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RESUMO

O reconhecimento da importancia de complexos binucleares contendo
ligantes macrociclicos e ligantes de cadeia aberta para a ciéncia supramolecular,
para a quimica bioinorganica, para aplicacdes biomédicas, e também, para a
formacao de compostos com estruturas e propriedades incomuns, tem levado a
consideraveis esforgcos para o desenvolvimento de métodos e sinteses desses
compostos. Ligantes macrociclicos sdo usados em estudos de equilibrio em solucao,
reconhecimento molecular, modelos estruturais de sitios ativos de metaloenzimas e
metaloproteinas, complexos com atividade na clivagem do DNA, e em algumas
aplicacoes tecnoldgicas.

Neste trabalho, apresentamos um novo procedimento sintético para o
desenvolvimento de ligantes macrociclicos. Com base nesse procedimento, foram
reproduzidos os ligantes BDBPH e BMXD anteriormente descritos na literatura por
Martell. Foram realizados estudos de equilibrio potenciométrico do ligante BDBPH
em presenca e auséncia dos ions metalicos zinco (ll) e ferro (lll), e as constantes de
associagao dos peptideos, glicilglicina (GG), dl-alanil-dl-alanina (AA) e glicil-/leucina
(GL) com o complexo binuclear de BDBPH-Zn(ll) e com o complexo binuclear de
BMXD-Cu(ll) foram determinadas. Com o complexo binuclear de Fe(lll)-BDBPH
foram determinadas as constantes de associacdo do nucleotideo 5’ trifosfato de
Adenosina (ATP).

Neste trabalho foram utilizados dois novos complexos binucleares com
ligantes de cadeia aberta. Ambos com estrutura cristalografica resolvida por difracao
de raios X. Um de ferro (lll), 1 - [Fex(HPCINOL)2(SO4)2(u-O)], que estda sendo
estudado como modelo para as fosfatases acidas purpuras, e o outro de niquel (ll), 2
- [Nio(HBPCINOL)2(OAC)](ClO4), que esta sendo estudado como modelo para as
ureases. Foram realizados estudos potenciométricos dos complexos 1 e 2 e
determinado as constantes de associacao desses complexos com a GG e o ATP.

Com o objetivo de confirmar as espécies detectadas em solugcao por
potenciometria, foram realizados estudos de espectrometria de massas por
“eletrospray” para todos os compostos utilizados neste trabalho.

Utilizando a teoria da densidade funcional (DFT - Density Functional Theory),

com o método B3LYP, foram feitos calculos que nos permitiram ter uma visédo global



da estrutura eletrdnica dos ligantes (BDBPH e BMXD) e substratos (GG, AA, GL e
ATP), que permitiu trés propostas estruturais de reconhecimento molecular. Os
calculos foram feitos com o programa Gaussian 98.

A realizacdo de testes de interacdo com DNA, para o complexo 1, revelou sua
capacidade de promover a clivagem hidrolitica em concentra¢des significativamente
baixas. Estudos mais detalhados encontram-se em andamento para obtencao de
maiores informagdes, como atividade catalitica na reacdo de hidrélise de ésteres de
fosfatos, interacdo com a proteina BSA e parametros cinéticos, o que pode indicar

aplicacbes para esse composto como uma nuclease sintética.
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ABSTRACT

The recognition of the importance of binuclear complexes containing
macrocyclic ligands and open chain ligands in supramolecular science for
bioinorganic chemistry, for biomedical applications and also for the formation of
compounds with unusual structures and properties, has increased considerably with
regard to the development of methods and the synthesis of these compounds.
Macrocyclic ligands are used in equilibrium studies in solution, molecular recognition,
structural models of active sites of metalloenzymes and metalloproteins, complexes
with activity in the cleavage of DNA and in some technological applications.

We report here on a new synthesis procedure for the development of
macrocyclic ligands. Based on this procedure, the ligands BDBPH and BMXD,
previously described in the literature by Martell, were produced. Potentiometric
equilibrium studies of the ligand BDBPH in the presence and absence of the metal
ions zinc (ll) and iron (lll) were carried out, and the association constants of the
peptides, glycylglycine (GG), dl-alanyl-dl-alanine (AA) and glycyl-/-leucine (GL) with
the binuclear complex BDBPH-Zn(Il) and binuclear complex BMXD-Cu(ll), were
determined. The association constants of adenosine-5-triphosphate (ATP) with
BDBPH-Fe(lll) complex, were determined.

In this study two new binuclear complexes with open chain ligands were used,
both with their crystallographic structure resolved by X-ray diffraction. One is an iron
(1) complex, 1 - [Feo(HPCINOL)2(S04),(u-0)], which is being studied as a model for
purple acid phosphatases, and the other is a nickel (ll) complex, 2 -
[Ni2(HBPCINOL)2(OACc)](CIO4), which is being studied as a model for ureases.
Potentiometric studies were carried out with complexes 1 and 2 and the association
constants of these complexes with GG and ATP were determined.

With the aim of confirming the species detected in solution by potentiometry,
electrospray mass spectrometry analysis was carried out on all of the compounds
used in this study.

Using the Density Functional Theory (DFT), with the B3LYP method,
calculations were carried out which allowed a global view of the electronic structure
of the ligands (BDBPH and BMXD) and substrates (GG, AA, GL and ATP), giving
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three structural proposals of molecular recognition. The calculations were carried out
with the program Gaussian 98.

Tests on the interaction with DNA, for complex 1, revealed its capacity to
promote hydrolytic cleavage in significantly low concentrations. More detailed
studies are in progress in order to obtain further information, such as the catalytic
activity in the hydrolysis reaction of phosphate esters, the interaction with the protein
BSA and kinetic parameters, which may indicate applications for this compound, for
example, as a synthetic nuclease.
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1 INTRODUCAO

As formas de como os ions metédlicos influenciam o seu ambiente de
coordenacdo, e como esse ambiente influencia suas propriedades intrinsecas,
requer o conhecimento da quimica de coordenacdo, um campo de investigacao que
encontra raizes nos trabalhos de quimicos como Werner, que no final do século XIX,
estudou os complexos “coloridos” de cobalto. A partir deste trabalho inicial, atingimos
agora um periodo no qual podemos desvendar os mistérios do papel dos ions
metalicos em sistemas biolégicos, e podemos projetar novos materiais e dispositivos
que rivalizam e até suplantam os contidos na natureza.

