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RESUMO

Foram realizados estudos de equilibrio potenciométrico do OBISDIEN
(1,4,7,13,16,19-hexaza-10,22-d_ioxaciclotetracosano) em presenga e auséncia dos
ions metalicos cobre(ll) e zinco‘(ll), e. dos peptideos, glicilglicina, di-alanil-di-alanina
e glicil-l-leucina. As constantes de equilibrio para formagao das espécies tefnérias
binucleares peptideo-ion metalico-OBISDIEN foram determinadas. Os sistemas dos
complexos binucleares foram caracterizados por titulagdo potenciométrica e medidas
de espectroscopia UV-Vis. Os complexos binucleares de cobré(ll), mostram uma
complexagdo maior para os dipetideos glicilglicina e dl-alanil-dl-alanina, quando
comparada com glicil-I-leucina. O produto da reacao de hidrdlise da glicilglicina
catalisada pelo complexo binuclear Cu(ll)-OBISDIEN foi caracterizado por RMN do
préton. Complexos ternarios glicil-I-leucina-Zn(ll)-OBISDIEN nao foram detectados
em quantidades apreciaveis para estudos de equilibrio, provavelmente devido ao
impédimento espacial do aminoacido leucina deste dipeptideo. Estudos cinéticos da
hidrolise e deuteracado da glicilglicina catalisadas pelo complexo binuclear Zn(ll)-
OBISDIEN foram acompanhados por RMN do préton. Foram c_observadas duas
reacdes paralelas para o sistema glicilglicina-Zn(ll)-OBISDIEN: a deuteragcédo de um
dos CH, da glicilglicina, o NCH, , e a hidrélise da ligacao peptidica, a quebra da
ligacao C-N. 0bservou-$e que os grupos hidroxilas coordenados ao ion metalico no
complexo sao importantes nas reagées de hidrolise e deuteragdo. As constantes de
velocidades especificas de deuteracao, obtidas para as espécies individuais foram:
k(LZnHP* e LZn,P**)= 0,6 x 107 s™ ; k(LZn,(OH)P*") = 8,9 x 107s™; k (LZno(OH),P")
= 254 x 107s" e (LZn(OH):P) = 37,3 x 107 s’ . As constantes de velocidade
espécificas obtidas para a reagdo de hidrélise foram k(LZn,HP** e LZn,P*" ) =
0,6 x107 s ; k (LZno(OH)P?") =21 x10 7s™ : k (LZny(OH).P* ) = 1,8 x 107 s e
k (LZn(OH)sP*) =3,5x 10" s™ . Os resultados mostram que a espécie mais reativa
para a reacao de hidrolise € a trihidroxida, e que a ’reagéo de deuteragéd também é

facilitada pela presenca da hidroxila no complexo.
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ABSTRACT

Potentiometric studies of OBISDIEN in the presence and absence of copper(ll)
and zinc (ll) ions, and the peptides: glycylglycine, di-alanil-dl-alanine and glycyl-i--
leucine were'performed. Equilibrium vconstants for the formation of peptide binuclear
metal ion-OBISDIEN species are reported. The binuclear complex systems were
characterized by potentiometric titraton and UV-Vis spectrophotometric |
measurements. The binuclear copper(ll)-OBISDlEN complexes show much higher
complexation for glycylglycine and dl-alanyl-dl-alanine compared with glycyl-I-
leucine. The reaction product of catalyzed hydrolysis of glycylglycine by binuclear
Cu(l1)-OBISDIEN complexes were detected by proton NMR. Ternary glycyl-I-leucine-
Zn(I)-OBISDIEN complexes were not detected in appreciable amount for the
equilibrium studies, probably due to the steric hindrance of leucine moiety to this
dipeptide. Kinetic studies of hydrolysis and deuteration reactions éatalyzed by Zn(ll)-
OBISDIEN complexes has been carried out by '"H NMR. Two parallel reactions were
observed for the glycylglycine-Zn(ll)-OBISDIEN system: deuteration of NCH, of
glycylglycine, and hydrolysis of the peptide bond. The hydroxyl groups coordinated to
the metal ion in the complex, play import role in the hydrolysis and deuteration
reactions. = The specific deuteration rate constant for the indiv_idual species are:
k (LZnoHP* and LZnP*) = 0,6 x 107 s’ k (LZny(OH)P*) = 8,9 x 107 s™
k (LZnx(OH).P*) = 25,4 x 107 s” and (LZny(OH)sP* ) = 37,3 x 107 s™ , and the
specific rate constant for the hydrolysis reaction are: k (LZn,HP* and LZn,P*" ) =
0,6 x 107 s Kk(LZnx(OH)P?*) = 2,1 x 107 s™ k (LZny(OH),P* ) = 1,8 x 107 s and
k (LZny(OH)sP™ ) = 37,3 x 107 s™ . The results show that the most active species for
the hydrolysis of glycylglycine is the trihidroxo, and the deuteration reaction is also

facilitated by the hydroxyl coordinated to the metal ion.
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 OBJETIVOS

1. Medir os equilibrios quimicos da complexagéo dos dipeptideos : giicilglicina, di-
alanil-dl-alanina, e glicil-l-leucina com os complexbs binucleares: Cu(ll)-
OBISDIEN e Zn(I1)-OBISDIEN. | '

2. Caracterizar o produto da‘ hidrélise do dipeptideo glicilglicina catalisada pelo
complexo binuclear Cu(Il)-OBISDIEN.

3. Realizar estudos cinéticos das reagbes de hidrolise e deuteracdo do dipeptideo
glicilglicina catalisadas pelo complexo binuclear Zn(ll) - OBISDIEN e caracterizar

os produtos destas reagdes.

4. Ap6s os estudos cinéticos e os de equilibrio, identificar as espécies mais reativas

€ propor um mecanismo para essas reagoes.
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CAPITULO 1

~ 1. INTRODUGAO

1.1. Hidrélisé de Peptideos e Amidas

Peptideos sdo amidas resultantes da reagdo entre os grupos amino e
carboxilico dos aminoacidos. ' O grupo amida, -NHCO- , nestes compostos &
frequentemente designado por ligagao peptidica. Conforme o numero de residuos
aminoacidicos por molécula, esses compostos recebém 0 nome de. dipeptideo,
tripeptideo, etc, e, finalmente polipeptideos. r

A hidrélise de amidas constitui uma reagdo tipica destes derivados dos
acidos carboxilicos. Em condi¢ées acidas, a hidrdlise resulta do ataqUe da égua
sobre a émida protonada ( Esquema 1). A carbonila protonada deixa o carbono
: parciaimente positivo, favorecendo o ataque nucleofilico da molécula d_avégua. |
\_/érios'écidos tém sido usados para catalisar a hidrélise de ligagdes
- peptidicas e todos apresentam desvantagens, como a destruicdo parcial ou
completa de alguns aminoacidos. 2 |

| O método mais comum usado emprega HClI 6 N a 110°C por 25 h ,
embora altas températuras- (155°C) também tenham sido empregadas,
resultando em um decréscimo do tempo requerido para hidrélise total. Porém, a
destruicdo completa de alguns aminoacidos também aumenta. 2 A principal‘
desvantagem da hidrélise acida é a destruicdo de aminoacidos, notavelmente
serina, treonina, cistina e triptofano. 2 | _

Em condigbes aléalinas, a hidrélise ocorre devido ao ataque do ion
hidréxido, um agente fortemente nucleofilico, sobre a propria amida (Esquema 2).
O grande numero de aminoacidos destruidos neste tipo de hidrdlise tem impedid_o
este método de ser usado comumente. Serina, treonina , arginina e cistina sao
completamente destruidos. A aplicagdo mais comum deste método é para a

determinagéo de triptofano. ?
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Esquema 1. Hidrolise de amidas em condigcbes acidas.
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‘ Esquema 2. Hidrélise de amidas em con‘digées alcalinas.



1.2. Hidrélise Enzimatica

As vantagens do uso de enzimas para hidrolisar proteinas e _peptideoé sao
varias. As enzimas sdo especificas e quebram prontamente ligagdes que sdo
resistentes a catalise ndo especifica. Nao sdo destrutivas, ndo somente paré
aminoacidos comuns, mas também para grupos labeis introduzidos in vivo ou in

“vitro. Agem rapidamente e podem teoricarhente completar a hidrolise em
minutos.” | |

Certas enzimas proteoliticas requerem ions metalicos para suas

atividades **°

e por isso reagdes de hidrélise tém chamado atencao de quimicos
inorganicos. ° Metaloenzimas ou enzimas ativadas por metais sao classificadas
de acordo com suas espécificidades pelo substrato. Aminopeptidases_
apresentam especificidades pelo substrato -NH - CO - CHR - NH. , a hidrdlise
ocorré no aminoacido N-terminal do substrato peptidico, e contém no seu centro
ativo o ion metalico Zn(ll).” Leucina amihopeptidase, extraida do,péncreaé
bovino foi identificada estruturalmente e contém 2 moles de zinco por unidade,
PM 54.000. °

A carboxipeptidase (CPA, peptidil-l-aminoacido hidrolase), apresenta
especificidade pelo substrato ~ 0OC - CHR - NH -VCO - a hidrélise ocorre no
aminoacido C-terminal de substratos polipeptidicos. A enzima consiste de uma
cadeia de'polipeptideo de 307 residuos de aminoacidos e um ion Zn** em seu
centro ativo. O jon Zn®* serve nio somente como um grupo ligante com o
substrato, mas também como um centro ativo para quebrar a ligacdo peptidica.
4919 0 mecanismo hidrolitico da CPA tem sido tema de muitas pesquisas,
particularmente a partir da determinacao do sitio atiyo através de cristalografia de
" raio-X. "' Estudos de Christianson e Lipscomb observaram a estrutura de um
complexo enzima inibidor, rendendo um possivel intermediario (Figura '1_) que

poderia ser encontrado promovendo o mecanismo hidrolitico agua/ion hidréxido. 2
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Figura 1. Intermediario proposto para o mecanismo promovido pela agua ."



Residuos e espécies importahtes para a catalise e as ligagbes desta
enzima sdo Glu-270, Arg-127, Arg-145, Tir-248, Zn*" e a ligagdo zinco molécula
" de agua, Figura 2. Segundo Ochiai, as fungées do ion Zn(ll) podem ser : 1) A
energia de ligagdo do ion Zn(ll) traz o substrato a posicao favoravel, com
respeito a enzima. 2) O ion Zn(ll) polariza o grupo carboxilico e com isto o étomb
de carbono fica mais susceptivel ao ataque nucleofilico. 3) Uma outra possivel
fungéo decorre do fato que a estrutura de coordenagéo relativa ao ion Zn(ll) é
muito distorcida de um tetraedro regular, sendo mais uma estrutura trigonal
bipiramidal, esta sugere um outro ligante, a fnolécula de agua, faciiitando a

3 sobre

“adigdo da mesma ao grupo carbonilico. 7 Estudos de Kuo e Makinen
hidrélise de ester pela carboxipeptidase A [Co(ll)substituido] sugere fortemente a
quinta coordenagao do ion metalico ativo com um ligante, sendo H,O ou OH". A
polarizagdo do grupo carbonilico pela coordenagdo com o Zn(ll) conduz a um
aumento na susceptibilidade ao ataque nucleofilico ' produzindo um aumento de
velocidade da reagdo na ordem de 10° quando comparada a um sistema sem
ions metalicos.”

