmann, em que a inflexdo da curva fornece o valor do pKa, a
Tabela 15 mostra os valores obtidos dos pK,s de cada complexo.
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Tabela 14 Valores de pK,s para os complexos C, e C,

pH étimo pK, Cinético
C, 29,0 8,96 +0,17
C, 29,0 8,75 £ 0,16

Figura 32 Dependéncia da velocidade de reacdo de oxidagédo do 3,5-
DTBC com o pH para o complexo. Condicdes: [Complexo];= 3,35 x 10™
mol L?; [3,5-DTBCJ;= 3,74 x 10 mol L™; [Tamp6es] = 2,94x10? mol L™;
solugdo MeOH/H,0 (30:1) a 25 ° C.
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5.2.5.2 Efeito da concentracdo do substrato na reacao de
oxidacéo do 3,5-DTBC

Com o propésito de determinar os parametros cinéticos
da reacdo de oxidacdo do substrato 3,5-DTBC catalisados pelos
complexos, foram realizados ensaios cinéticos com a variacdo da
concentragdo do substrato, e tais estudos foram realizados em
pH 9,0. A sintese de modelos biomiméticos tem como finalidade
adquirir clareza com relagcdo aos processos enzimaticos e tendo
em vista que em pH abaixo de 4 ou acima de pH 9, a enzima
sofre uma perda considerdvel da sua atividade, por isso a
escolha de pH 6timo em 9,0 (REY, 2008).

A Figura 35 apresenta o gréafico de velocidade inicial em
funcdo da concentracdo do substrato, onde a curva segue um
perfil de saturacdo, de modo que esta dependéncia indica a
formagdo de um intermediario complexo-substrato. Logo, o
modelo de Michaelis-Menten pode ser aplicado para ambos os
sistemas. Os parametros cinéticos estao apresentados na Tabela
16.

Os parametros cinéticos apresentados na Tabela 16
revelam que estes novos complexos de cobalto(lll) C; e C,
mostraram ser ativos na catdlise da reacao de oxidacdo do 3,5-
DTBC (atividade de catecol oxidase). Entretanto, os dados
cinéticos revelam que o complexo C; é cataliticamente mais
eficiente do que o complexo C, o que pode estar relacionado aos
grupos substituintes (ciclo) dos complexos. Este comportamento
pode ser tentativamente atribuido, pois o grupo trietiltetramino
oferece maior impedimento estérico do que o grupo butil, o que
pode vir a causar dificuldade na coordenacdo do substrato ao
centro metalico.

As constantes cinéticas, Ky (constante de Michaelis) e
keat (COnstante catalitica) e eficiéncia catalitica (E), podem trazer
informacdes acerca do comportamento dos complexos frente ao
substrato 3,5-DTBC. Valores pequenos de Ky indicam maior
afinidade catalisador-substrato, ao passo que valores altos de
keat, iIndicam maior taxa de conversao das moléculas de substrato
em produto por segundo por sitio ativo (OLIVEIRA, 2015).

Ao comparar o valor de eficiéncia catalitica com o
complexo reportado por Hazari et al. (2015), para complexos
trinucleares de cobalto com valéncia mista (Figura 33 - 2a),
observa-se que os complexos C; e C, apresentaram uma
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eficiéncia catalitica menor, porém se comparado ao complexo
reportado por Dey e Mukherjee (2014) (Figura 33 — 1b) a
eficiéncia catalitica segue a seguinte ordem: complexo C; >
complexo 1b > complexo C..

Figura 33 Complexos de cobalto reportados por Hazari et al. 2015 (2a) e
por Dey; Mukherjee, 2014 (1b)
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A diferenca na atividade para os complexos sintetizados
quando comparado com o complexo 2a poder estar associada
pela presen?a neste Ultimo de trés centros metalicos de cobalto
(Co"Co"Co") que favorece notavelmente a oxidacdo do
substrato 3,5-DTBC aos seus correspondentes produtos, o qual é
evidenciado pelo alto valor de kcg.

Em compensacéo, a diferenca dos complexos C; e C,
para o complexo 1b, pode estar relacionado ao impedimento
estérico dos grupos trietiltetramino (complexo C,) e do grupo
terc-butil os quais interferem na ligagdo e interacdo de
aproximagdo do substrato modelo com os centros metalicos.
Esta evidencia pode ser justificada uma vez que o complexo C;
apresenta menor valor de Ky, indicando maior afinidade pelo
substrato.