A quimica de coordenacdo em solugdo desenvolveu-se na década de 1950,
com os trabalhos de equilibrio em solugcdo, de Bjerrum e Schwarzenbach.'? Uma
realizacdo especifica foi o reconhecimento do efeito quelato.® Uma outra
constatacao foi a de padrdes presentes na preferéncia de ions metalicos por ligantes
com atomos doadores com diferentes eletronegatividades baseada nas
classificacoes de acidos e bases do tipo A e B de Schwarzenbach, e nos principios
de acidos e bases ‘duros e macios’ de Pearson.?*

A descoberta de que ions metalicos exercem papéis essenciais nos sistemas
biolégicos, abriu espaco para o surgimento de uma nova area de pesquisa, em que
os principios da quimica inorganica estao relacionados aos sistemas naturais: a
Quimica Bioinorganica, “ciéncia que traz a quimica inorganica para dentro da vida”, e
gue nos apresenta o mimetismo como parametro inicial de compressao do modo de
acao dos ions metalicos nos sistemas vivos, e de suas interacées a niveis
moleculares. A quimica bioinorganica esta na interface entre a quimica inorgéanica
classica e a bioquimica. Apesar de esta estar associada a quimica organica, para
que alguns processos biolégicos vitais sejam realizados, se faz necessario a
presenca de ions metalicos. A partir da metade do século passado, surgiram
inUmeros trabalhos envolvendo a sintese e caracterizagdo de compostos de
coordenacado de baixo peso molecular com aspectos espectroscopicos, estruturais e
de reatividade dos elaborados sistemas biolégicos.>® A vantagem de um complexo
modelo € o tamanho molecular, justamente quando comparado com a complexidade
dos sistemas naturais, por exemplo: informacdes sobre a estrutura eletrbnica das

heme-biomoléculas sao dificultadas pelas transicoes internas do anel porfirinico, que
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dominam todo o espectro visivel, encobrindo as transicées de campo ligante e de
transferéncia de carga, as quais se relacionam mais diretamente com o
comportamento do ion metalico.” Desde entdo, a quimica bioinorganica passou a ser
uma ciéncia multidisciplinar que promove a interagdo de diversas areas da ciéncia
como: quimica, bioquimica, fisica, biologia, microbiologia, farmacologia, medicina,
toxicologia, dentre outras, com o intuito de desenvolver o conhecimento acerca dos
mecanismos de acdo dos metais nos organismos vivos.® O resultado dessa
interacdo entre as varias areas da ciéncia pode ser vista hoje no grande niumero de
publicacbes envolvendo compostos bioinorganicos, trabalhos que enfatizam os
diversos tipos de interacdes entre os metais e sistemas bioldgicos, tais como:
ambiente de coordenacdo do ion metalico em metaloenzimas e metaloproteinas,
desenvolvimento de novos farmacos,? desintoxicagdo de metais no corpo humano,
transportes dos metais em organismos vivos,'' processos de biomineralizagdo.'?
Gracas a interdisciplinaridade, inUmeros progressos nessa area tém sido feitos,
comprovando que a quimica bioinorganica nao pode mais ser vista como uma area
intermediaria entre a bioquimica e a quimica inorganica classica, mas sim como uma
ciéncia que também promove o desenvolvimento cientifico de muitas areas afins,

através da assimilacao de novos conhecimentos.

1.1 DA QUIMICA MOLECULAR A SUPRAMOLECULAR

A necessidade de expandir horizontes e olhar para a quimica ndo somente
como uma ciéncia de moléculas individuais, mas também como as moléculas se
agrupam e interagem em pares, grupos pequenos ou grandes agregados, abriu
espaco para o surgimento da Quimica Supramolecular. '

Em 1935, Klaus Wolf, quimico alem&o, cunhou o termo Ubermolekiile
(macromolécula) para descrever associagdes moleculares. '* Durante os anos de
1960, Charles Pederson investigando aditivos para a borracha, descobriu, de
maneira casual, que éteres ciclicos ligavam-se a ions metélicos. O anel, entdo adota
uma conformacdo corrugada que lembra uma coroa. Pederson batizou esses
receptores de éter coroa.” A partir dos éteres coroas Jean-Marie Lehn e
colaboradores sintetizaram moléculas biciclicas e triciclicas que devido as suas

capacidades de ligar e “esconder” um ion metalico dentro das suas cavidades
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internas, chamou essas moléculas de criptandos, € os complexos metélicos
resultantes de criptatos. Em 1978, Lehn, pela primeira vez, sugeriu o termo Quimica
Supramolecular, que pode ser melhor definido como: “justamente como ha um
campo da quimica baseado nas ligagdes covalentes, a quimica molecular, ha um
campo da quimica supramolecular, a quimica da reunido molecular e das ligacoes
intermoleculares”. O Esquema 1 ilustra uma hierarquia de niveis estruturais que

partem do molecular para o supramolecular, e € comumente encontrada nos

i 1 A 16,17
complexos sistemas da natureza, como virus e células.
QUIMICA
MOLECULAR SUPRAMOLECULAR
A
B. / Auto-ordenamento
\\ Sintese Auto-organizagéo
O Ligacdes Reconhecimento Conjuntos
/’/ Covalentes Polinucleares
¢ \ Interagdo . - Dispositivos
>—>Li 20065 Supermolécula Transformacéo C moleculares e
b Intgerﬁoleculares supramoleculares
Substrato Translocacéo

Componentes
funcionais

Esquema 1. Da quimica molecular a supramolecular.

Na Biologia, ligacbes covalentes definem a composicdo das moléculas
fundamentais - proteinas, acidos nucléicos, lipideos, hormdnios -, mas ligacées nao-
covalentes desempenham um papel critico na determinagdo de suas funcées. E por
meio de interagdes fracas que as enzimas sdo capazes, nao somente de se ligar,
mas também de liberar suas moléculas-alvo, que a dupla hélice do DNA poder ser
aberta e copiada, e que as células nervosas podem enviar sinais umas as outras. '°

Espécies supramoleculares sdo caracterizadas pelo arranjo espacial de seus
componentes, sua estrutura ou superestrutura e pela natureza das ligagdes
intermoleculares que suportam simultaneamente estes componentes. Tais espécies
possuem propriedade estrutural, conformacional, termodinamica, cinética e dinamica
bem definidas. Varios tipos de interacdes podem ser distinguidos apresentando
diferentes graus de forca, distancia e angulos, coordenacdo de ions metalicos,
forcas eletrostaticas, ligagcdes de hidrogénio, interacdes de Van der Waals,
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interacdes doador-receptor etc. Entretanto forgas intermoleculares sao mais fracas
do que ligacbes covalentes, assim, espécies supramoleculares sao
termodinamicamente menos estaveis, cineticamente mais labeis e dinamicamente
mais flexiveis do que moléculas. ™

Os componentes em uma supermolécula sdo denominados: receptor e
substrato. O substrato é usualmente o menor componente. Esta terminologia
transmite a relacdo da interacdo bioldégica receptor-substrato, com suas
propriedades estrutural e funcional definidas, complexos cascata, complexos de
inclusao e hdspede-hospedeiro - “host-guest” - sdo designacdes também utilizadas.