O mecanismo proposto na Figura 3 tem sido suportado por estudos

51516 Acredita-se que o Glu 270 atua junto com o Zinco para promover o

modelos
ataque da molécula de agua sobre o carbono carbonilico (Figura 2 B ). O aceite
de um proéton, a partir de uma molécula de agua, pelo GLU 270 e a transferéncia
deste para o Nitrogénio como indicado em C e D (Figura 3 ) sdo propostas por
Monzingo e Matthews. ' |

Outro exemplo de metalopeptidase é a termolisina, uma peptidase
termoestavel de PM 34600 isolada do Bacillus thermoproteolyticus. A sequéncia
de aminoacidos é conhecida e a estrutura tridimensional foi determinada. ° As
ligagdes da enzima por 4 ions calcio s&o hecessérias para estabilidade térmica. |
O mecanismo sugerido por Kester e Matheus para termolisina prop6e que o GLU
270 atua como base geral. '’ Na enzima natural o ion zinco apresenta uma
coordenacgao tetraédrica com 3 ligantes , His-142, His-146 e Glu-166, e a quarta
ligacdo € com uma molécula de agua. ° Embora a sequéncia de aminoacidos e
todas as estruturas terciarias da termolisina e carboxipeptidase A ndo serem

relacionadas, os sitios ativos dessas duas metalopeptidases tém elementos em
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Figura 2. Sitio ativo da Carboxipeptidase A com um inibidor ligado, mostrado por
uma representacdo convencional de palitos. Importantes aminoacidos
constituintes sdo numerados por seus numeros de sequéncia Glu - 270,
Arg-127, Arg-145, Tir-248. O inibidor, colorido de azul claro, € a forma
cetdbnica hidratada do substrato t-butoxicarbonil-I-fenilalanil-I-

fenilalanina.’
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Figura 3. Mecanismo proposto para a hidrélise de ligacao peptidica catalisada

pela carboxipeptidase A. °



comum. A superposi¢cao de um sitio sobre_outro mostra que a po'sigéo da ligagao
Glu 270 da carboxipéptidase A ao ion Zinco (ll) corresponde a ligagao do Glu143
da termolisina . Esta correspondéncia sUgere que a combinagdo quimica e
esterioquimica do.ion zinco(ll) e os grupos &cidos do Glu 143 da termolisina e
Glu 270 da carboxipeptidase sdo vitais para a catdlise. Em contraste, foi
observado que His 231 da termolisina e Tir 248 da carboxipeptidase A, dois
grupos doadores de prétohs, nao ocupam posicdes similares. O qué leva a
conclusao ‘que nao é absolutamente requerido a h_istidina ou a tirosina, em

hidrélise catalisada pelas zinco proteases. s



1.3. Complexos Macrociclicos

Complexos macrociclicos polinucleareé de metais de transicao representam
uma ferramenta importante no estudo dos mecanismos que governam as
interagdes do ion metalico e a ativagio do substrato. ® O reconhecimento que a
realizagao de varias fungdes biolégicas necessita de centros metalicos tem dado
um forte impulso ao estudo de complexos macrociclicos como modelo desses
sistemas. "® |
| Poliazacicloalcanos, estruturas 1-7, seguindo uma série de [3k]JaneN, tém
sido empregados ‘para estudar os equilibrios para formacdo de complexos de
metais de transi¢do, nos quais mais de um jon metalico estdo coordenados pelo

mesmo anel macrociclico. '*%

As constantes de equilibrio foram obtidas por
titulacao potenciométrica para os complexbs polinuclearés. |
Ligantes binucleares capazes de complexar dois ions metélicds surgem na
literatura como resultado relevante sob varios aspectos, na quimica de .
coordenagdo. % De especial' interesse como agentes complexantes salientam-se
os ligantes macrdciclicds porque .eles. podem impdr um alto grau de
preorganizagéo na formagao de complexos metalicos.® Ligantes macrociclicos
constituem excelente base para reconhecimento molecular, assim pode-se variar o

tamanho da cavidade, forma e componentes. *>*
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1.3.1. Macrocl’clico, 1,4,7,13,16,19-hexaza-10,22-dioxaciclotetracosano

(OBISDIEN)

Um exemplo tipico de ligante macroéiclico binuclear € o hexamino
OBISDIEN (1,4,7,13,16,19-hexaza-10,22-dioxaciclotetfacosano), 8, sintetizado
por Lehn e colaboradores.®* Este macrociclico contém 6 grupos aminos
secundarios consistindo de duas partés dietilenotriaminas separadas por duas
pontes éter etilicas, dando consideravel flexibilidade ao ligante que pbde assumir
conformacdes de forma a se adaptar a uma variedade | de condigoes de
complexacao e dimensdes requeridas pelos substratos para se coordenarem em
sua cavidade.® As constantes de protonagdo para o OBISDIEN obtidos a
25,0040,05°C e p = 0,100M, definidas pela Equacgao 1, sdo: 9,65; 8,92; 8,30; 7,64; |
3,81 e 3,26. * Em presenca do ion brometo foram determihadas as constantes de
associacao deste ion com as espécies tri-, tetra-, penta- e hexaprotona da do
macrociclico que sdo 1,40(9); 1,67(7); 1,80(8); e 197(8) respectivamente.”
A porcentagem das espécies protonadas em fungado do p[H] foram calculadas
utilizando-se os valores das constantes acima e as curvas de distribuicao déssas_ :
espécies aparecem na Figura 4. A importancia desta figura esta no fato de que em
cada valor:de p[H] tem-se a quantidade de cada espécie presente e pode-se
conhecer a espécie predominante. Por exemplo a p[H] 8,7 a espécie que
predomina & a espécie diprotonada H,L quev esta 44,9% formada. Essa espécie
decresce para valores de p[H] maiores do que 8,7. Em p[H] 9,3 a espécie
predominanté é a monoprotonada com um percentual de 53,8% e a espécie
de’protonada predomina em valores de p[H] acima de 9,6. O ion brometo aparece
associado as espécies mais protonadas do OBISDIEN. InteragGes eletrostaticas e

pontes de hidrogénio sdo responsaveis pela formagdo desses complexos. ¥’

Hn_1 {n-1)+ + H+ —‘} HnLn+

1)

s

KH= [HaLn*}[Hn 100 J[H4]
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8. OBISDIEN
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Figura 4. Curvas de distribuicdo das espécies de uma solugcdo contendo
OBISDIEN 2,0 x 10° M em fungdo de -log[H'] sob condicbes
anaerdbicas. L é o ligante OBISDIEN deprotonado, HL, H.L, H4L, Hsl,
HesL, sdo as formas mono-, di-, tri-, tetra-, penta- e hexaprotonada do
OBISDIEN. Hs;LBr, HsLBr, HsLBr e HsLBr sao as espécies tri-, tetra-,

penta- e hexaprotonada do ligante com ion brometo em sua cavidade.
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O OBISDIEN forma complexos binucleares com ions metalicos de transi¢ao
da primeira fileira da tabela periédica, aos quais ligam-se anions secundarios

como grupos ligantes biquelantes 36, 38-45

. Neste caso, complexos metalicos
binucleares sao hoéspedes, e os anions ligantes hospedeiros. Este tipo de
complexo com o anion formando uma ponte entre os dois centros metalicos foi

classificado por Lehn como complexo cascata, Esquema 3. '

——————

Esquema 3. Formagcdo sequencial do complexo cascata envolvendo a
complexagao de dois cations metalicos, que podem ser diferentes,

por um ligante macrociclico.
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Este ligante macrociclico &€ capaz de reconhecer substratos negativos e
pode catalisar reacdes hidroliticas. “**

Estudos dos equilibrios potenciométricos do OBISDIEN com os ions
metalicos Cu(ll) e Zn(ll), foram realizados.* O quelato binuclear de Cu(ll) é
suficientemente estavel para se formar em solugéo. Ele é estabilizado por um ion
ponte hidroxido em pH neutro e alcalino (Formula 9). % Tem sido mostrado que
complexos binucleares de Co(il) e Cu(ll) sado estabilizados por ligantes
secundarios. | '

Calculos de mecanica molecular, reproduzindo a estrutura do complexo
binuclear OBISDIEN-Cu(ll) (Figura 5) mostram que esse complexo é inteiramente
flexivel. Assim, & possivel reproduzir complexos de baixa energia, variando a
distancia entre os dois atomos de Cu, podendo acomodar ligantes pontes de
diferentes tamanhos como F ou OH na conformagao de menor distancia (Cu---Cu
= 4.271), conformagao de cuia (Figura 5C ) e para ligantes maiores como o
pirofosfato a distancia entre os ions cobre é de 7,31 A, exigindo uma conformagéo
estendida (Figura 5A). *® | |

Coughlin e colaboradores determinaram a estrutura  cristalina do
imidazolato-dicobre(ll)-OBISDIEN. ** O imidazol também foi investigado como
ligante secundario para sistema aquoso dinuclear Cu(ll)-OBISDIEN, Férmula

10.® Mais tarde Coughlin e Lippard registraram a estrutura cristalina do p-

hydroxo-u-perchlorato - dicobre(il) - OBISDIEN. *

16
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Cu - Cu
Separagio 7,31 A

a) Forma estendida

Cu - Cu
Separacgao 5,39 A

b) Forma intermediaria

N

Cu - Cu .

Separacgdo 4,27 A
c) Conformagéo de “Cuia”

Figura 5. DisposicOoes espaciais de baixa energia para o complexo dicobre(ll)

OBISDIEN gerado por calculos MM usando o programa SYBYL. *
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Figura 6. Estrutura provavel do complexo pirofosfato-dicobre(ll)-OBISDIEN,

gerado por calculo de mecanica molecular usando programa SYBYL. *°
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10. Complexo dinuclear Imidazolato-Cu(ll)-OBISDIEN
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Em presenca dos ions azida o OBISDIEN forma complexos binucleares
com Cu(ll), nos quais os dois ions metalicos estdo contidos na cavidade do
ligante macrociclico. Sua estrutura e propriedades magnéticas foram estudadas.®

A sintese do 3,9,17,23,29,30-hexaaza-6,20-dioxatriciclo[23.3.1.1"""9]
triaconta- 1(28),11,13,15(30),25,26-hexaeno BISBAMP, 11 .e a complexacao
deste ligante com os ions metalicos Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(ll) foram estudadas.
Na formacao de complexos binucleares, espécies protonadas e hidroxidas foram
observadas. *° O estudo de complexos binucleares formados por trés ligantes,
um macrobiciclo, O-BISTREN e dois macrociclicos O-BISBAMP e OBISDIEN e
varias combinagcées de ‘ions ferro e ions sulfato foram realizados por
potenciometria. As constantes de estabilidade envolvendo os referidos ligantes,

' A sintese do

ion hidrogénio, ferrd(ll) e o anion sulfato foram determinadas.’
macrociclico  3,6,9,17,20,23-hexazatriciclo[23.3.1.1."""®Jtriacon1(29),11(30),12,
14,25(26),27- hexano, 12, foi registrada por Menif e Martel,” o estudo
potenciométrico e a complexagéao deste com Cu’ foram realizados. *°

A sinte‘se de um novo macrociclico 3,7,11,19,23,27,-hexazatriciclo
[27.3.1.1"""] tetratriaconta1(32), 13,15,17(34),29 (33), 30-hexaene, 13, por
hidrogenagdo da correspondente base de Schiff foi descrita por Llobet e
colaboradores.”® As constantes de protonagdo e constantes de estabilidade do
complexo macrociclico mononuclear e dinuclear , foram determinadas
potenciométricamente e comparadas com ligantes analogos.® O ligante
macrociclico [22.2.1.1"""] octacosa-1(26),11,13-24-tetraene(BFBD),‘ 14, um
macrociclico analogo do OBISDIEN, contém duas unidades dietilenotriaminas
separadas por duas pontes, o atomo de oxigénio do furano substitui o oxigénio
alifatico do OBISDIEN. Lu e colaboradores realizaram o estudo de equilibrio
potenciométrico deste.macrociclico e o reconhecimento molecular com oxalato,
nialonato e pirofosfato. Eles descrevem também a estrutura cristalina do complexo

binario (HGBFBD-C204)C|44H20 e (H5BFBD-H2P207)C|3H20 o4
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C H2'NH'C H2 C H2'O'C HzC H2'N H'C H2

/N ‘a

C HZ-NH-C H2C HZ-O-C HzC HZ-N H'C H2

11. 3,9,17,23,29,30-hexaza-6,20-dioxatriciclo[23.3.1.1"""%]
triaconta- 1(28),11,13,15(30),25,26-hexaeno, BISBAMP

C H2'N H'C HzC HZ-NH'C H2C HzNH'C Hz '

C Hz'NH'C Hzc Hz'NH'C Hzc HzNH'C H2

12. 3,6,9,17,20,23-hexazatriciclo[23.3.1.1.""°

1(29),11(30),12,14,25(26),27-hexaano

Jtriacon-
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13. 3,7,11,19,23,27,-hexazatriciclo [27.3.1.1'>""] tetratriaconta
1(32), 13,15,17(34),29 (33), 30-hexaene.