Por fim, analisando-se os dados cinéticos, € possivel
observar que o0s complexos sintetizados apresentam uma
atividade catalitica relativamente boa para complexos
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binucleares de cobalto(lll) na oxidacédo de o-difendis, no entanto,
observa-se que o complexo C; exibe uma eficiéncia catalitica
cinco vezes maior que o complexo C,, 0 qual esta associado ao
seu menor valor de Ky, ou seja, sua maior eficiéncia ao se
coordenar com o substrato.

Figura 34 Dependéncia da velocidade de reacdo de oxidagdo do 3,5-
DTBC com o pH para os complexos C, e C,. Condi¢des: [Complexo]; =
3,67 x 10®° mol L™*; [3,5-DTBC]; = 1,70 x 10® — 11,90 x 10° mol L™;
[Tampdes] = 2,94x10 mol L™*; solugdo MeOH/H,O (30:1) a 25 °C.
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Tabela 15 Comparacdo dos parametros cinéticos de alguns complexos selecionados: #(Hazari et al, 2015);

b(DEY; MUKHERJEE, 2014).

“ C2 2a 1b
A_m w_mﬂ\mév 6,17 +1,55 1,22+0,24 16,39 252
(L _Mw_.pv 322,6 + 84,67 118,7 + 25,95
?mg_..pv 310 w%%e ¥ (842:1,48)x10° (1440,0081)x10° (87 +1,47) x10°
A_M.ﬁ 9L = 548X (1024094 x 10° 2364 219 % 10°

aa a_wmwo%vx
(mol Lt s™) 10”7

(4,14 +0,38) x 10°
7

(11,95 +0,10) x 107 (2,22 +0,23)x 10~
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Figura 35 Variagcdo do espectro eletrdnico para reacdo de determinagao
de peréxido de hidrogénio pela método de iodometria.
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Para esclarecer o processo mecanistico exercido pelos
complexos na oxidacao do substrato 3,5-DTBC, foi feito um teste
de deteccdo de peréxido através de modificacdo do método de
iodometria. Através do método, foi estudado a formacdo de
perdxido de hidrogénio (H,O,) durante a reacdo de oxidacdo do
substrato catalisada pelos complexos C; e C,. A presenca de
H,0O, foi detectada espectrofotometricamente através da reagéo
de iodeto gerando I3, em que h& o surgimento de uma banda
caracteristica em 353 nm (¢ = 26000 L mol* cm™) (Figura 35)
(NEVES et al., 2002). Desta forma a reagdo de oxidacdo dos
complexos ocorre seguindo a estequiometria:

3,5-DTBC + O, — 3,5-DTBQ + H,0,

Tendo em vista que a determinacdo de H,O, ja tenha
sido descrita na literatura, ainda ha impasses a respeito do
mecanismo exato da formacdo de H,O, nas reacbes de
oxidagbes de substratos modelos (KOVAL, 2006). De uma
maneira geral, estes impasses interferem nos fatores eletrénicos
sugerindo uma grande diversidade entre a afinidade do centro
metalico com o substrato.

Com isso Dey e Mukherjee (2014) reportaram na
literatura um novo comportamento, no qual o complexo estudado
coordena-se simultaneamente, de maneira monodentada, a duas
moléculas do substrato, e na sequéncia ocorre a reagdo de
transferéncia de elétrons resultando na formacdo da respectiva
semiquinona e a redugé@o dos centros metdlicos. A reacdo desta
espécie com 0 oxigénio resulta na reoxidacdo dos centros
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metalicos, na liberacdo da quinona e na formacao de peréxido de
hidrogénio.

Ja Osorio (2007) ressalta que para complexos
binucleares de cobre(ll) o mecanismo de ac&o pode ocorrer de
forma que o substrato modelo se coordene de forma bidentada
ao centro metdlico. Entretanto Rey (2008) reportou em seu
trabalho de doutorado outro comportamento da coordenacao do
substrato, o qual inicialmente pode estar coordenado de forma
monodentada a apenas um dos centros metdlicos, sendo que
este comportamento foi determinado a partir dos valores de pKas
encontrados. Destaca-se que 0s pK,s para as desprotonagdes do
substrato 3,5-DTBC livre sdo iguais a 10,3 e 14,7. Deste modo,
espera-se que quando este estiver coordenado os valores dos
pKa’s diminuam. Como mostrado na tabela 15 os valores de pKa
para os complexos C; e C, foram de 8,96 + 0,17 e 8,75 £ 0,16,
respectivamente. Desta forma, os valores encontrados podem
estar relacionados com a primeira desprotonagéo do substrato.