A ligacao seletiva de um substrato com o receptor forma a supermolécula e
envolve um processo de reconhecimento molecular. Os principios de
reconhecimento molecular e da complementaridade ressoam por toda a bioquimica.
A complementaridade entre os grupos unidos por ligacdao de hidrogénio nas fitas do
DNA é o que torna a dupla hélice estavel. A comunicagao intercelular € normalmente
feita pela transferéncia extracelular de uma molécula sinalizadora, que &
reconhecida e ligada as proteinas pendentes da superficie externa da célula. Se o
receptor possui uma funcdo reativa, este pode causar uma transformacao quimica
no substrato, comportando-se como um reagente ou catalisador supramolecular. O
fenbmeno de translocacao seria a capacidade de o receptor transportar o substrato
de uma fase para outra, como ocorre com membranas, micelas, etc. Assim,
reconhecimento molecular, transformacéo e translocacao, representam as funcdes

basicas das espécies supramoleculares.’'®"

1.2 LIGANTES MACROCICLICOS

O entendimento da quimica dos ions metélicos e ligantes macrociclicos
possui grande implicacao nas areas de quimica e bioquimica. Ligantes macrociclicos
sao ligantes polidentados, contendo seus atomos doadores incorporados no ciclo, e
muitas vezes ligados ao ciclo como doadores pendentes. '® Na Figura 1 estdo
representados alguns exemplos de ligantes macrociclicos, usados em estudos de
equilibrio em solugdo, modelos estruturais de sitios ativos de metaloenzimas e
metaloproteinas, complexos de lantanideos com atividade na clivagem do DNA, e

algumas aplicagcdes como agentes de contrastes em ressonancia magnética de
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imagens. Ligantes poliazamacrociclicos (1 e 3),'® azacoroa (2),%' poliazadifendis (4,
5, 6),%% éter coroa (7),%° macrociclicos com ligantes pendentes,?**? (8), bases de
Schiff (9), ligantes porfirinicos (10) e derivados artificiais (11) usados como modelos

biomiméticos em processos que envolvem transferéncia de elétrons e ativagdo do

dioxigénio.?*

(NH HN‘> [NH HN (-NH HN NH OH HN~>
NH HN

NH HN HN HN
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Figura 1. Ligantes macrociclicos.
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Um numero consideravel de macrociclicos sintéticos bem como naturais é
hoje estudado. A maioria das pesquisas esta relacionada com as propriedades
espectrais, eletroquimicas, estruturais, cinéticas e termodinamicas da formacao dos
respectivos complexos. %

O fato dos complexos de ligantes macrociclicos estarem envolvidos em
sistemas biol6gicos fundamentais também é reconhecido. A importancia de seus
complexos, como por exemplo, no mecanismo de fotossintese, ou no transporte de
oxigénio em mamiferos (Figura 2), e em outros sistemas respiratérios, promoveu e
ainda promove uma motivagdo para a investigacdo da quimica dos ions metélicos
nesses sistemas, bem como nos sistemas contendo ligantes ciclicos. Tal interesse
conduziu a sintese do primeiro composto biomimético que forma interacdo n axial

com o imidazol. 2

Heme
Figura 2. Estrutura tercidria da hemoglobina, destacando-se os grupos heme

responsaveis pelo transporte de oxigénio no sangue de mamiferos.

Ha boas razdes para a natureza preferir derivados de ligantes macrociclicos
para os importantes sistemas acima mencionados: geralmente uma estabilidade
cinética e termodindmica adicional é conferida aos respectivos complexos, pelos
ligantes ciclicos. As constantes de formacao dos compostos macrociclicos contendo
grupos aminos sao 5-7 unidades logaritmas mais elevadas que as poliaminas
analogas de cadeia aberta. Foi sugerido por Cabbiness que este efeito macrociclico
tdo elevado é devido ao fato que o ligante poliamina de cadeia aberta é
grandemente solvatado em solu¢do aquosa. E existe numa conformacéao estendida,

permitindo uma hidratacdo com um numero maximo de moléculas de agua. O ligante
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macrociclico, por outro lado, tem seus grupos doadores relativamente proximos,
restringindo o nimero de moléculas de dgua que podem solvatar os atomos polares
como os de nitrogénio. Portanto, a formacao de um complexo macrociclico requer
uma energia de solvatacdo muito menor do que no caso das poliaminas abertas. A
formacao de quelatos metalicos com ligantes poliaminas de cadeia aberta requer
mudancas na conformacao do ligante de uma estrutura estendida do ligante para um
arranjo mais rigido no quelato metalico. Estas mudancas em conformagao estao
associadas com decréscimos significantes da entropia por causa das restricbes de
movimentos rotacionais e vibracionais do ligante. Tais restricbes nao ocorrem, ou
ocorrem muito pouco, na formacao de quelatos macrociclicos, porque estes ligantes
jA possuem uma conformagdo muito parecida com aquela do complexo.?® Esses
efeitos entélpicos e entropicos refletem numa maior constante de estabilidade na
formacao do complexo macrociclico quando comparado com o complexo analogo do
ligante de cadeia aberta.?’ Eles sdo capazes de se protonarem em solugao,
formando cations poliamédnio, que podem se ligar seletivamente a uma variedade de
espécies inorganicas, organicas e anions biologicamente importantes. O tamanho de
sua cavidade pode ser variado e, tanto grupos alquilas ou aromaticos podem ser
incorporados ao macrociclico, durante o processo de sintese, possibilitando a sua

construgdo com diferentes densidades de carga e flexibilidade.?®2

1.2.1 Ligantes macrociclicos poliaza e polioxoaza de bases de schiff

Macrociclicos de bases de Schiff tém sido de grande importancia. Eles estao
entre os primeiros complexos metalicos artificiais dessa classe a serem sintetizados.
Compostos contendo esses ligantes tém atraido grande atencao, porque eles podem
ser usados como modelos para sistemas biolégicos mais intricados: metaloporfirinas
(hemoglobina, mioglobina, citocromos, clorofila), corinas (vitamina B1,) e antibidticos
(valinomicina, nonactina).® Estas descobertas ajudaram o desenvolver a quimica
supramolecular e sua enorme diversidade.”®> O reconhecimento seletivo e a
incorporacdo de terras raras por essas estruturas tem sido objeto de grande
importancia para o crescente desenvolvimento desta area de estudo. A quimica
peculiar, estrutural, espectroscopica e as propriedades magnéticas de ions

lantanideos trivalentes associada com sua configuragio 4f" fez essa serie quimica
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muito adequada para o desenvolvimento de novas estruturas supramoleculares

fascinantes, como: sensores e conversores de luz,3*%°

36,37

agentes de contrastes em

potenciais radiofarmacos,®” sensibilizadores
38,39

ressonancia magnética de imagens,

em diagnosticos biomédicos, terapia fotodinamica e nucleases artificiais para

clivagem hidrolitica ou transesterificacao de ligagdes fosfodiéster do RNA e DNA. %4
Em todos esses casos o complexo metalico deve ser suficientemente estavel in vivo
e inerte para lancar o metal sob condicdes fisiolégicas sem danos as células.®®

O reconhecimento da importancia de complexos contendo ligantes
macrociclicos para a ciéncia supramolecular, quimica bioinorganica, aplicacdes
biomédica, separacédo e processos de encapsulacdo e também para a formacéo de
compostos com estruturas e propriedades incomuns, tem levado a consideraveis
esforgos para o desenvolvimento de métodos e sinteses desses compostos. Muitas
rotas sintéticas para ligantes macrociclicos envolvem o uso de um ion metélico
templato para orientar grupos reacionais ou substratos lineares na conformacao
desejada para o fechamento do anel (Figura 3).%