14. BFBD
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1.4 Reacoes Modelo

A hidrélise de proteinas e peptideos tem sido estudada mais do ponto de

vista bioquimico do que quimico.”®

Muitos processos bioldgicos envolvem
hidrélise de proteinas e peptideos, mas pouco se conhece sobre o mecanismo
dessas importantes reacdes.® lons metalicos catalisam a hidrdlise de

amidas.’™®

Fife e Przystas em estudos sobre a hidrélise de n-acilimidazol
catalisada por ions metalicos divalentes observaram, em presenca dos ions Zn**
, Ni** ,Co®, e Cu*, um aumento na velocidade da reacéo de 10° - 10° e 10° para
os trés primeiros ions e ion cobre respectivamente.®® A reacao do complexo com
ion Cu(ll) foi interpretada como um ataque nucleofilico intramolecular do OH’

sobre a carbonila da amida 15.%®

\ICN\/

5k
Mz:,
"0
15

Os estudos cinéticos e mecanisticos sobre a hidrélise de amidas sao na sua
grande maioria, realizados em solucdes alcalinas ou acidas.® Assim, acidos ou

-~ . - , . 06
bases em altas concentracoes e aquecimento prolongado sao necessarios.
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Para obter uma reagdo de meia vida substancialmente menor que 1 ano em
solugdo neutra, Hine e col. utilizaram temperatura de 80 °C. % A velocidade de
hidrélise da formamida em acido cloridrico, utilizando varios tampoes aquosos, foi
estudada na faixa de pH 1-9 a 80°C. A reagao esta sujeita a catélisé geral em
varios tampoes.”® Kahne e Still estudaram a hidrélise de uma ligagéo peptidica
em agua neutra e observaram que a velocidade de hidrélise da resina
PhePhePheGly em pH neutro e temperatura ambiente era de 3 x 10° s, a qual
corresponde a uma meia vida de aproximadamente 7 anos. *° |

ions cobre(ll) catalisam a hidrélise da glicilglicina na faixa de pH 3,6-6,0. O
perfil de velocidade tem um maximo a pH 4,2 devido a formagao do complexo,
CuGIiGLi* (16, Complexo A ). A valores de pH mais elevados, a velocidade
decresce devido a formagao do complexo cataliticamente inativo CuGliGli
produzido pela ionizagdo do atomo hidrogénio da ligagao peptidica, (17,

Complexo B ).*°

A A9
H,C — CO Hzcl; _C\\ Hzcl; _C
HN  NH HN N HN N
\ 7/ TcH, \ / e, «— \ 7 “ch,
Cu | Cu® | Cu |
7\ co /7N, _Co /N, €O
H0 ‘-0~ H0 O H0 0

16. Complexo A 17. Complexo B

A hidrolise do dipeptideo inciIinCiné catalisada pelo complexo

macrociclico mononuclear cobre(ll) Cu[9]aneN;Cl; foi registrada. A reacao foi
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estudada a pH 8,1 ( préximo do pH fisiolégico) e a glicina foi o Unico produto
observado, confirmando a quebra hidrolitica do dipeptideo glicilglicina. ®'

| Uhlenbrock e Krebs estudaram compostos modelos para o sitio ativo da
fosfolipase C (PLC).** A reagdo entre dois equivalentes de Zn(Cl0,),6H.0 e um
equivalente do ligante 2,6-Bis[bis(2-benzimidazoilmetil)aminometil}-4-metilfenol
(Hbbap) reagindo com benzoato de sédio (NaOBz) em etanol e etanol/metanol
leva a formagao de cristais incolores do complexo (Figura 7). A distancia entre os

dois atomos de Zn foi determinada como sendo 3,443 A. %

Figura 7. Estrutura do cation [Zna(bbap)H,O(4 Obz)**, distancia entre Zn, e Zn,
igual a 3,443 A.%
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A natureza tem desenvolvido muitas metaloenzimas hidroliticas, que
envolvem algumas das moléculas mais importantes da vida como as proteinas,
peptideos e fosfolipideos.®> A ligagdo amida extremamente ndo reativa,
apresenta uma meia vida para a hidrolise em solucao neutra de mais ou menos 7
anos. * O maior problema dessas importantes reagdes tem sido a determinagéo
do verdadeiro sitio ligante, do ligante para o ion metalico, e a identificagao das
espécies cataliticamente ativas em solugdo.** Estudos realizados com modelos
utilizando sistemas tampdes tém levado a problemas adicionais como as
interag6es do ion metalico com o tampao. Varios modelos tem sido observados
na literatura. Porém, as velocidades das reagdes nesses modelos, tém
apresentado valores dé vida média muito elevados, quando comparados com
reagbes enzimaticas. Embora complexos macrociclicos binucleares tenham
ganhado importancia nos ultimos anos, a literatura é falha na apresentacao de
modelos de hidrélise de peptideos com esses compostos. |

Estudos sobre o efeito do ion metalico sobre a hidrélise de peptideos sao
requeridos considerando as limitagées técnicas, a complexidade e o grande
numero de variaveis encontradas no estudo da hidrélise catalisada por enzimas
e a simplicidade de reégées modelo, justificam o grande numero de trabalhos
publicados. Neste trabalho, complexos macrociclicos binucleares de Cu(ll) e
Zn(ll) foram selecionados. Esses complexos apresentam a formula geral indicada
em 18, e como substratos para a reacdao de hidrélise foram escolhidos os

dipeptideoé: glicilglicina, 19, dl-alanil-dl-alanina, 20, e glicil-l-leucina, 21.
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o
' [ |
H,N —CH, —C —NH— CH,—COOH

19

0
I |
HzN—C|:H— c —NH—(lJH — COOH
CH3 CH3

20

o
H,N —CH,— C— NH— CH— COOH

21
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CAPITULO 2

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Material

O ligante OBISDIEN.6HBr foi gentilmente doado pelo Professor Arthur E.
Martell, da Texas A&M University, USA. O eletrélito suporte cloreto de potassio
foi adquirido da Aldrich. Nitrato de zinco hexahidratado (Zn(NO;) 6H.0) (Vetec) e
nitrato de cobre trihidratado (Cu(NO; );H,0) (Riedel de Haén), foram reagentes
P.A., utilizados sem prévia purificagdo. As solugdes de KOH 0,100 M isentas de
carbonatos foram preparadas com ampolas “Diluit-it’ e padronizadas, titulando-se
solugdes de ftalato acido de potassio (Sigma Chemical Company), usando
fenoltaleina como indicador. As solugdes metalicas foram padronizadas por
titulacdo com EDTA (acido etilenodiaminotetracético) comprado da Sigma

Company. &

2.2. Medidas potenciométricas

Cada siste}ma aquoso em consideragao foi estudado em uma célula
termostatizada a 25,00 + 0,05 °C refrigerada mecanicamente por um banho de
circulagéo termostatizado (Microquimica Ind. Com. Ltda). Como eletrélito suporte
foi utilizado KCI para manter a forga idnica constante 0,100 M. A atmosfera inerte
na célula foi mantida por um fluxo de argonio purificado (solucdo alcalina de
pirogalol) para eliminar tracos de CO, e O..

As medidas foram realizadas com um pH-metro de pesquisa Micronal
modelo B-375 equipado com um eletrodo de vidro e outro de refénci'a do tipo Ag-

AgCl, calibrados em uma célula termostatizada com solugdes diluidas de HCI
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para ler diretamente - Log [H']. ® A calibracdo dos eletrodos foi ajustada com
 diversas titulagdes de solugdes diluidas de HCI. As diferencas entre os valores
das leituras p[H] e os calculos na faixa alcalina eram minimizados com o ajuste

da inclinagéo.
2.2.1. Procedimento

As concentragdes dos reagentes usados em cada sistema foram 0,05-0,02
mmol em volumes que variavam de 50,0 a 80,0 ml. As medidas de p[H] foram
feitas com adicdo de pequenos incrementos de KOH ao sistema. O log Kw
utilizado foi -13,78 para a forga ionica empregada e foi mantido constante durante
os refinamentos. Todas as constantes foram determinadas usando procedimentos
detalhados na literatura. ® Os erros calculados como oy representam o desvio
padrao computado a partir dos valores de p[H] calculados cbmparédos com
valores experimentais. A faixa de p[H] considerada para as medidas foi de 2 a 11.
Em geral 10 pares de dados (volume de base e p[H]) por equivalente eram
obtidos.

Para o sistema OBISDIEN-Cu(ll)-peptideos cada titulagao era realizada
pelo menos 3 vezes e as médias das constantes obtidas foram utilizadas para os
calculos dos valores das constantes. Para os sistemas OBISDIEN-Zn(ll)-
peptideos varias titulagbes foram realizadas, mas somente com objetivo de
comparar as similaridades. Apenas uma titulagao final foi usada para os calculos
das constantes. Assim, a titulacao da glicilgliciha provém de 25 pontos; sistema
1:1 Zn(l)-glicilglicina, 34 pontos ; OBISDIEN, 65 pontos; sistema 2:1 Zn(ll)-
OBISDIEN, 88 pontos, e o sistema ternario 1:2:1 glicil-glicina-Zn(lIl)OBISDIEN"
deriva de 101 pontos. A titulacdo da dl-alanil-dl-alanina deriva de 24 pontos; o
sistema Zn(ll)-dl-alanil-di-alanina de 34 pontos, o OBISDIEN de 61 pontos; o
sistema Zn(l)-OBISDIEN de 87 pontos, e o sistema ternario 1:2:1 dl-alanil-dI-
alanina-Zn(i)-OBISDIEN de 100 pontos.
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2.2.2. Calculos computacionais

'O programa BEST7 ® foi empregado para determinar as constantes de
protonacao e formagado dos complexos. Este programa consiste em fornecer os
valores de p[H] determinados experimentalmente em fungao da base adicionada,
concentragdo em mmoles de cada componente presente na solugao e constantes
de equilibrio estimadas para cada espécie que possivelmente se forme na
solucao. A partir das constantes de equilibrio o percentual das espécies
preséntes foi calculado com ajuda do programa SPE, que calcula o percentual de
cada espécie em funcao do p[H], sendo representados em diagramas com ajuda
do programa SPEPLOT . *®