Conforme os dados obtidos, a respeito da formacdo de
peroxido e também do estudo eletroquimico dos complexos em
condic@es cinéticas, onde os resultados deste Ultimo encontram-
se discutidos no Apéndice 1 deste trabalho, uma proposta do
modo de coordenacdo do substrato aos complexos C; e C, torna-
se bastante abstrato, jA que por se tratar de um complexo
binuclear o substrato poderia estar coordenando-se por diversas
formas. Entretanto a partir dos valores de pKas encontrados,
pode-se inferir que incialmemente o substrato coordena-se de
maneira monodentada a um dos centros metalicos, obtendo-se o
primeiro aduto complexo-substrato. Ja com o0 substrato
desprotonado e coordenado aos centros metdlicos, ocorre a
transferéncia de elétrons, resultando na liberagcéo da 3,5-DTBQ e
na reducdo dos centros metalicos. Na sequencia, o oxigénio
molecular se coordena aos ions cobalto, levando a um estado
intermediario (ndo identificado), ocorre a reoxidagdo dos centros
de cobalto e a formacéo do peroxido de hidrogénio (subproduto
detectado quimicamente no meio reacional) completando o ciclo
catalitico (Figura 36) (OSORIO 2007; REY, 2008).
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Figura 36 Mecanismo proposto para a oxidagédo do substrato 3,5-DTBC
catalisada pelos compostos C; e C,.
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Vale frisar que esta proposta € uma suposi¢ao e por esta
razdo, outros estudos devem ser realizados para que se possam
obter maiores esclarecimentos do mecanismo catalitico pelos
complexos C; e C,. Deste modo, um estudo do efeito da
concentracdo do substrato frente ao substrato com a técnica de
espectrometria de massas poderia auxiliar a elucidar de que
forma ocorre a coordenacéo do substrato ao complexo, durante o
ciclo catalitico. Outra sugestéo seria a realizacdo da sintese do
complexo com a adicdo do substrato, dando atencdo as
tentativas de obtencdo de monocristais destas novas espécies,
pois 0s mesmos poderdo ser analisados de forma precisa pela
técnica de difracdo de raio-X.
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Por conseguinte, a analise das constantes cataliticas
comparadas a outros complexos ja reportados na literatura,
assim como, o estudo por outras técnicas para a determinacdo
de um provavel mecanismo, nota-se que os complexos C; e C,
podem ser considerados modelos bioinspirados para a catecol
oxidase.
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6 CONCLUSOES

v" Foram sintetizados e caracterizados por IV-ATR, RMN 'H
e espectrometria de massas dois novos ligantes N,O-
doadores, Lyyt € Lyam, a&SSIM COMO Seus precursores,
todos com rendimentos satisfatorios;

v' Foram sintetizados dois complexos binucleares de
cobalto(lll) empregando-se os ligantes Lyy € Luam. OS
complexos foram caracterizados por 1V, no qual foi capaz
de identificar as bandas provenientes dos ligantes e dos
contra-ions, por espectrometria de massa, onde foi
possivel identificar as  espécies  sintetizadas,
espectroscopia eletrénica, onde atribuiram as bandas d-d
e de transferéncia de carga, e eletrogquimica, onde
experimentos forneceram os valores dos potenciais
redox;

v' Os ensaios de reatividade dos complexos C, e C, frente
a oxidacdo do substrato modelo 3,5-DTBC revelaram que
esses podem ser considerados como catalisadores para
as catecois oxidases, pois possuem capacidade catalitica
frente a oxidacdo do substrato, ambos apresentando
eficiéncia bastante similar;

v' A partir dos resultados espectroscépicos, eletroquimicos
e cinéticos, foi possivel estimar um ciclo catalitico para a
oxidacdo do substrato 3,5-DTBC, catalisada pelos
complexos C; e C;;
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7 PERSPECTIVAS

Analise elementar (CHN) dos complexos C; e C,;

Aplicacdo de calculos computacionais para melhores
entendimentos da estrutura, das propriedades fisico-
guimicas e do mecanismo da reacdo dos compostos
sintetizados neste trabalho;

Ensaios cinéticos com variacdo da concentracdo dos
complexos sobre o substrato 3,5-DTBC, a fim de elucidar
0 mecanismo da reacdo de oxidagcdo dos complexos C; e
Cy;

Estudos cinéticos, com variacdo de temperatura, com o
propoésito de se obter a energia de ativagcéo da reacéo de
oxidagao do substrato 3,5 — DTBC para os complexos C;
e Cy,

Estudos de reatividade dos complexos C; e C, frente ao
DNA.
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APENDICE

Estudo eletroquimico dos complexos C; e C, em condicdes
cinéticas.