A sintese de ligantes macrociclicos normalmente é mais dificil que a forma
como aparece no papel. Contudo, quimicos que trabalham com esses compostos
tém usado vérias estratégias e técnicas para minimizar essas dificuldades, tais
como: altas diluigdes, uso de eficientes grupos protetores e abandonadores, uso de
compostos que podem atuar como templatos e uso de solventes adequados (ou a

auséncia deles) no meio reacional.?*
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Figura 3. (a) Sintese de macrociclico e (b) Sintese templato de macrociclico base de
Schiff [1+1] e [2+2].
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1.3 AMINOACIDOS PROTEICOS

As andlises de um grande numero de proteinas obtidas de praticamente todas
as fontes imaginaveis tém mostrado que fodas as proteinas sado constituidas por 20
aminoacidos. Estas substancias sdo conhecidas como a-amoacidos, porque, com
excecao da prolina, apresentam um grupo amino primario e um grupo carboxilico
ligados ao mesmo atomo de carbono.*? (Figura 4; a prolina apresenta um grupo

amino secundario)

i i
+
HzN—C;~COOH HoN—C;~COO'
H H

Figura 4. Formula estrutural geral para os a-amoacidos e a forma zwitteribnica de a-
aminoacidos que ocorrem em valores de pH fisiolégico. Ha 20 diferentes grupos R

nos aminoacidos de ocorréncia comum.

Os a-aminoacidos polimerizam, pelo menos conceitualmente, por meio da
eliminacdo de uma molécula de 4gua, conforme indicado na Figura 5. A ligacédo CO -
NH resultante, que foi caracterizada independentemente, em 1902, por Emil Fisher e
Franz Hofmeister, é conhecida como ligacdo peptidica. Compostos formados por
dois, trés, alguns poucos (4 -10) ou por muitos residuos de aminoacidos
(alternativamente  denominados  unidades  peptidicas) s&o  conhecidos,
respectivamente, como dipeptideos, tripeptideos, oligopeptideos e polipetideos.
Essas substancias, entretanto, com freqiéncia sdo denominadas simplesmente
“peptideos”. Proteinas sdo moléculas que consistem de uma ou mais cadeias
polipeptidicas. Esses polipeptideos apresentam um comprimento variavel, indo de
aproximadamente 40 a cerca de 33.000 residuos de aminoacidos (embora poucos
tenham mais de 1500 residuos) e, uma vez que a massa média de um residuo de
aminoacido é aproximadamente 110 Da, apresentam massas moleculares que

variam entre cerca de 4 a 3.600 kDa. #?
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Figura 5. (a) Condensacdo de dois a-aminoacidos para formar um dipeptideo. A
ligacdo peptidica € mostrada em vermelho, (b) Dipeptideos glicilglicina, dI-Alanil-dl-

Alanina, Glecil-l-leucina.

Dependendo da seqUéncia de sua cadeia, os peptideos coordenam-se de
diversas maneiras com ions metalicos. Por exemplo, o dipeptideo glicilglicina (Figura
5) tem dois grupos terminais coordenantes, além dos atomos de oxigénio e
nitrogénio da ligacao peptidica, sendo possivel a coordenacao tridentada. O oxigénio
carbonilico da ligacao peptidica € uma base muito fraca e pouco coordenante. Ja o
nitrogénio peptidico, sé coordena ap6s a remocdo do préton, sem perder as
caracteristicas sp?>. Em ambos o0s casos, a coordenacdo é estabilizada pelo
fechamento do anel. Em virtude do grande numero de grupos coordenantes, é
comum a formacdo de complexos polinucleares.”® Alguns ions de metais de
transicdo estdo envolvidos na atividade de dipeptideos, por exemplo: Co(ll) e Mn(ll)
sdo requeridos na atividade catalitica da glicilglicina dipeptidase.** fons metalicos
sozinhos catalisam reagbes hidroliticas, que foram demonstradas através da
hidrélise da glicilglicina catalisada pelo Co(ll).*°

As vantagens do uso de enzimas para hidrolisar proteinas e peptideos sao
varias: enzimas sao especificas e quebram prontamente ligacobes que séao
resistentes a catélise nao-especifica, ndo sao destrutivas, atuam rapidamente e
podem teoricamente completar a hidrélise em minutos.*®

Peptidases (também chamadas de proteases, quando a hidréolise é de
proteinas), sao da familia das enzimas, cuja funcdo é catalisar a hidrélise de
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ligacdes peptidicas. A hidrélise da ligacdo peptidica ndo é uma reacao facil. A
velocidade nao-enziméatica da hidrélise em pH 7 e 25 °C ¢ 82 x 107" s’ e
corresponde a uma meia-vida de aproximadamente 106 anos.*®

Algumas peptidases hidrolisam o carbono terminal (carboxipeptidases), outras
hidrolisam o grupo amino terminal (aminopeptidases) e algumas hidrolisam as
ligacdes peptidicas interiores, dependendo onde o grupo (R) de cadeia lateral do
aminoacido esta. Aquelas que clivam as ligacdes peptidicas interiores sdo chamadas
de endopeptidases, e aquelas que clivam as ligacdes terminais sdo chamadas de
exopeptidases.*’ Existe um grande interesse no desenvolvimento de metalo-
peptidases sintéticas, complexos que poderiam ser Uteis na elucidacado da estrutura
de proteinas em solugao, assim como no sequenciamento de proteinas com grandes
estruturas.*® A hidrélise de proteinas e peptideos tem sido estudada mais do ponto
de vista bioquimico do que quimico. Por causa da extrema estabilidade das ligacdes
peptidicas, estudos mecanisticos e cinéticos tém sido feito quase exclusivamente
com amidas, que sao variavelmente ativadas por substituintes, por tensdo no anel,
forcando a nao-planaridade ou aproximando grupos funcionais. Certas enzimas
(peptidases), todavia, hidrolisam ligac6es amidas rapidamente e, uma vez que essas
enzimas requerem ions metdlicos para a sua atividade, reacdes de hidrélise tém
recebido a atencdo de quimicos inorganicos.?®°°°? A ligacdo amida é extremamente
nao-reativa, a constante de velocidade de pseudo-primeira-ordem da hidrélise de um
tetrapeptideo é de 3x10° s e corresponde a uma vida-média de aproximadamente
7 anos.”® Em outro estudo, usando técnicas diferentes, foi encontrado um valor entre
350 e 600 anos.>* Em geral, a hidrélise catalisada ocorre através de um ataque
nucleofilico intramolecular do OH™ sobre a carbonila da amida,® reforcado pela
relacdo estereoquimica favoravel entre o nucledfilo e a ligagdo amida.”® Uma série
de complexos de Ni(ll),%¢ Co(ll1),>” Co(ll),%® Cu(ll),>® Zn(11),>° Pd(11)*° e Pt (11)*° foram
usados em estudos de mecanismos e reacdes intermediarias em hidrélises de
peptideos e amidas promovidas por metais.