2.3. Medidas cinéticas.

As medidas cinéticas foram seguidas por Ressonancia Magnética Nuclear
do préton. Os espectros RMN do préton dos compostos foram registrados em um
espectrometro Bruker AM 200, 200 MHz a ~25°C. Em alguns experimentos foi
utilizado como referéncia interna o 3-(trimetilsilil)-propano sulfonato de soédio
(DSS)(AIdrich) e para os demais o pico da agua. Os compostos foram diluidés em
DO 99,9% (Aldrich Chemical Company) e os diferentes valores de p[D] foram
obtidos adicionando-se solugao de KOD/D;0, essas solugdes foram preparadas
a partir de uma solugao 40% de KOD viv 98% D.O (Aldrich Chemical ). A
concentragdo do OBISDIEN era de 0,01 M, do ion metalico aproximadamente
0,02 M e da glicilglicina 0,01- 0,02 M . Para cada valor de p[D] o numero de
medidas cinéticas variou de 1 a 3 , um excesso de peptideo foi utilizado em
alguns experime.ntos com o objetivo de evitar a precipitagado da solucao em
valores de p[D] mais altos. Os valores de p[H] das solucdes fbram medidos com
um pH-metro de pesquisa DIGIMED DMPH-3 equipado com um eletrodo
combinado (Ingold), o instrumento era ca‘Iibrado com solugdes tampéao (Corning)
e convertidos para pD: pD = pH yediao + 0.4. 6_7 As solugdes foram incubadas em

um banho (Etica equip. Cient. S.A)).
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2.4. Caracterizac¢io do produto da hidrélise da glicilglicina catalisada pelo

complexo Cu(II)-OBISDIEN

O produto da reagao de hidrélise da glicilglicina catalisada pelo complexo
Cu(il)-OBISDIEN, foi caracterizado por Ressonancia Magnética Nuclear do
préton. o | |

Os valores de p[D] das solugbes foram medidos de acordo com
metodologia descrita na se¢do 2.3. p. 31. Solugbes reagentes foram incubadas
em um banho (Etica equip. Cient. S.A.). Depois do periodo de incubacdo os
tubos eram abertos, precipitado o metal passando corrente de H.S e entao,

centrifugados.
2.5. Medidas de UV-Vis

As medidas de espectros de UV-Vis foram realizadas com um
espectrofotometro HITACHI- U-3000, equipado com uma célula termostatizada a
25,00 + 0,05°C refrigerada mecanicamente por um banho de circulagao
termostatizado(Microquimica). v

Amostras de mais ou menos 0,020 mmol de OBISDIEN, 0,040 mmol de
Cu(ll) e 0,020 mmol de dl-alanil-di-alanina ou gliciiglicina, foram diluidas para
20,00 ml em uma célula termostatizada a 25,00 + 0,05°C, equipada com um
eletrodo de vidro e outro de referéncia calibrados do mesmo modo como descrito
para medidas potenciomeétricas. A fofga ibnica das solugdes foi ajustada para
0,100M por adi¢do de KCI. Os valores de p[H] das solugdes foram ajustados com
a adicao de pequenos volumes de KOH ou HCI 2,00 M com ajuda de uma
microbureta Gilmont fixada & celula. Em torno de 3,5 ml de cada solugdo foram

transferidos para uma célula de quartzo com caminho ético de 1,00 cm.
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CAPIiTULO 3

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estudos de equilibrio potenciométrico dos sistemas OBISDIEN -
Cu(II)- Peptideos (glicilglicina, dl-alanil-dl-alanina e glicil-l-leucina)

As curvas de titulagdo potenciométrica referentes aos sistemas OBISDIEN-
Cu(ll)-peptideos (glicilglicina, dl-alanil-dl-alanina e glicil-l-leucina) sao mostradas
nas Figuras 8, 9, e 10 respectivamente. Cada curva representa um experimento
em separado. As inflexdes das curvas nos fornecem informagdes qualitativas
sobre a estequiometria da solugcao, sugerindo possiveis espécies presentes.

As curvas (C) de titulagoes potenciométricas mostradas nas Figuras 8 ,9 e
10 referem-se ao ligante OBISDIEN. Elas revelam que este ligante
hexaprotonado possui uma inflexdo em a=2; ou seja foram consumidos dois
moles de base por mol de ligante, indicando que dois prétons foram neutralizados
em valores de p[H] menores que 4,5 , seguidos por uma extensa regiao
tamponada de a=2 a a=6. _

As constantes de protonacao do ligante macrociclico OBISDIEN definidas
pela Equacgédo 1, p.12, foram determinadas (Tabela |) e sdo comparadas com os
valores publicados na literatura. As constantes de associagdo do ion brometo
com as espécies tri-, tetra-, penta- e hexaprdtonada foram calculadas e sao
comparadas com os valores publicados. Os resultados sdo bem concordantes,
indicando que a amostra do OBISDIEN utilizada é pura e o sistema esta aferido.
. Complexos OBISDIEN-Cu(ll) mononucleares e dinucleares protonados e nao
protonados conhecidos *' foram investigados e os valores séo listados na Tabela

Il, comparados com os valores publicados na literatura. %
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-Log [H 7]

Figura 8. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema glicilglicina-Cu(ll)-
OBISDIEN a 25,00 + 0,05 °C e u =0,100M (KCI). A - 0,103 mmol de
glicilglicina em 50,00 ml de solugédo; B - 0,1134 mmol de glicilglicina e
0,10145 mmol de Cu(ll) em 50,00 ml de solugdo; C - 0,1019 mmol de
OBISDIEN em 50,00 ml de solugédo; D - 0,1019 mmol de OBISDIEN e
0,1826 mmol de Cu(ll) em 65,80 ml de solugédo; E - 0,1019 mmol de
OBISDIEN, 0,1826 mmol de Cu(ll) e 0,11189 mmol de glicilglicina em
’75,95 ml de solugéo (a = moles de KOH por mol de ligante).
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Figura 9. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema dl-alanil-di-alanina-
Cu(ll)-OBISDIEN a 25,00 + 0,05 °C e u =0,100M (KCI). A - 0,11207
mmol de dl-alanil-dl-alanina em 50,00 ml de solugao; B - 0,1134 mmol
de dl-alanil-dl-alanina e 0,10145 mmol de Cu(ll) em 50,00 ml de
solugéo; C - 0,10208 mmol de OBISDIEN em 50,00 ml de solugéo; D-
0,1019 mmol de OBISDIEN e 0,1826 mmol de Cu(ll) em 65,80 mi de
solugdo; E - 0,10208 mmol de OBISDEN, 0,2029 mmol de Cu(ll) e
0,11511 mmol de dl-alanil-dl-alanina em 56,94 ml de solugcdo (a =

moles de KOH por mol de ligante).

35



12

-Log[H™]

Figura 10. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema‘ glicil-I-leucina-
Cu(Il)-OBISDIEN a 25,00 + 0,05 °C e u =0,100M (KCI). A - 0,09833
mmol de glicil-l-leucina em 50,00 ml de solugao; B - 0,1142 mmol de
glicil-l-leucina e 0,10145 mmol de Cu(ll) em 51,00 ml de solugao C-
0,09938 mmol de OBISDIEN em 50,00 ml de solugdo; D - 0,11436
mmol de OBISDIEN e 0,20209 mmol de Cu(ll) em 65,80 ml de
solugdo; E - 0,09938 mmol de OBISDEN, 0,20209 mmol de Cu(ll) e
0,09882 mmol de glicil-I-leucina em 78,83 ml de solugéo (a = moles de

KOH por mol de ligante).
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Tabela .’ Logaritmos das constantes de protonagéo do OBISDIEN em solugéo
aquosa a 25,00 £ 0,05°C e u = 0,100 (KClI)

Quociente de Log K Log K* Log K® Log K°}
Equilibrio
[HLY[LIH] 9,65(1) 5,63(3) 9,65 9,62
[H,LV[HL][H] 8,98(2) 8,98(2) 8,92 8,87
[HsLV[H.LII[H] 8,26 (1) 8,20(1) 8,30 8,28
[H4'L]I[H3L][H] 7,67(2) | 7,68(2) 7,64 7,62
[HeLJ/[HaLIH] 3.75(4) 3,80(1) 3,81 3,79
[HeLV[HeLI[H] 3,26(1) 3,29(1) 3,26 3,31
[HsLBrl[HsLI[Br]  1,38(8) 1,40(9) - -
[HLBrJ[HLIBr]  1,50(9) 1,67(7) - -
[HeLBr]/[HsL1[Br] 1..8v3(5) 1,80(8) - -
[HiLBr)[HLIBr]  1,95(9) 1,97(8) - -

* Referéncia 37, ® Referéncia 36, °© Referéncia 35. Os numeros entre parénteses s&0 Os erros
estimados no ultimo algarismo significativo.
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Tabela Il. Logaritmos das constantes de estabilidade dos complexos de Cu(ll)-
OBISDIEN em solugao aquosa a 25,00 + 0,05°C e u = 0,100 (KCI).

Quociente
de ‘ Log K Log K* Log K®
Equilibrio
[CuL)/[Cu][L] 16,46(2) 16,46 16,21
[CuHL)[CuL][H"] 8,01(2) 8,01 7.81
[CuH.LY[CuHL][H] 7,46(3) 7,46 7,76
[CuHL)[CuH,L][H"] 3,31(4) 3,45 3,44
[CUOHL][H")/[CuL] -10,65(2) -10,63 ]
[CuzL)/[Cu][CuL] 10,80(3) 10,84 10,79
[CuOHL][H}[Cusl] -6,52(2) 6,51 6,38
-10,40 -10,49

[Cu(OH)LLJ[HIV[Cu(OH)L]  -10,41(2)

? Referéncia 36, ° Referéncia 35. Os ntimeros entre parénteses sio os emos estimados no ultimo

algarismo significativo.
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As constantes de protonagao da glicilglicina, dl-alanil-dl-alanina e glicil-I-
leucina e as constantes de complexacao destes peptideos com o ion cobre(ll)
foram determinadas sob as condi¢coes deste trabalho (25,00 + 0,05°C e p =
0,100M ), e séq mostradas nas Tabelas IlIl, IV e V resp‘ectivamente. As curvas
referentes a estes sistemas sao mostradas nas Figuras 8, 9 e 10 p. 34, 35 e 36
respectivamente, sendo que as curvas A representam os resultados das
titulacbes dos peptideos e as curvas B representam as titulagées.
potenciométricas dos sistemas peptideo-cobre(ll). Em présenga do ion cobre(ll)
(curva B), trés unidades de a sdo neutralizadas na primeira regiao de tampao.
Isto é devido aos dois préotons do dipeptideo e a desprotonagao do grupo amida.
O consumo adicional de base indicado pela segunda regiéo tamponada é devido
as espécies mono- e dihidroxidas dos complexos Cu(ll) - peptideo (Figuras 8 -
10).
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Tabela Ill. Logaritmos das constantes de protonacdo da gliciiglicina e das

constantes de cdmplexagéo com o ion cobre (Il), a 25,00 £ 0,05°C e p

= 0,100M (KCI).

Quociente de quuilibrio Glicilglicina

Log K Log K*
[HLV[H'IIL'] - 8050 807
[H-LV[HLI[H" 3,03(6) 3,13
[CuL‘]I_ [Cu™[L"] 5,40(6) 5,50
[Cu(H.L)J[H'Y[CuLY] -3,93(6) -4,07
[Cu(OH)(H.oL) J[H*V[CuH..L]" -8,99(6) -9,28
[Cu(OH),(H.4L J[H'] /[CuHL]® -11,14(5) -12,80
[Cu(H.4L)LY[Cu(H.L)I[LT® 3,30(5) 3,14

® Referéncia 68, 69. ° Peptideos desprotonados sdo designados por H.4L%. Os nimeros entre
parénteses sdo os erros estimados no ultimo algarismo significativo.
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Tabela IV. Logaritmos das constantes de protonagdo da dl-alanil-dl-alanina edas

constantes de complexacdo com o ion cobre (ll), a 25,00 + 0,05°C eu

= 0,100M (KCI).