O comportamento eletroquimico dos complexos foi
investigado através da técnica de voltametria de onda quadrada
em solu¢do MeOH/H,0, em pH 9 (tampé&o TRIS) na presenca do
substrato modelo 3,5-DTBC. Os potenciais foram referenciados
ao eletrodo normal de hidrogénio (ENH) e o voltamograma obtido
para os complexos é apresentado na Figura 39.

Figura 1 Voltamogramas de onda quadrada (pulso = 20 mV, frequéncia
= 15 Hz) dos complexos C, e C, em condi¢c8es cinéticas, pH 9,0 tampéao
TRIS. [Complexo] = 3,55x10° mol L™; [3,5-DTBC] = 3,78 x 10° mol L™;
[tamp&o] = 2,94 x 10 mol L™. Eletrodo de trabalho: Carbono vitreo;
Referéncia: Ag/AgCI; Auxiliar: Platina; Eletrolito suporte: LiCIO, 0,05 mol
L™ e padrao interno: Ferroceno.
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Como observado na figura 39 os complexos C; e C,
apresentam um comportamento similar na reacdo de oxidacdo do
substrato modelo 3,5-DTBC frente a técnica de voltametria de
onda quadrada. Na parte catddica, observa-se uma onda de
reducdo em -315 mV; 748 mV e -315 mV; -730 mV vs. ENH para
os complexos C; e C, respectivamente, e da mesma maneira,
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nota-se uma onda de oxidacdo em -820 mV; -300 mV vs. ENH
para ambos os complexos, referindo estas ao processo de
reducdo do Co(lll) Co(ll), entretanto estes valores diferem ao
processo de voltametria de onda quadrada do complexos. Ao
que indica, os valores de E, podem ser atribuidos a
coordenacdo do substrato ao centro metdlico, ou seja, uma
transferéncia de elétrons resultando na formacdo da
quinona/semiquinona e também na redugdo dos centros
metalicos.

Na parte anodica, os valores de E,, podem estar
relacionados ao processo de oxidagdo da espécie gerada no
processo de redugdo, assim como o processo de formacdo de
H,O, a partir da presenca do O,. Ja os valores de Ep, > 1000 Mv
vs. ENH podem ser atribuidos ao processo de oxidagdo do
fenolato, presente no ligante. De certa modo, o estudo de
voltametria ciclica em nas condi¢des cinéticas, tras informacdes
relevantes a respeito da reatividade dos complexos frente a
reacdo de oxidacéo do substrato modelo 3,5-DTBC.



109

ANEXOS

1) SINTESE DO PRECURSOR N,N’-(2-PIRIDILMETIL)-1,3-
PROPANO-2-OL - 2py.

O 2py foi sintetizado de acordo com o procedimento
descrito na literatura (OSORIO et al., 2015).

OH

X
HZN/\K\NHZ . 2 o _)CHOH TA 20 Ny Ny
N i) Hy, Pd/C, 20h HN/\(\NH
N
OH

Sob banho de gelo, 3,60 g de 2-hidréxi-1,3-
diaminopropano destilado (40 mmol; 90,12 g mol™) foi dissolvido
em 100 mL de metanol. Sob este sistema, foi gotejado
lentamente uma solugdo metandlica contendo 7,60 mL de 2-
piridinecarboxaldeido destilado (80 mmol; 107,11 g mol™; 1,126 g
mL™). As duas solucdes quando misturadas, resultaram em uma
solugdo amarelo palido, a qual permaneceu sob agitacdo a
temperatura ambiente por 2 horas. A solugéo resultante foi entdo
transferida para a garrafa de hidrogenacado e adicionou-se 0,9 g
de Pd/C 5%. O sistema foi hidrogenado por 20 horas, filtrado sob
celite e o solvente foi evaporado em rotaevaporador, resultando
em po6. Obtiveram-se 9,2 g do produto simétrico 2-py (16,52
mmol; 272,35 g mol'l), com rendimento de 84 % em relacdo ao 2-
hidréxi-1,3-diaminopropano.
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Figura 2 Espectro de RMN *H (200 MHz) do precursor 2py em CDCl,.
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Figura 3 Espectro de IV-ATR do precursor 2py.
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2) SINTESE DO PRECURSOR 2-CLOROMETIL-4-METIL-6-
FORMILFENOL - CMFF

O CMFF foi sintetizado de acordo com o procedimento
descrito na literatura (SOUZA, 2010).