Metaloenzimas ou enzimas ativadas por metais sao classificadas de acordo
com suas especificidades pelo substrato. Aminopeptidases apresentam
especificidades pelo substrato -NH - CO - CHR - NHj, a hidrélise ocorre no
aminoacido N-terminal do substrato peptidico, e contém no seu centro ativo o ion
metalico Zn(ll). A Carboxipeptidase A (peptidyl-L-aminoacido hidrolase EC 3.4.17.1),
CPA, é uma metaloexopeptidase de peso molecular 34472 Da contendo um ion
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zinco como centro ativo ligado a uma cadeia polipeptidica simples de 307 residuos
de aminoécidos, apresenta especificidade pelo substrato OOC — CHR — NH — CO -,
sua funcao biolégica €& a hidrélise do aminoacido C-terminal de substratos
polipeptidicos, mostrando especificidade por substrato com cadeias laterais

aromaticas. 2

1.4 NUCLEOTIDEOS E ACIDOS NUCLEICOS

1.4.1 Estrutura e propriedades

Os acidos nucléicos sao polimeros lineares muito longos constituidos de
mondémeros chamados nucleotideos. Diferentes acidos nucléicos podem ter desde
80 nucleotideos, como em tRNA, até mais de 10® pares de nucleotideos em um
cromossomo eucariético. A unidade de tamanho de um acido nucléico € o par de
bases (para espécies com fita dupla), geralmente abreviado pb, ou base (para
espécies com fita simples). O cromossomo da Escherichia coli (E. coli) tem 4 x 10°, o
que significa uma massa molar de 3 x 10° Da e um comprimento de 1,5 mm. J4 o
DNA genémico de uma Unica célula humana tem 3,9 x 10° pb e 990 mm de
comprimento.*?

Os nucleotideos sao constituidos por uma base nitrogenada heterociclica,
uma pentose e um grupo fosfato, sendo que a molécula sem este grupo fosfato é
chamada nucleosideo (Figura 6)

[e]
N
Base </ ‘ NH
Fosfato /)\
ﬁ N N NH,
o— F|’ —O1 0
(O} H H/ lpentose
H H
OH H

| Nucleosideo |

I Nucleotideo I

Figura 6. Representagéo da estrutura de nucleosideos e nucleotideos.
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No DNA, as seqiéncias de bases contém a informacdo genética, enquanto
que o acucar e o fosfato tém um papel estrutural. As bases nitrogenadas sao
derivadas de anéis de purina e pirimidinas. As principais purinas sao adenina (A) e
guanina (G), que sao encontradas tanto no DNA como no RNA. J& as principais
pirimidinas séo: citosina (C), timina (T) e uracila (U). A primeira, sendo encontrada
tanto no DNA como no RNA. A segunda, somente no DNA. E a terceira somente no
RNA.

Os nucleotideos sdo os ésteres de fosfato dos nucleosideos. Os nucleotideos
podem conter um, dois ou trés grupos fosfato, sendo chamados, respectivamente:
de nucleosideos mono, di e trifosfato. A molécula 5’-Trifosfato de adenosina (ATP) é
um exemplo classico (Figura 7).

o o
|y I B
o—|P|—o—|P|—o—P
o o

Figura 7. Estrutura quimica da molécula de ATP.

Os nucleotideos que constituem as moléculas de DNA e RNA estao ligados
covalentemente uns aos outros através dos grupos fosfatos. Esta ligacao é formada
pela juncdo do grupo 5-fosfato de um nucleotideo com o grupo 3’-OH de outro
nucleotideo, criando uma ligagéo fosfodiéster (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura da ligacao fosfodiéster (em vermelho) unindo nucleosideos de
DNA e RNA.

Desta forma, o esqueleto covalente dos acidos nucléicos é constituido por
grupos fosfato e anéis de ribose de forma alternada. Todas as liga¢des fosfodiéster
possuem a mesma orientacdo ao longo da cadeia, dando a cada fita do &cido
nucléico linear uma polaridade especifica e diferentes terminais 3’ e 5’ (3'-OH e 5'-
OPOs%). Convencionalmente, as seqiiéncias de nucleotideos nas moléculas de DNA
e RNA sao descritas no sentido da extremidade 5-OPO;* para a extremidade 3’-OH

(5'—=3’), e correspondem a estrutura primaria desses &cidos nucléicos.*

1.4.2 Interagdes acidos nucléicos — metais

Sabemos, através de experimentos descritos na literatura, que o papel
desempenhado pelos ions metalicos nos processos in vivo € in vitro, envolvendo os
acidos nucléicos, na maioria dos casos, ndo tém sua funcdo especifica
completamente elucidada. Podemos citar quatro papéis exercidos pelos ions
metalicos nessas interagbes &cidos nucléicos - metais: estrutural, regulatério,
farmacéutico e catalitico.®’

- Estrutural: Os ions metalicos sao requeridos para estabilizar a estrutura
secundaria dos &cidos desoxirribonucléicos. O DNA é uma cadeia polianiénica, em
solucao e em pH fisiolégico, esta carga é devido aos grupamentos fosfatos. Assim,

ele necessita de contra-ions para formalmente neutralizar a carga polianiénica do



36

seu esqueleto fosfodiéster, a fim de adotar uma estrutura compacta e estavel. Estes
contra-ions neutralizam parcialmente ou completamente as cargas negativas dos
grupos fosfatos, para que as repulsdes eletrostaticas nao inutilizem outros efeitos
estabilizadores. Assim, provavelmente uma das principais fungdes dos ions
metalicos Na*, K* e Mg®, Co?', Ni®*, Zn?*, consiste em estabilizar a estrutura
secundaria do DNA através da interacdo com os grupos fosfatos por um processo
conhecido pelo nome de condensacdo. Esta condensacao leva a formagao de um
complexo do tipo labil e ndo-especifico, ao longo da parte exterior da dupla-hélice do
DNA, na qual a cinética de associacdo e dissociacdo desse complexo é rapida.t?5

- Regulatdrio: As proteinas metaloreguladoras atuam como estimulos, reprimindo
ou ativando o processo de transcricdo de acordo com a presenca ou auséncia do
metal, considerando um sistema biol6gico que deve responder a mudangas na
concentragdo de metal intracelular. Em altas concentracées, muitos metais se
tornam téxicos a célula. Para combater este efeito, um completo sistema de
proteinas devera se sintetizado para quelar e desintoxicar o0 acimulo de ion metalico
ligado.®®

- Farmacéutico: A cisplatina® é o quimioterapico mais utilizado, porém um grande
namero de produtos farmacéuticos utilizados, como agentes que se ligam ao DNA,
foram primeiramente isolados de produtos naturais provindo de bactérias, fungos e
plantas. As bleomicinas estdo entre os produtos naturais usados clinicamente como
antibiéticos e antitumorais que mais se destacam. Para a bleomicina clivar o DNA
ela necessita de Fe?* e oxigénio, ela se liga ao DNA e utilizando a quimica redox do
oxigénio, associada com o sitio polipeptidico de ligacdo ao metal, catalisa a clivagem
do esqueleto aclcar-fosfato. %