Quociente de Equilibrio Di-alanil-di-alanina

Log K Log K*
[HLV[H'IL] 8,16(5) 8,06
[H.L'V[HL][H"] 3,05(6) 3,A19
[Cul*y [Cu®™]IL'] 5,44(5) 5,35
[Cu(H.,L)][H']I[CuL*] -3,69(4)‘ -3,56
[Cu(OH)(H..L) J[H'V[CuH.LT® 9,236) 948
[Cu(OH)(H..L J[H"] /[CuH, L} -11,39(4) -
[Cu(H-1L)L]I[Cu(H-1L)][L] 2,86(3) 2,96

® Referéncia 68, 69. ° Peptideos desprotonados sdo designados como H.; L . Os niimeros entre
parénteses sao os erros estimados no ultimo algarismo significativo.
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Tabela V. Logaritmos das constantes de protonacdo da glicil-l-leucina e das
constantes de complexagao com o ion cobre (Il), a 25,00 £ 0,05°C e u
= 0,100M (KCI).

Quociente de Equilibrio glicil-l-leucina

Log K Log K*
[HLVHTIL] | 8,20(4) 8,14
[HzL']I[HLj[H‘] 3,13(3) 3,09
[CuL') [Cu™[L] 5,79(4) 5,93
[Cu(H..L)J[H*V/[CuL"] o -4,70(5) -4,65
[Cu(OH)(H.L) JTH*V/[CuH.4L]° -9,62(8) | -9,50

[Cu(OH)H.L J[H] /[CuH,L]® - -

[Cu(HaL)LV[Cu(H.(L)]IL] - -

2 Referéncia 68, 69. ° Peptideos desprotonados sdo designados por H.4L*. Os nimeros entre
parénteses sdo os erros estimados no ultimo algarismo significativo.
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As constantes de formacado dos sistemas ternarios OBISDIEN-Cu(ll)-
peptideos 1:2:1 sdo definidos pelas Equagdes 2-6, onde Cu.L** é o complexo
receptor binuclear Cu(ll)-OBISDIEN, e P" é a forma nao-protonada dos peptideos.
LCu,HP** é a forma mono-protonada do complexo ternario e LCu,H.,P** é a forma
do complexo com o grupo amida desprotonado. As espécies hidroxidas sao a
mono-, LCux(OH)H.,P" e a dihidréxida, LCux(OH)-H.P.

CUZL4+ + P- _— LCU2P3+

[LCuP3
= y -
LCuP” , p+ === LHCuP+
[LHCu,P#* ]
i = Cu,P” JH
[L Uy ][ ] (3)

LCU2P3+ — LCUQH_1 P2+ + Ht

K - [LCupH. (P JIH']

[LCu,P*] (@)
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LC LI2H _1P2+

LCu, (OH)H.1P* + s+

[LCu, (OH)H.1PY [H4
[ LCU2H_1 P2+ ]

OH =
Ko =

(5)

LCu,(OH)H_{P*+ LCu2(OH)2H-1P  +  H+

KOH _ [LCu,(OH),H. {P] [H"]
2™ [LCuy(OH) H_4P*]

(6)

3.1.1. Sistema Formado pelas Espécies Glicilglicina - Cu(II) - OBISDIEN

A curva de titulacdo potenciométrica correspondente a misturé Cu(ll)-
OBISDIEN e glicilglicina em uma razao 2:1:1 é mostrado na Figura 8 (Curva E),
p. 34. A curva foi analisada, e foi detectada a formacgao dos seguintes complexos:
LCuP*, LCu;HP*, LCu;H1P*" e LCuy(OH),H+P*>*, onde x = 1, 2. Os equilibrios
de formacao desses complexos sao definidos pelas Equagbes 2-6. As espécies
detectadas sao mostradas no Esquema 4 e os valores das constantes dos
equilibrios aparecem na Tabela VI. A espécie LCu,H,P** é formulada como um
complexo contendo o peptideo desprotonado ao invés do complexo hidroxo
LCu,(OH)P*. O valor do logaritmo do quociente [LCuPH->J[H'J[LCuP*] é
- 7,17, o qual é consideravelmente menor que o valor da desprotonagao da amida
- no complexo CuP (-3,9). Contudo, registros de complexos binarios e misturas
complexos ligantes do 2,2’ bipiridil e glicil derivados, mostram que a
desprotonagao do grupo amida ocorre a pK' = 7,71 £ 0,06 (glicinamida);
7,77 £0,04 (glicilglicinato), ~7,4 (glicilglicinamida); 8,17+0,13 (triglicinato); ~ 8,5
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LCu,HP™ (23

H+
LCu = LCuP® (22)
"
LCu,H_P” (24)
H+
LCu,(OH)H1P* (25)
H+
LCu,(OH),H-P (26)

ESQUEMA 4
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Tabela VI. Logaritmos das constantes dos equilibrios dos complexos ternarios
OBISDIEN-Cu(ll)-dipeptideos (glicilglicina, di-alanil-di-alanina e glicil-I-
leucina) 25,00 + 0,05°C e p = 0,100M (KCI).

Dipeptidio Glicilglicina di-Alanil-di- Glicil-l-leucina
' alanina

Log }K Log k | Log K
LCu.P*)/[Cu,L*][P | .
[LCu-P V[CuL 1P '~ 6,18(5) 6,18(5) 3,99(6)
[LCu-HP*“V[LCuP*][H’] 4,86(5)  4,79(4)
[LCqu-1Pz'][Hf]I[LCuzPS'] -7,17(6) . 7.34(5) -7,73(6)
[LCux(OH)H.1P*][H'V[LCu; H ..«P*"] -9,32(6) -9,33(6) -9,78(8)

[LCux(OH) H\PIH'VILCU(OH)H..P']  -11,18(8)  -11,18(6)

? Peptideos desprotonados sdo designados por H.4 P?. Os numeros entre parénteses S0 0S erros
estimados no ultimo algarismo significativo.
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(tetraglicinato). "

Estudos dos sistemas cobre(ll)-histamina(A) ou l-histidina e
dipeptideos(B) também mostram que a protonacdo da ligagdo amida de
dipetideos ocorre a pKH = 7,49 (L-glicilglicina); 7,64 (L = glicil-l-alanina) e 8,06
(L=glicil-l-leucina) para o sistema cobre(ll) histamina dipeptideo a 37°C. Os
valores de pK™ para os sistemas cobre(ll)-l-histidina-dipeptideo a 37°C s&0 8,71 (

7

- L = glicilglicina); 8,70 ( L = glicil-l-alanina); 8,74 ( L = glicil-l-leucina). =~ Assim, a
desprotonagdo do complexo LCu,P** para formar LCu,H P* (Esquema 4) é
atribuido ocorrer na ligagao peptidica.

A Figura 11, mostra a distribuicdo das espécies para o sistema glicilglicina-
Cu(l)-OBISDIEN, em fungédo do p[H]. A coordenagédo do peptideo comega em
p[H] 3 e o complexo LCu,HP* atinge .o maximo de formacao (27%) a p[H] 4,4. A
espécie LCu,P atinge o maximo de formagao (75%) a p[H] 6,3 e decresce a
‘valores de p[H] mais altos onde a espécie amida desprotonada , LCu,H.P,
aumenta e chega a um maximo a p[H] 8,3 onde esta 85% formada. A espécie
hidréxida, LCu,(OH)H_,P atinge o maximo de formagao a p[H] 10,2 quando esta
80,0% formada e a espécie dihidroxida predomina a valores de p[H] acima de 11.

Os espectros UV-Vis das espécies dinucleares glicilglicina-Cu(ll)-
OBISDIEN sao mostrados na Figura 12 em varios valores de p[H]. O maximo de
absorbancia a 650 nm é observado a p[H] 4,18, e desloca-se para menores
comprimentos de onda, quando o valor do p[H] aumenta, devido a formagao das
espécies amida desprotonada e hidroxidas. As curvas sao semelhantes as curvas
das espécies do sistema Cu(ll)-OBISDIEN, mas com os valores das absorbancias
maiores. Isto é uma forte indicacdo de que o dipeptideo estabiliza o arranjo

dinuclear do complexo, como indicado em 27 .
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Figura 11. Curvas de distribuicao das espécies do sistema OBISDIEN-Cu(ll)-

glicilglicina 1:2:1 em fungéo de -log [H'] para uma solugao inicialmente
contendo OBISDIEN 1,00 x 10° M, Cu(ll) 2,00 x 10° M e glicilglicina
1,00 x 10° M, em fungdo de -log[H'] , onde LCu,P** , HLCuP*,
LCuH..P* e LCu(OH)H..P* e LCuy(OH),H..P sdo as espécies nao-
protonada, monoprotonada, amida desprotonada e hidroxidas do
complexo glicilglicina-Cu(ll)-OBISDIEN. O ion Cu®* é o ion livre aquoso.
Cu(ll). T = 25,00 + 0,05°C e p = 0,100M (KCI). % = porcentagem do 3.
[OBISDIEN] = 100%. Somente as espécies peptideo-Cu(ll)-OBISDIEN

s&o mostradas.
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Figura 1.2. Eépectros de UV-Vis de uma solucao contendo gliciiglicina
1,02 x 10°M, Cu(ll) 2,02 x 10° M e OBISDIEN 1,05 X10°M , e nos
seguintes valores de p[H]: A=4,18;B=6,37;C=8,51,D=10,35  E
=11,31 e F = Cu(NO3), ; T=25,00 £ 0,05°C e pu =0,100M (KCI).
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3.1.2. Sistéma Formado pelas Espécies dl-Alanil-dl-alanina-Cu(II)
OBISDIEN |

As curvas de titulagdo potenciométrica para este sistema estao
representadas na Figura 9, p. 35. Elas Séo similares ao sistema glicilglicina-
Cu(ll)-OBISDIEN. As constantes dos equilibrios definidos pelas Equagéeé 2-6,
p.43, foram determinadas e sdo mostradas na Tabela ¥4+p. 46. Os resultados sao
similares aos obtidos para o sistema glicilglicina-Cu(ll)-OBISDIEN, sugerindo que
a presenga de um metil substituinte nao afeta a estabilidade do complexo. A
Figura 13 mostra as curvas de distribuicdo das espécies para este sistema no
intervalo de p[H] 2 a 12. A espécie LCu,P é formada na faixa de p[H] 5,2 até p[H]
7,2, atingindo a um maximo a p[H] 6,4 onde esta 73% formada. A espécie
protonada (LCu,HP) aparece nos valores mais baixos de p[H] e apresenta-se
21% formada a p[H] 4,5. A espécie amida desprotonada (LCuzH.,P*") atinge o
maximo de formacao (85%) a p[H] 8,2 e as espécies hidroxidas (LCu(OH)H.P e
(LCux(OH),H.P) predominam a valores de p[H] acima de 9,3. Elas atingem o
maximo de formagédo a p[H] 10,2 € 12,0 quando estao 80 e 85% formadas,
respectivamente. | »