CHCI
& O _— — » ¢l

NaOH Vi HCI Y
OH OH OH
HMB CMFF
Primeira Etapa - preparagdo do  2-hidroxi-5-

metilbenzaldeido (HMB): A sintese do HMB se da através de
uma reacdo de formilagdo do p-cresol. Em um baldo de 3 bocas
de 5000 mL, equipado com um agitador mecénico e um
condensador, adicionou-se o pcresol (21,6 g, 200 mmol, 108,14 g
mol') em 1,5 L de cloroférmio. A solugdo foi mantida sob
agitacdo com temperatura controlada entre 56 — 60 °C com um
banho. Iniciou-se entdo a adicdo de NaOH (60 g, 1,5 mmol,
40,00 g mol™), solubilizado em 100 mL de &gua destilada, em
pequenas porcBes durante 3 horas. A reacdo foi mantida por
mais uma hora e entdo deixou-se 0 sistema resfriar a
temperatura ambiente. Adicionou-se aproximadamente 500 mL
de agua destilada e, sob agitacdo, acidificou-se com HCI
concentrado até pH = 2. A fase organica foi separada, lavada
com agua destilada, seca com Na,SO, anidro e o solvente foi
retirado a pressdo reduzida. O produto foi entdo destilado a
pressao reduzida. Obteve-se o HMB como um soélido amarelo
palido. O sélido foi solubilizado em um minimo de diclorometano
e purificado com coluna cromatografica em silica, utilizando
diclorometano como eluente. O solvente foi retirado a presséo
reduzida e obteve-se um sdlido cristalino.

Segunda Etapa - sintese do CMFF: Em um baldo de 500
mL adicionou-se o HMB (6,4 g, 47 mmol, 136,15 g mol™),
formaldeido 37% (3,81 g, 94 mmol) e 4&cido cloridrico
concentrado (25 mL). O sistema foi mantido sob refluxo e
agitacdo por 30 minutos e, na sequéncia, resfriado a 0 °C,
formando um precipitado compacto no fundo do baldo, que foi
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triturado, filtrado sob vacuo e recristalizado a quente em
diclorometano. Obteve-se um sélido branco, que foi deixado no
dessecador com silica sob vacuo para secar. P.F.: 94-96 ° C com
rendimento de 85% (7,4 g, 40 mmol, 184,62 g mol™) em relacéo
ao HMB.

Figura 4 Espectro de RMN *H (200 MHz) do precursor CMFF em
CDCl,.
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Figura 5 Espectro de IV-ATR do precursor CMFF.
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3) SINTESE DO LIGANTE N,N’-BIS-(2-PIRIDILMETIL)-(2-
HIDROXI-3-CARBONIL-5-METILBENZIL)- 1,3-PROPANO-20L

- I—2pyald

O Lapyais foi sinte‘gizado de acordo com o procedimento
descrito na literatura (OSORIO et al., 2015).

Z Z

X,
N N
@ anj .2 _)CHiCly 12h, TA N/\/\N
cl ||) Silica, OH
CH,Cl,/CH,0H
OH  HO
o o~

Em um baldo de 250 mL ad|C|onou -se 4,10 g do
precursor 2py (15 mmol; 272,35 g mol™) previamente dissolvido
em 30 mL de CH,Cl,. O precursor CMFF (5,56 g; 30 mmol;
185,62 g mol™), foi solubilizado em CH,Cl, (solucdo incolor) e
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gotejado lentamente sobre a amina (2py). A solucéo final tornou-
se amarela intensa turva, e permaneceu sob agitacdo a
temperatura ambiente por 12 horas. Procedeu-se entdo a
extracdo com solucdo aquosa saturada de carbonato de sodio. A
fase orgénica foi seca com sulfato de sédio anidro (Na,SO,4) e 0
solvente removido por rotaevaporacdo. O produto final foi
purificado através de coluna cromatografica de silica gel,
passando primeiro somente CH,Cl, até sair bem o amarelo
intenso, que trata-se do excesso de CMFF que ndo reagiu, e
posteriormente passa-se CH3;OH para retirar o produto de
interesse da coluna. Obtiveram-se 6,5 g do ligante final 2pyald
(6,15 mmol; 568,67 g mol™*), com rendimento de 76 % em relacdo
ao simétrico 2py.

Figura 6 Espectro IV-ATR do precursor L,yyqq-
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Figura 7 Espectro de RMN 'H (200 MHz) do Lopyais €M CDCl,
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