- Catalitico: Os ions metdlicos parecem ser essenciais para o funcionamento de
varias enzimas que agem no DNA. O fon Zn? parece ser essencial para o
funcionamento da RNA polimerase (responséavel pela sintese do RNA) e da DNA
topoisomerase, que catalisa a conversdao de topoisbmeros de DNA, promove a
quebra transitéria nas ligacées fosfodiéster, gerando uma forma transitéria, onde a
proteina permanece ligada covalentemente ao DNA e permite que as fitas do DNA
passem uma sobre a outra, alterando assim o superenovelamento da molécula. Os
ions metalicos podem estar ainda em varias endonucleases e exonucleases, sao

cofatores essenciais, promovendo a hidrélise da ligagao fosfodiéster. %%
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1.5 HIDROLASES - NUCLEASES

Segundo a comissdo de enzimas da Unido Internacional de Bioquimica, as
principais classes de enzimas sao: oxirredutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e ligases.

As hidrolases sdo enzimas capazes de clivar hidroliticamente uma série de
ligacbes quimicas, como: amidas, ésteres, éteres, nitrilas, entre outras. Sao
chamadas de nucleases as enzimas que catalisam a hidrélise das ligagdes
fosfodiéster do DNA e RNA, por um fator de 10" vezes relativo & reagdo nao
catalisada. As nucleases sdo também chamadas de fosfodiesterases. S&o enzimas
que atuam sobre as moléculas do DNA e do RNA.%” Ao grupo dessa nucleases
especificas para o DNA, da-se o nome de DNases (ou DNAases), e RNases (ou
RNAses) as especificas para o RNA.®” Entre as suas funcdes destaca-se a de
protecdo do codigo genético, pois clivam partes mutantes do DNA que poderiam
levar a multiplicacdo de células com atividades destoantes daquelas previstas.
Constata-se que um grande numero de nucleases apresenta atividade dependente
da presenga de ions metalicos. Atualmente, sabe-se que essa dependéncia esta
relacionada com a capacidade dos metais em: (a) formarem nucleéfilos fortes (OH")
em condicées suaves de pH; (b) atuarem como suporte para o substrato (grupo
fosfato); (c) neutralizarem a carga do substrato; (d) ativarem as ligacdes de ésteres
de fosfato; (e) estabilizarem o estado de transicdo.®’

A hidrélise do DNA é uma importante reagao enzimatica. Mas uma das mais
dificeis de imitar no laboratério, por causa da estabilidade deste &acido nucléico a
hidrélise. ® A estabilidade excepcional das ligacdes fosfodiéster no DNA tem sido
sugerida como uma das razdes deste acido nucléico conter o material genético na
sua necessidade de preserva-lo intacto. A hidrolise das ligagbes fosfodiéster do DNA
€ impedida principalmente pela grande carga negativa que inibe o ataque dos
nucledfilos no esqueleto do DNA.®° Esta notavel estabilidade hidrolitica necessita do
uso de catalisadores enzimaticos - as nucleases - para que ocorra a quebra da fita
deste esqueleto de ésteres de fosfato, in vivo. A meia-vida para a hidrélise das
ligacdes fosfodiéster, quando extrapolada para as condi¢des fisioldgicas, € estimada
em 1.000.000 de anos para o DNA, e 1.000 para o RNA. ¢ E bom lembrar que
existem grandes controvérsias nesta estimativa de meia-vida, encontrando-se

citacées que vao de 130.000 até quatro bilhdes de anos. As constantes de primeira
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ordem para a hidrélise das ligacdes fosfodiéster do DNA, em condicdes fisiolégicas,
tém sido estimadas em 6 x 10° e 6 x 107° min” para o DNA simples e dupla fita
respectivamente.”®

A estrutura tridimensional do DNA foi resolvida e publicada por Watson e
Crick h4 mais de 50 anos.”' Este trabalho foi um marco para a ciéncia. E foi a partir
dele que se desenvolveram diversas areas de pesquisas exploradas atualmente,
entre elas: a biologia molecular, a clonagem e producdo de organismos
geneticamente modificados, a determinacdo da seqiiéncia genémica de diferentes
organismos e mais recentemente os estudos de proteémica. Neste trabalho foi
proposto que o DNA é composto por duas cadeias polinucleotidicas, de sentidos
opostos, enroladas em torno de um eixo, formando uma dupla hélice. Estas duas
cadeias sao mantidas unidas através de ligacées de hidrogénio entre as bases de
cada fita, mas sempre pareando uma adenina com uma timina e uma citosina com

uma guanina (Figura 9).

Citosing [C) H  Guanina [G)

Filamenta | Filamento 2

(b} Porte de wma maléaula da DNA

Figura 9. A dupla hélice proposta por Watson e Crick.

Os ions metalicos constituem os cofatores essenciais nas reacées de muitas
hidrolases. Porém, o papel especifico do ion metalico no mecanismo hidrolitico nao
esta ainda completamente elucidado. Por esse motivo, a esse grupo de nucleases



39

que possuem um ou mais ions metdlicos da-se 0 nome de metalonucleases ou
metalohidrolases. Exemplos destas enzimas constituem as fosfatases acidas
purpuras (PAPs), as fosfatases alcalinas (APs), a EcoRI, EcoRV, urease, dentre
outras.”” As fosfatases acidas purpuras e alcalinas sdo também denominadas
fosfohidrolases. Existe um grande numero de metalohidrolases naturais. Porém, séo
poucas em que o mecanismo de como ocorre a hidrélise é conhecido. Muito do
conhecimento do mecanismo enzimatico da hidrolise do DNA provém de duas
enzimas muito estudadas: a fosfatase acida purpura e a fosfatase alcalina.