A familia das curvas de absorbancia para os complexos dl-alanil-di-
alanina-Cu(ll)-OBISDIEN, Figura 14, sdo muito similares aquelas mostradas para
os complexos, glicilglicina-Cu(ll)-OBISDIEN. As absorbancias maiores para as
espécies ternarias, ’cc.)mparado com as curvas de absorcao das espécies Cu(ll)-
OBISDIEN, indicam também que este dipeptideo estabiliza o arranjo dinuclear do

complexo, como indicado em 28.
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Figura 13. Curvas de distribuicdo de espécies do sistema 1:2:1 dil-alanil-dI-

alanina-Cu(ll)-OBISDIEN em fungdo de -log [H'] para uma solugao
inicialmente contendo OBISDIEN 1,00 x 10° M, Cu(ll) 2,00 x 10°M e
di-alanil-dl-alanina 1,00 x 10° M, em fungdo de -log [H'] , onde
LCuP*, HLCu,P*, LCuH..P*" , LCux(OH)H..P* sdo as espécies nio-
protonada, monoprotonada, amida desprotonada e hidroxidas do
sistema dI-.alanil-dI-aIanina-Cu(II)-OBISDIEN. O ion Cu* é o ion livre
aquoso Cu(ll). T= 2500 + 005°C e p = 0,100M (KCI). % =
porcentagem do Y[OBISDIEN] = 100 %. Somente espécies peptideo-
Cu(ll) -OBISDIEN sdo mostradas. |
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Figura 14. Espectros de UV-Vis de uma solugao contendo di-alanil-dl-alanina
1,00 x 10° M, Cu(ll) 2,02 x 10° M e OBISDIEN 1,05 x 10° M, nos
seguintes valores de pH: A=4,27 ;B=6,27;C=8,39;D=1041;E =
11,26 e F = Cu(NOs)2; T = 25,00 £0,05°C e p = 0,100 M (KClI).
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3.1.3. Sistema Formado pelas Espécies Glicil-l-leucina-Cu(I)-OBISDIEN

As espécies detectadas para este sistema estdo representadas no
Esquema 3, p. 45 e as curvas de titulagdes potenciométricas sdo mostradas na
Figura 10, p.36. As constantes dos equilibrios definidas pelas Equagées 3, 5 e 6,
p. 43 e 44, aparecem descritas na Tabela VI p. 46. As constantes de formagao
das espécies neste sistema sdo 2-3 unidades logaritmicas menores do que para
as espécies dos sistemas glicilglicina-Cu(ll)-OBISDIEN e di-alanil-di-alanina-
Cu(ll)-OBISDIEN, em contraste com os resultados observados para as interagoes
dos dipeptideos com Cu(il) livre, que apresentam valores de constantes dos
equilibrios similares nos trés casos. A estrutura imposta pelo macrociclico € tal
que cria importantes interagoes espaciais com a cadeia carbénica ramificada da
leucina. Como consequéncia de sua menor estabilidade os complexos ternarios
comegam a se formarem a valores de p[H] mais altos, como é mostrado na Figura
15. A espécie LCuHP*, ndo se forma. O maximo de concentracdo da espécie
LCu,P** é somente 5,5% a p[H]=7,3. A espécie LCuHP** é 15% formada a
p[H]=9,0, e a espécie hidroxida LCu,(OH)HP* é 32% formada a p[H] 11. |
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Figura 15. Curvas de distribuicdo de espécies do sistema 1:2:1 glicil-l-leucina-

Cu(il)-OBISDIEN em fungéo de -log [H'] para uma solugéo inicialmente
contendo OBISDIEN 1,00 x 10° M, Cu(ll) 2,00 x 10°M e glicil-l-leucina
1,00 x 10° M em fungdo de -log[H'], onde LCu,P**, LCuH.,P** e
LCux(OH)HP* sdo as espécies néo-protbnada, amida desprotonada e
hidréxida dos complexos binucleares glicil-lI-leucina-Cu(ll)-OBISDIEN.
O ion Cu®" é o ion livre aquoso Cu(ll). T =25,00 + 0,05°C e p. = 0,100M
(KCI). % = porcentagem do Y[OBISDIEN] = 100 %. Somente espécies
péptideo-Cu(Il)-OBlSDlEN sao mostradas.
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“

Apbs a caracterizagdo das espécies presentes nos sistemas glicilglicina-
Cu(ll)-OBISDIEN , dl-alanil-dl-alanina-Cu(ll}-OBISDIEN e glicil-I-leucina-Cu(ll)-
OBISDIEN através de estudos potenciométricos e espectrofotométricos UV-vis,
as condigbes adequadas para os estudos cinéticos ficam identificadas. O modo
de ativacao esperado para o substrato dipeptideo € indicado na formula 29. O
grupo amino terminal e o oxigénio carbonilico do grupo amida estao coordenados
aos dois centros metalicos. A ativacdo do grupo carbonila pela coordenacao
deste ao ion Cu(ll), aumenta a carga positiva sobre o carbono carbonilico,
favorecendo o ataque de um reagente nucleofilico tal como o ion hidroxido. O
arranjo sugerido do dipeptideo na cavidade do complexo receptor em 22 e 23
(Esquema 3, p.45) é mostrado com mais detalhe na formula 29. Estas espécies
sdo esperadas serem ativas na reagao de hidrolise. A reagdo pode ser mais dificil
em 24, 25 e 26 onde a ligacao peptidica estd desprotonada e estabilizada pela
coordenacgao ao ion metalico, como indicado em 30.

O produto da reacgao de hidrélise do dipeptideo glicilglicina catalisada pelo
complexo macrociclico binuclear Cu(Ih)-OBISDIEN a p[D] 4,02 foi caracterizado

por RMN do préton. A Figura 16 mostra o singlete da glicina préoximo a 3,57 ppm.
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Figura 16. EspeCtro de 200 MHz RMN do préton em D,O do sistema 1:2:1 de
glicilglicina-Cu(ll)-OBISDIEN para uma solugao extraida por
precipitacao do ion Cu(ll) de uma solugao inicial contendo, glicilglicina
0,01M, Cu(ll) 0,02M e OBISDIEN 0,01M, a p[D] = 6,01, mostrando a
formacgéao do produto glicina, depois de 71 horas de reacao. T=80,0+%
0.2 °C ; p[D] 4,02 e u = 0,100M (KCI).
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3.2. Estudo de Equilibrio Potenciométrico dos Sistemas OBISDIEN-Zn(II)-

Peptideos (glicilglicina, dl-alanil-dl-alanina e glicil-l-leucina).

Complexos Zinco(ll)-OBISDIEN, mononucleares e dinucleares, protonados
e nao protoﬁédos foram investigados sob as condi¢des deste trabalho conforme
descrito na secdo experimental, p. 29. Os resultados aparecem na Tabela VII,
onde os valores da literatura sao listados para comparagao. As interagbes do
ligante com o ion brometo também foram calculadas e consideradas para os
calculos das constantes.” As cohstantes de complexacao dos dipeptideos,
glicilglicina e dl-alanil-di-alanina, com ion zinco(ll) definidas pelas Equagées 7-10
foram determinadas e sdo mostradas na Tabela Vili. Os valores das constantes de
complexacao da glicilglicina sdo comparados com os valores da literatura. As
curvas potenciométricas referentes a estes sistemas sao mostrados nas Figuras
17 e 18, sendo a curva A referente a titulagcdo potenciométrica do dipeptideo e a

curva B o resultado da titulagao potenciométrica do sistema peptideo-zinco(ll).

Zn2t + P — ZnP + - [ZnP*]
| 22 | <8

Pt 4+ P === ZoP <= 2Pl
[ZnP+][P-] )

ZnP+ + HY —— ZnHP 2+ K = LGH—PZ—t]—
[ZnP*][H*] (9)

. _ [Zn(OH)P][H *]
ZnP+ === Zn(OH)P + H+* K= [ZnP+]

(10)
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Tabela VII. Logaritmos das constantes de estabilidade dos complexos Zn(ll)-
OBISDIEN em solugao aquosa a 25,00 + 0,05°C e u = 0,100 (KCI).

Quociente , Zn(11)-OBISDIEN
de '
Equilibrio Log K° Log Kb
[ZnL)[Zn][L] 10,31 ©10,66(1)
[ZnHLY/[ZnL][H'] 8,06 7,58(1)
[ZnH,LY)/[ZnHL][H] 571 » 5,63(1)
[ZnOHL][H'}/[ZnL] -9,16 -10,13(1)
[Zn.L)/[Zn][ZnL] 4,16 4,20

d
[Zn,OHL][H)/[Zn.L] -6,38 >-7

[Zn2(OH).L][H)/[Zn,(OH)L] -7,73 c

? & fit = 0,009336 , ® Referancia 36, Os numeros entre parénteses sdo os erros estimados no
dltimo algarismo significativo.
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Tabela VIII. Logaritmos das constantes de complexacao da glicilglicina e dli-
alanil-dl-alanina com o ion zinco (I a 25,00 + 0,05°C e nu = 0,100

(KCI). ' /My
l

Quociente Zn(ll)-glicilglicina Zn(ll)-dl-alanil-
~ de ' ' dl-alanina
Equilibrio :
Log K Log K* "Log K

[ZnP*I[Zn*[P] 3,52 3,44 3,61
[ZnP,)! [ZnP][P] 6,20 : 6,31° 6,21
[ZnHPY[ZnP][H"] 6,27 5,60° 6,08
[ZnOHP][H")/[ZnP] 8,51 8,24° 8,20

Referéncia 68, 25°C , p=0,1,°c =25°C,p =07, % 37°Cep =0,15
pst =" =0,00974, ps° = 0,00756 : :
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Figura 17. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema glicilglicina-Zn(ll)-
OBISDIEN a 25,00 + 0,05°C e u =0,100M (KCI). A - 0,11231mmol de
glicilglicina em 50,00 ml de solugao; B - 0,12429 mmol de glicilglicina e
0,0979 mmol de Zn(il) em 50,00 ml de solugao; C - 0,10564 mmol de
OBISDIEN em 50,00 mi de solugdo; D - 0,10564 mmol de OBISDIEN e

- 0,17955 mmol de Zn(ll) em 66,17 ml de solugao; E - 0,10564 mmol de

OBISDEN, 0,17955 mmol de Zn(ll) e 0,1064 mmol de glicilglicina em

77,76 ml de solugcao (a = moles de KOH por mol de ligante).
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Figura 18. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema di-alanil-di-
alanina-Zn(ll)-OBISDIEN a 25,00 + 0,05 °C e p =0,100M (KCI). A -
0,11207 mmol de dl-alanil-dl-alanina em 50,00 ml de solugao; B -
0,1116 mmol de dl-alanil-dl-alanina e 0,09975 mmol de Zn(ll) em 50,00
ml de solugdo; C - 0,09880 mmol de OBISDIEN em 50,00 ml de
solugdo; D - 0,09880 mmol de OBISDIEN e 0,17955 mmol de Zn(ll) em
64,10 ml de solugéo; E - 0,09880 mmol de OBISDEN, 0,17955 mmol de
Zn(ll) e 0,11036 mmol de di-alanil-dl-alanina em 76,80 mi de solugéo.

(a = moles de KOH por mol de ligante).
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Depois de testar varias combinagbes de espécies prbvéveis, as espécies
definidas pelos equilibrios (Equagoes 11-15), foram derivadas a partir dos dados
das titulagbes potenciométricas sob as condigdes experimentais deste trabalho.
Zn,L* é o complexo receptor dinuclear Zn(ll)-OBISDIEN e P~ é a forma

desprotonada dos dipeptideos glicilglicina e dl-alanil-dl-alanina.

LzZnt ¢+ PT == LZnpP*

_ [LZnoP3+]
[LZnoP* 1[P]

(11)

LZnoP3+ + H* == LZnpHP4+

——

[ LZnoHP4+]

K =
=

(12)

LZnoP3+ === LZny(OH)P2+ + H*

K = [LZn2(OH)P2+][H*]
' [LZnoP3+]
(13)

LZnp(OH)P** == LZny(OH),P* + H*

_ [Lan(OH)ZP*] [ HH]
[LZno(OH)P?* ]

KY

(14)
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LZno(OH)2P" <= LZny(OH)3P + H+

o _ ILZnp(OH)3P] [H4]
[LZn2(OH)2P* ]

(19)

3.2.1. Sistema Formado pelas Espécies Glicilglicina - Zn(I[)-OBISDIEN

A curva de equilibrio potenciométrico para a formagcao do complexo
~ binuclear glicilglicina-OBISDIEN- Zn(ll) na razao 1:2:1 , € mostrada na Figura 17,
p.63 (curva E). A inflexao desta curva indica que além do consumo de seis prétons
referentes ao macrociclico OBISDIEN (a = 6) uma quantidade adicional de base
foi utilizada (a=3) indicando a formacao de espécies hidroxidas. As curvas A, B, C
e D na Figura 17 referem-se aos sistemas glicilglicina, glicilglicina - Zn(ll),
OBISDIEN e Zn(Il)-OBISDIEN respectivamente. A curva B, referente a titulagao da
glicilglicina-Zn(ll), termina bruscamente devido a precipitacao da solugdo e o
experimento foi interrompido. Analisando as curvas, as seguintes espécies foram
encontradas: LZn,P*, LZn,HP**, LZn,(OH),P**, x =1, 2 e 3, onde LZn’P*, é o
complexo p-peptideo-dizinco(ll)-OBISDIEN, LZn,HP*" é a espécie protonada e

LZn,(OH),P*>* sdo as espécies hidroxidas.

I

O Esquema 5 mostra as espécies em equilibrio neste sistema e os valores
das constantes de equilibrio sao listadas na Tabela IX. A constante de formagao |
da espécies LZn,P** é um pouco mais elevada quando comparada ao sistema dI-
alanil-dl-alanina. A protonacao deste complexo (Log K = 6,65) deve ocorrer no
grupo terminal amino do dipeptideo, pois o grupo carboxilato estando coordenado
a um dos centros metalicos como indicado em 36 nado poderia ser protonado, além
de, o valor de Log K = 6,65 ser um tanto elevado para a protonagéo do grupo

carboxilato.
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ESQUEMA 5
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Tabela IX. Logaritmo das constantes de equilibrio para os complexos ternarios,
OBISDIEN-Zn(ll)-dipeptideos (Glicilglicina e dl-alanil-dl-alanina) a
25,00 +£0,05°C e p = 0,100 (KCI).

Quociente Glicilgiicina ~dl-alanil-dl-alanina
Equcijl?brio Log K* Log K®
[LanPs’]/[Linz"][P] 487 4,68
[Lanl-!P“]I[LanP3+][H*] 6,65 6,83
[LZn(OH)P*][H'J[LZn.P*'] | . 765 -8,03
[Lan(OI:I)zP*][H’]I[Lan(OH)Pz'] | -9,27 -8,85
© [LZny(OH):PI[H)/[LZn,(OH)P"] -10,50 -10,29

p fit *=0,014521 ®=0,012592
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Para verificar se a protonacdo ocorre no grupo amino terminal do
dipeptideo complexado ou em um dos grupos aminos do macrociclico, foi medida
em fungao do p[H], a variagdo do deslocamento quimico da ressonancia dos
prétons CH, adjacentes ao grupo amino da glicilglicina, NCH, livre e complexada
(Figura 19). O valor de log K encontrado na curva foi 8,7 para a glicilcina livre e

7,3 para a glicilglicina complexada, respectivamente.

Constantes de protonacao determinadas em DO e H,O para muitos
ligantes diferem de mais ou menos 0,5 - 0,7 unidades logaritmicas, uma variagao

‘que foi demonstrada estar de acordo com Equagéo 16. G

pK (D;0) - pK (H:0) = 0,41 + 0,020 pK(H.0) (16)
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p [D]

Figura 19. Variagdo do deslocamento quimicd da ressonancia nuclear magnética
dos prétons CH. adjacente ao grupo amino terminal do complexo
glicilglicina-Zn(11)-OBISDIEN (e) e glicilglicina (o:). T = 25,00 + 0,05 °c
e n = 0,10M (KCI).
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Subtraindo 0,6 de 7,3 tem-se um valor bem proximo de 6,65 que foi o valor
encontrado por potenciometria para Log K em H;O. Portanto, o resultado indica
que a protonacdo do complexo p-glicilglicina dizinco(ll)-OBISDIEN (Estrutura 36,

p. 70) ocorre no grupo amino terminal do dipeptideo.

A Figura 20 mostra a distribuicdo das espécies para o sistema glicilglicina-
Zn(I-OBISDIEN. As espécie ternarias comecam a se formar a p[H] 5,5,
aumentando rapidamente a valores de p[H] mais altos. A espécie protonada é
18,9% formada a p[H] 6,6 e a espécie ndo-protonada esta 42,3% formada a p[H]
7,3. Acima de p[H] 7,6 predominam as espécies hidroxidas. A espécie
monohidréxida é 63,5% formada a p[H] 8,5, a dihidroxida esta 58,9% formada a
p[H] 9,9 e a espécie trihidroxida é 85,5% formada a p[H] 11,8.
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Figura 20. Curvas de distribuicdo de espécies do sistema 1:2:1 glicilglicina-Zn(ll)-

OBISDIEN em fungdo de -log [H'] para uma solugao inicialmente
contendo OBISDIEN 1,00 x 102 M, Cu(ll) 2,00 x 102 M e glicilglicina
1,00 x 102 M em fungdo de -log[H'] , onde LZn,P*, HLZn,P*,
LCux(OH)P** e LCuy(OH),P* e LCux(OH);P sdo as espécies nao-
protonada, monoprotonada, e hidréxidas dos complexos glicilglicina
Zn(Il)-OBISDIEN. O ion Zn* é o ion livre aquoso Zn(ll).
T = 25,00 + 0,05°C e p = 0,100M (KCI). % = porcentagem do ¥
[OBISDIEN] = 100%. Somente és espécies peptideo-Zn(ll)-OBISDIEN

sao mostradas.
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3.2.2. Sistema Formado pelas Espécies dl-alanil-dl-alanina-Zn(II)-OBISDIEN.

As curvas de titulagdo potenciométrica para este sistema sao mostradas na
Figura 18, p.64. Elas sao similares as curvas obtidas para o sistema glicilglicina-
Zn(I)-OBISDIEN. As constantes de equilibrio definidas pelas Equagées 10-14, p.

65 e 66, foram determinadas e aparecem na Tabela IX, p. 68.

As curvas de distribuicdo das espécies para este sistema sdo mostradas na
- Figura 21. A espécie nao-protonada (LZn,P**) atinge o maximo de formacéo a p[H]
7.5 quando esta 41,9% formada e a espécie protonada (LZn,HP*") atinge um
maximo de formacéo a p[H] 6,7; quando esta 23,5% formada. As espécies mdno-,
di-, e trihidroxidas atingem o percentual maximo de formagao a valores de p[H]

8,5; 9,6 e 11,9; quando estao 40,0; 60,2 e 88,7 % formadas, respectivamente.

3.2.3 Sistema Formado pelas Espécies Glicil-I-leucina-Zn(II)-OBISDIEN.

O dipeptideo glicil-I-leucina foi usado no lugar da dl-alanil-dl-alanina e o
complexo ternario néo foi detectado em quantidade apreciavel, provavelmente
devido ao efeito de impedimento do residuo de aminoacido leucina, o qual
dificulta por impedimento espacial este dipeptideo de coordenar-se ac centro

metalico na cavidade do complexo receptor binuclear Zn(II)-OBISDIEN.
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Figura 21. Curvas de distribuicdo de espécies do sistema 1:2:1 dl-alanil-dI-

alanina-Zn(l1)-OBISDIEN em funcao de -log [H'] para uma solugédo
inicialmente contendo OBISDIEN 1,00 x 102 M, Zn(ll) 2,00 x 102M e
dl-alanil-dl-alanina 1,00 x 10°M em fungéo de -log [H'], onde LZn,P**,
HLZn,P*, LZny(OH)P?* , LZny(OH).P*, LZn,(OH);P sdo as espécies
nao-protonada, monoprotonada, e hidroxidas dos complexos
binucleares dl-alanil-dl-alanina-Zn(ll)-OBISDIEN. O ion Cu®* é o ion
livre aquoso Cu(ll). T = 25,00 + 0,05°C e p = 0,100M (KCI). % =
porcentagem do X[OBISDIEN] = 100 %. Somente espécies peptideo-
Cu(ll)-OBISDIEN sao mostradas.
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3.3. Estudo Cinético das Reacdes de Hidrolise e Deuteracio do Dipeptideo
Glicilglicina Catalisada pelo Complexo Binuclear Zn(II)-OBISDIEN.

No sistema glicilglicina-Zn(ll)-OBISDIEN foram observadas duas reagoes
paralelas: a deuteragao de um dos CH, da glicilglicina,0 NCH (CH: adjacente ao
grupo amino) e a hidrdlise da ligagao peptidica, a quebra da ligagdo C —N. O
. espectro de RMN do préton do sistema glicilglicina-Zn(ll)-OBISDIEN a p[D] 8,37,
Figura 22, mostra uma reséonéncia a 3,75 ppm devida ao CH: adjacente ao
grupo amino (NCH.) e uma ressondncia a 3,85 ppm devida ao CH, adjacente ao
grupo carboxilato (CCH.) da glicilglicina. A reacdao de deuteragao foi seguida
segundo a sequencia A, B e C mostradas nas Figuras 22 e 23. O produto da

reacao de hidrolise aparece, como um singlete a 3,47 ppm.

Segundo Moore e Pearson ™ duas reagbes paralelas de 1° ordem séo

definidas pelas Equacgodes 17 -26,

A— U (17)
ko
A—V (18)

sendo A, a concentragao correspondente de reagente, A, a concentracgao inicial
e U e V as concentragdes correspondentes dos produtos, aminoacido e peptideo

deuterado respectivamente, e k = k; + ko
-dA

—= kiA+koA
dt 1 2

=(|'<1 + ko)A = kA (19)
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Figura 22. Espectro de 200 MHz RMN do préton do sistema 1:2:1 glicilglicina-
Zn(I)-OBISDIEN para uma solugao inicialmente contendo OBISDIEN
1,00 x 102 M, Zn(ll) 1,8 x 102 M e glicilglicina 1,6 x 10> M em p[D]
8,37; mostrando o decréscimo do sinal do NCH, e o aparecimento da
ressonancia dos prétons do CH, da glicina, A = zero ; B = depois de 91
h e 30 min. ; C = depois de 210 h e 30 min. em D,O (T =70,0 + 0,2 °C,
M = 0,1 M de KCI).
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Figura 23. Espectro de 200 MHz RMN do préton do sistema 1:2:1 glicilglicina-
Zn(I)-OBISDIEN para uma solugao inicialmente contendo OBISDIEN
1,00 x 10% M, Zn(i) 1,8 x 10 M e glicilglicina 1,3 x 10? M em p[D]
8,72; mostrando o décréscimo do sinal do NCH, e aparecimento da

ressonancia dos prétons do CH, da glicina, A = zero ; B = depois de 37
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In Ao _

A = A, ™ (permite obter k . total) (20)

%Ltj— = k1A =kiAgekt
(21)
-k
U =——1A0 ek 4+ cte
k | (22)

(23)
V= Vo 4 "_Z_kéo (1-e~kt)
(24)
Se Uy eV, =0 entdo as equacgodes (23) e (24) sao simplificadas
Vv ok
U

Oé produtos encontram-se em uma relacao independente do tempo e de A, .