As fosfatases alcalinas sdo assim denominadas porque sua faixa étima de
trabalho situa-se num pH préximo de oito. O seu sitio ativo envolve trés atomos
metalicos, sendo dois atomos de Zn?** e um de Mg?". Ja as fosfatases acidas sdo
assim chamadas porque sua regiao 6tima de trabalho esta entre pH 2 e 7, e séo
caracterizadas por sua intensa coloracao purpura. Elas podem ser encontradas em
plantas, animais, fungos e bactérias.”"*

Outra enzima da classe das hidrolases é a urease (EC 3.5.1.5) uma
metaloenzima niquel-dependente que catalisa a hidrélise da uréia em amobnia e
diéxido de carbono em conjuncao como outras func¢des biolégicas usando a uréia
como fonte de nitrogénio. ">’® Essa foi a primeira metaloenzima extraida e
cristalizada de feijbes Jack por James B. Summer, em 1926, e é a Unica
metalohidrolase que utiliza niquel.”” "®

A urease converte a uréia nos seus produtos a uma velocidade de pelo
menos 10" vezes mais rapida que a decomposicdo da uréia espontanea.”” O
mecanismo proposto para a hidrélise da uréia no sitio ativo da enzima envolve:(a)
producao de um ion hidréxido no centro biniquel (Il), (b) ativacdo do substrato pela
coordenacdo de um ou ambos ions metalicos, e (c) ataque nucleofilico do ion
hidréxido no carbono carbonilico do substrato, produzindo aménia e acido carbamico
que se decompde espontaneamente em pH fisioldégico, dando uma segunda
molécula de amdnia e bicarbonato.®’ Os dois fons de niquel estdo envolvidos na
reacao catalitica, Karplus and Hausinger sugeriram a coordenacdo do oxigénio
carbonilico da uréia ao Ni(1), seguido pelo ataque nucleofilico de um ion hidréxido
coordenado ao Ni(2). Em contraste, Ciurli e colaboradores propuseram que a uréia
forma uma ponte entre os ions de niquel via oxigénio carbonilico e o grupo NH. da
uréia. Eles sugerem que o ataque nucleofilico deva ocorrer via ion hidroxido

ponte.?':82
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1.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM IONIZACAO POR “ELECTROSPRAY”
(ESI-MS) APLICADA AO ESTUDO DE ESPECIES INORGANICAS

Um espectrédmetro de massas pode ser entendido, via de regra, como um
instrumento contendo uma fonte de ions, um separador ou filtro de massas — na
realidade, massa/carga (m/z) — e um detector. Embora existam varias estratégias
para separacao e deteccao, a etapa de ionizagdo é aquela com o maior numero de
diferentes estratégias. Isso se deve a grande variedade de tipos de amostras e
espécies de interesse. Amostras sélidas, liquidas ou gasosas contendo espécies
volateis ou ndo, e com interesses voltados desde a andlise elementar até a
composicao de proteinas, requerem diferentes processos de ionizacdo. Uma vez
gerados os ions, os processos de separacdo e deteccao podem ser escolhidos de
acordo com as caracteristicas mais ou menos comuns como sensiblilidade,
resolucdo e precisdo de m/z e custo. Neste contexto, surgiu a ionizagdo por
“eletrospray”, como uma alternativa para geracao de ions de espécies pouco volateis
presentes em fase liquida.®®

Embora seja normalmente considerada como uma fonte de ionizagédo, o
“electrospray” &, na realidade, um processo de transferéncia de ions pré-existentes
em solucdo para a fase gasosa. Pode-se dizer que a efetiva ionizacédo
(transformacao de uma espécie neutra em ion) é um efeito secundario. De qualquer
forma, é facil entender porque uma técnica que permite a transferéncia de ions de
uma solucao para a fase gasosa para analise por espectrometria de massas, em tao
pouco tempo, teve um impulso tao grande: (de 1980 a 2000, o numero aproximado
de artigos publicados usando “electrospray” passou de 100 para 7800). Isto se deve
ao fato da maioria dos processos quimicos e bioquimicos ocorrerem em fase liquida,
envolvendo, muitas vezes, espécies pouco volateis.®

O “electrospray” foi sugerido como um possivel modo de ionizagdo para
espectrometria de massas, por Dole, em 1968.8* No entanto, seus experimentos nio
foram convincentes, pois estes visavam a andlise de espécies poliméricas, como
poliestireno que n&o estdo ionizados em solugdo. Foi somente em 1984 que
Yamashita e Fenn demonstraram a aplicabilidade da fonte de “eletrospray” como um
método de ionizacdo branda.®>%

Métodos de ionizagdo anteriores ao “electrospray”, nos quais ions sao

transferidos da fase liquida para a fase gasosa, tal como bombardeamento de
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atomos rapido (FAB) ou dessorcao por plasma, provocam nao s6 a dessolvatacao
dos ions, mas, muitas vezes, sua fragmentacao e formacédo de ions a partir de
moléculas neutras. Isto se deve ao fato de que, nestas técnicas, uma grande
quantidade de energia é fornecida de forma localizada e em um curto periodo de
tempo. A principal vantagem do “electrospray” sobre estas outras técnicas é que a
dessolvatagdo ocorre gradualmente em temperaturas relativamente baixas
(tipicamente, de temperatura ambiente até 80 °C), de forma a nao gerar fragmentos
nem moléculas ionizadas. Assim, muitos ions gerados na fase gasosa mantém
exatamente a mesma estrutura e carga das espécies em solucédo, o que é perfeito
para andlise de espécies ndo-volateis e para estudos de especiacdo. ® No entanto
isso ndo ocorre para todas as espécies. Muitas vezes, uma espécie com carga maior
ou igual a dois esta estabilizada devido a camada de solvatacdo. A medida que a
espécie é dessolvatada, tende a se envolver em processos que levem a reducéo de
sua carga. Além disto, espécies neutras podem ser ionizadas por processos
eletroliticos na fase liquida, formacao de agregados ibnicos durante o processo de
“eletrospray” e por dissociacdo induzida por colisdo (CID) ja na fase gasosa. A
preservacao ou nao dos ions originais estd intimamente ligada ao processo de
ionizagao por eletrospray. %

A ionizacao por “eletrospray” envolve a formacao de um “spray” eletrostatico,
a partir do qual sdo geradas pequenas gotas carregadas. E destas, sao liberados os
ions. A implementacdo de uma fonte de “eletrospray” é relativamente simples,
comparando-se com outras fontes para espectrometria de massas.®® E necessaria
uma fonte de alta tensédo (1000 a 7000 V) que esteja em contato com a solucgao, e
gue seja bombeada através de um capilar com uma vazao inferior a 10uL/min. O
processo é chamado de “nanoeletrospray”.

A Figura 10 mostra uma representacéo esquematica da fonte de “eletrospray”
de um espectrémetro Platform Il (Micromass, Inglaterra). Toda a regido da fonte esta
a pressao atmosférica. Quando um potencial positivo, por exemplo, é aplicado na
solucado, os ions positivos tendem a se afastar para uma regidao menos positiva, isto
€, em diregdo ao contra-eletrodo. Assim, a gota sendo formada na ponta do capilar,
estara enriquecida em ions positivos. Este tipo de separacdo € chamado de
processo eletroforético. Conforme a densidade de carga aumenta na gota, o campo

elétrico formado entre o capilar e o contra-eletrodo aumenta, provocando a
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deformacdo da gota. A gota ganha a forma de um cone que é denominado cone de

Taylor.

I II I

Figura 10. Representacao esquematica da fonte do “eletrospray”: a-capilar, b-contra-
eletrodo, c-cone de amostra, d-skimmer, e-lentes do skimmer. A regido | esta sob
pressao atmosférica, a regidao Il, sob pressao intermediaria e a regiao lll, sob alto

Vacuo.