Assim os dados cinéticos para o sistema glicilglicina-Zn(ll)-OBISDIEN séo

interpretados segundo as Equagdes 26 e 27 , onde



kh
Glicilglicina —  Glicina ' (26)

Glicilglicina i, Glicilglicina deuterada 27)

kn = constante de hidrolise, k; = constante de deuteragdo. A constante

observada € a soma das constantes de hidrolise e de deuteragao (Equagao 28).
k obs = kh + kd (28)

Os valores de ks foram obtidos da inclinagao da reta tangente a curva de
Ln[NCH;] vs tempo no tempo inicial, (Figuras 24 e 25). Essas figuras sao
referentes aos valores de p[D] 7.01 e 8,37 respectivamente. Os valores de ks
determinados sao mostrados na Tabela X e crescem a medida que p[D]
aumenta. Foi preferido utilizar a inclinacdo da reta tangente a curva para o
calculo de kos devido ao fato de que a glicilglicina deuterada também é

hidrolisada e o grafico resulta em uma curva.

Os valores das constantes de hidrélise foram obtidos a partir da Equacao
29 e s&o0 mostradas na Tabela XI. Eles sdo maiores para valores de p[D] mais

elevados, sendo praticamente iguais em p[D] 8,72 e 9,8.

(29)

Os valores das constantes de deuteragao , kq, foram determinadas através

da Equacéo 28, e aparecem na Tabela XIl. A exemplo da reacéo de hidrélise, a
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Figura 24. Gréafico de Ln [NCH,] vs tempo para a deuteragao do CH, N-terminal
da gliciglicina em D0, p[D] 8,37 (T=70,0+0,2 °C, u =0,1 M de KCI).
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Figura 25. Grafico de Ln [NCH,] vs tempo para a deuteragao CH. N-terminal da
gliciglicina em D0, p[D] 7,0 (T =70,0 £ 0,2 °C, p = 0,1 M de KCI).
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Tabela X. Constantes de velocidades observadas para varios valores de p[D]
obtidas do grafico de Ln[NCH,] vs tempo em D:O, (T =70,0+0,2°C e
g =0,1 M de KCI).

p[D] kops X 107 s™
7,01 0,5'(3)

8,37 6,3 (3)

8,72 14,0 (3)

9,8 27,0 (5)

10,6 40,0 (8)

Os nameros entre parénteses séo os erros estimados no ultimo algarismo significativo.
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Tabela Xl.Constantes de velocidades observadas para a hidrolise da glicilglicina,
em D,O (T=70,0 £ 0,2 °C e p = 0,1 M KCI).

p[D] | ko x 107, s
7,01 0303
8,37 1,3 (2)
872 1,7 (3)
9,8 1,6 (6)
10,6 2,1 (8)

Os nimeros entre parénteses sdo os erros estimados no Ultimo algarismo significativo.
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Tabela Xll. Constantes de velocidades observadas para a deuteragao da
glicilglicina, em D,0 (T=70,0 £ 0,2 °C e y = 0,1 M KCI).

p[D] ke x10"s™
7,01 - 0,3 (3)
8,37 5,0 (2)

- 8,72 12,3 (3)
9,8 25,4 (6)
10,6 37,3 (8)

Os numeros entre parénteses sio os erros estimados no ultimo algarismo significativo.
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constante de deuteragao observada é maior para valores de p[D] mais elevados,
sendo muito baixa em p[D] neutro. Essa reagao é obserQada ocorrer somente no
CH, adjacente ao grupo amino do dipeptideo, o NCH,. Os protons do CH..
adjacentes ao grupo carboxilato (CCH,) nao sao trocados por deutério sob as
condigbes presentes em nossos experimentos. A deuteragdo do CH, adjacente
ao grupo amino de varios dipeptideos foi observada anteriormente e aparece na
literatura. ™

Os valores das constantes de hidrolise podem ser obtidas independentes
da deuteragao, acompanhando o desaparecimento da ressonancia do CCH,. O
valor da constante observada é obtida da inclinagéo do grafico de Ln[CCH,] vs
tempo. As constantes obtidas para os valores de p[D] 8,37 e 8,72 foram
1,3x107s" e 1,7 x 107 s” (Figuras 26 e 27 ) respectivamente. Esses valores
estao de acordo com os obtidos da Equacgao 29 e listados na Tabela XI.

As constantes de hidrdlise especificas para cada espécie presente foram
calculadas usando a Equagao 30 e aparecem na Tabela XIIl. A atividade da
espécie protonada foi consideradé a mesma da espécie nao protonada por serem
muito semelhantes. Os valores das constantes aparecem com somente uma casa

decimal, devido ao erro experimental dos sinais das integrais de RMN do proéton.

kn[LZN2P]r = ka[LZNHP*] + KJ[LZNoP*'] + ks[LZNo(OH)P?*] + ky[LZNno(OH).P’] +
ks[LZn2(OH)sP] (30)

[LZn,P]r € a concentracdao total das espécies do sistema peptideo-Zn(il)-
OBISDIEN, e ki, k2, ks, ks, @ ks s@0 as constantes de hidrélise especificas das
espécies monoprotonada, nao-protonada, monohidréxida, dihidroxida e

trinidroxida.
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Figura 26. Grafico de Ln[CCH.] vs tempo para a hidrélise do _dipeptideo
glicilglicina em D,0, p[D] 8,37 ( T=70,0+ 0,2 °C e p = 0,1 M de KCI).
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Figura 27. Grafico de Ln[CCH,] vs tempo para a hidrélise do dipeptideo
glicilglicina em D-0, p[D] 8,72 (T= 70,0 +0,2 °C e p= 0,1 M de KCI).
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Tabela Xlll. Constantes de velocidades especificas para a hidrolise da
glicilglicinaem DO (T=70,0£0,2°C e y =0,1 MKCI).

Espécies K et x 10" s
LZn,HP*, LZn,P** - 0,6(4)
LZn,(OH)P** 2,1 (3)
LGz(OH)2P+ 1,8 (4)
LZI'Iz(OH)sP 375(4)

Os numeros entre parénteses sao os emros estimados no ultimo algarismo significativo.
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Os resultados da tabela Xlll mostram que a espécie trihidroxida é a mais
reativa. Ela é aproximadamente seis vezes mais ativa do que as espécies nao
hidroxidas, LZn,HP* e LZn,P*, ou seja, que' nao apresentam hidroxila
coordenada ao centro metalico. | |

Fazendo o mesmo tratamento anterior para a reagdo de deuteracio os
valores das constantes de deuteracao especificas para cada espécie presente,

foram calculadas pela Equagao 31 que é semelhante a Equacao 30.

k[LZN-P}r = K'LZnHP*] + K'[LZn.P*'] + K"[LZn(OH)P?*] + KV[LZn(OH),P"] +
kY[LZno(OH)sP] (31)

Os resultados mostrados na Tabela XIV indicam que as espécies di- e
trihidroxidas sdo as mais reativas, sendo a constante de velocidade da
dihidroxida setenta e seis vezes maior do que as espécies nao hidroxidas.

O Esquema 6 mostra 0 mecanismo propostd para as reagoes de hidrolise e
deuteracdao da glicilglicina catalisadas pelo complexo binuclear de Zn(ll)-
OBISDIEN. A coordenacao da glicilglicina na cavidade do complexo receptor
dihidroxo-dizinco(ll)-OBISDIEN forma o complexo ternario 37. Neste complexo, o
grupo carboxilato esta coordenado ao ion Zn** de um lado e o grupo carbonila da
amida é labilizado pelo outro centro metalico do complexo binuclear, permitindo o
ataque nucleofilico do OH™ coordenado ao ion Zn(ll) em posicao favoravel. A
espécie mais ativa na reagao de hidrolise é a trihidroxida, cerca de duas vezes
maior quando comparada com a mono e dihidroxida. Um maior nimero de
hidroxilas coordenadas ao centro bimetalico aumenta a probabilidade do ataque
do carbono carboniliéo da ligacdo peptidica pelo nucleéfilo OH coordenado ,
aumentando a constante de velocidade da reagdo de hidrolise. Para a reacéo de
deuteracao, uma hidroxila adicional a espécie dihidroxida pfaticamente nao altera
a constante de velocidade. O intermediario 38 é sugerido para essas duas

reaces paralelas. A reacdo de hidrolise segue o caminho “a” onde a quebra da
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Tabela XIV. Constantes de velocidades especificas para a deuteragdo do NCH,
da glicilglicina em D,O (T =70,0 £0,2 °C e u = 0,1 M KClI).

Espécies K cat, X 10 s™
LZn,HP*", LZn,P** 0,6 (4)
LZn,(OH)P** 8,9 (3)
LZn,(OH),P* 456 ()
LZn,(OH);P 43,9(6)

Os numeros entre parénteses sdo os erros estimados no Gltimo algarismo significativo.
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ligagdo amida produz duas moleculas de glicina. A substituicdo das duas
moléculas de glicina por uma molécula de glicilglicina em 39, produz o complexo
37 e fecha o ciclo catalitico. |

A reacao de deuteracao segue o caminho “b”. O intermediario 40 é seguido
pela formagao de uma molécula do dipeptideo monodeuterado, 41. Esse complexo
pode liberar uma molécula deuterada e complexar uma nova molécula glicilglicina.
Ambos os ciclos podem ocorrer até completa deuteracdo do grupo NCH, do
peptideo e hidrélise da ligagao amida rendendo moléculas de glicina deuteradas

nao deuteradas.
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CAPITULO 4

4. CONCLUSOES

1) O complexo binuclear Zn(ll)-OBISDIEN forma complexos ternarios com a
glicilglicina e di-alanil-dl-alanina. O grupo carboxilato estaria coordenado ao
ion Zn** de um lado da cavidade do complexo binuclear e a carbonila da
ligagdo peptidica € ativada pela coordenacdo do oxigénio carbonilico ao

outro ion metalico.

2) Foram detectadas e estudadas duas reagdes catalisadas pelo complexo
binuclear Zn(I1)-OBISDIEN que ocorrem paralelamente: a reagédo de hidrolise

e a reagao de deuteragcao de um dos grupos CH; da glicilglicina.

3) Os resultados da cinética da reagao de hidrélise da glicilglicina catalisada pelo
complexo binuclear Zn(ll)-OBISDIEN, mostram que a espécie mais reativa é a
trinidroxida. A presenca da hidroxila coordenada ao centro metalico, em
posicao favoravel ao ataque na carbonila ativada pela coordenagéo ao outro
ion metalico, & importante nesse modelo de catilise dessa reacgéo

indispensavel a vida.

4) Na reacao de deuteracao da glicilglicina as espécies mais ativas sdo a di- e a
trinidroxidas, exigindo a existéncia de um intermediario comum as duas
reagoes. Ou seja, a deuteracdo também depende da hidroxila coordenada ao

centro metalico.
5) Complexos ternarios glicil-I-leucina-Zn(ll1)-OBISDIEN néo foram detectadas em
quantidade apreciaveis, demonstrando uma seletividade do complexo

binuclear Zn(Il)-OBISDIEN na associacao de dipeptideos.

6) Enquanto o complexo binuclear Zn(ll)-OBISDIEN coordena o grupo carboxilato

terminal dos dipeptideos (glicilglicina e dl-alanil-dl-alanina) deixando o grupo
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amino terminal livre, o complexo binuclear Cu(ll)-OBISDIEN coordena o
grupo amino terminal a um ion Cu** em um lado da cavidade e o grupo amida

ao outro ion Cu*".

7) Nos complexos ternarios dipeptideos-Cu(ll)-OBISDIEN as espécies com a
ligagdo peptidica desprotonada ndo deverao ser ativas, ja que o ion Cu®* ao
desprotonar o grupo amida, estabiliza essa ligacao contra um ataque
nucleofilico. A reacao de hidrolise foi observada em pH acido (p[D] = 4,02) e

o produto foi detectado por RMN do préton.
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