Esta gota na forma de cone permanece “presa” ao capilar até o0 momento em
que a densidade de carga na superficie da gota e o aumento da repulsdo entre os
ions vencam a tensdo superficial do liquido, ocorrendo entdo a liberagcdo de
pequenas gotas com alta densidade de carga. A freqtiéncia deste processo depende
da magnitude do campo elétrico, da tensdo superficial do solvente e da

condutividade da solugéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar em solucéo a interacdo (reconhecimento molecular) entre complexos

homobinucleares e moléculas de interesse biolégico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+

Sintese e caracterizagao dos ligantes macrociclicos BDBPH e BMXD

Estudos de equilibrio de associacdo dos sistemas BDBPH-Zn(ll)-dipeptideos
(Glicilglicina (GG), dFAlanil-d-Alanina (AA), Glicil-Fleucina (GL)), BMXD-
Cu(ll)-dipeptideos (GG, AA, GL) e BDBPH-Fe(ll)-ATP (5’ Trifosfato de
adenosina).

Caracterizacao estrutural em solucao dos complexos
[Fea(HPCINOL)2(SO4)2(1-O)] 1 e [Ni2(HBPCINOL),(OAC)](ClO4) 2 sozinhos e

associados a glicilglicina e ATP.

Estudos de espectrometria de massa por eletrospray dos sistemas BDBPH-
Zn"-(GG, AA), BDBPH-Fe"-ATP e dos complexos 1 e 2.

Determinar a capacidade dos complexos estudados de clivar moléculas de
DNA.

Estudos de quimica computacional para determinar teoricamente a estrutura

mais provavel dos sistemas estudados em solugao.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTACAO

3.1.1 Materiais

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes empregados nas
sinteses e analises, foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem
purificacdo prévia: (glicilglicina, dlalanil-dl-alanina, glicl-leucina, p-cresol,
dietilenotriamina, paraformaldeido, hexametilenotretamina, paladio/carbono 5%,
acido cloridrico 37%, sulfato de sédio anidro P.A., argénio, cloroférmio deuterado,
agua deuterada, cloreto de potassio, cloreto de cobre(ll), cloreto de ferro (lll)
hexahidratado, nitrato de zinco(ll) hexahidratado, KOH isento de CO,, Ftalato acido
de potassio, fenolftaleina, tampdes biolégicos PIPES, MES, HEPES, CHES, etanol
absoluto, metanol PA, cloroférmio, isoftalaldeido. O composto tiocianato de chumbo
foi preparado a partir do nitrato de chumbo e tiocianato de potassio. O composto 2,6-
diformil-p-cresol foi sintetizado, purificado e caracterizado de acordo com

procedimentos descritos na literatura. 2°

3.1.2 Complexos metéalicos em estudo

Neste trabalho foram usados dois novos complexos com estruturas cristalinas
resolvidas por raios - X: um binuclear de ferro(lll), [Fe2(BPCINOL)2(SO4)2(u-0)] 1 e
outro, binuclear de niquel (1), [Niz(HBPCINOL),(OACc)](CIO,) 2.%° Estes complexos
foram sintetizados no Laboratério de Ciéncias Quimicas e cedidos para este estudo
pelos professores Adolfo Horn Jr. e Christiane Fernandes, da Universidade Estadual
do Norte Fluminense — UENF.
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3.1.2.1 [Fex(BPCINOL)2(SO4)2(p-0)] (1)

O complexo binuclear de ferro [Fex(HPCINOL)2(SO4)2(u-O)] 1, foi obtido a

partir do ligante HPCINOL (1-(bis-piridin-2-ilmetil-amino)-3-cloro-propan-2-ol), e sua

estrutura determinada através da cristalografia de raios X (Figura 11).'%

Figura 11. Ortep'® do complexo [Fez(HPCINOL)(SO4)2(n-0)] (1).

O complexo 1 apresenta uma estrutura centrossimétrica, composta por dois
atomos de ferro (lll) hexacoordenados, unidos por uma ponte oxo (u-O). Cada um
dos ligantes coordena-se terminalmente a um dos ions de Fe(lll) através do oxigénio
alcodlico, do nitrogénio aminico, de dois nitrogénios piridinicos e do oxigénio do
sulfato, proveniente do sal de ferro FeS0O,4.7H,0 utilizado na sintese do complexo.
Este complexo esta sendo estudado como modelo das fosfatases acidas purpuras
(PAPs).
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3.1.2.2 [Nio(HBPCINOL)(OAC)](CIO.) (2)

O complexo binuclear de niquel [Nio(HBPCINOL),(OACc)](ClO4) 2, foi obtido a
partir do ligante H,BPCINOL N-(2-hidroxibenzil)-N-(2piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]
propilamina, e sua estrutura determinada através da cristalografia de raios X (Figura
12).%

Figura 12. Ortep'? do cation [Nio(HBPCINOL)»(OAc)]" (2)

O estrutura cristalina de 2 revela que o complexo consiste de um cation
binuclear de niquel contendo um perclorato como contra-ion. Cada ion Ni(ll) esta
coordenado a dois nitrogénios (aminico e piridinico) e quatro oxigénios (fenolato,
alcool e acetato), resultando em um mesmo ambiente de coordenagédo para ambos
centros metalicos. Cada centro de Ni(ll) esta hexa coordenado com uma geometria
octaédrica distorcida, e unidos por duas pontes fenolato e uma ponte acetato. Na
sintese do composto 2 além do ligante Ho.BPCINOL foi utilizado o perclorato de
niquel ([Ni(OH2)](ClO4)]) e o acetato de sédio na proporgédo 1:1:6.%
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3.2 METODOS E INSTRUMENTAGCAO

3.2.1 Analise elementar de C, He N.

As medidas para a determinacao dos percentuais de carbono, hidrogénio e
nitrogénio foram realizadas em analisador elementar de CHNS — Carlo Erba modelo
E-1110, na Central de Andlises do Departamento de Quimica — UFSC.

3.2.2 Espectroscopia no infravermelho — IV

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro  Perkin-Elmer FT-IR 1600 com sistema de registro
computadorizado, na regido de 4000 a 400 cm™, na Central de Analises do
Departamento de Quimica — UFSC. As amostras foram analisadas em pastilhas de
KBr.

3.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio RMN 'H

Os espectros de RMN 'H foram obtidos em um espectrofotdmetro Brucker-FT
200 MHz, na Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC. Os
deslocamentos quimicos foram registrados em ppm utilizando como referéncia
interna o tetrametilsilano (TMS, & = 0,00 ppm) e agua e cloroférmio deuterados como

solvente.

3.2.4 Titulagcao espectrofométrica

Os espectros UV-Vis foram obtidos em um espectrofotémetro Perkin-Elmer
modelo Lambda-19 no Laboratério de Fisico-Quimica Orgéanica, Departamento de
Quimica — UFSC. As medidas foram realizadas em cubetas de quartzo com
capacidade para 4 mL e 1 cm de caminho éptico a 25,00 + 0,1 °C. Uma série de
solugdes contendo concentragdes apropriadas de KOH e KCI (onde [KOH] + [KCI] =
0,100 M) e com 0,100 mM do ligante foram medidas entre 200 e 400 nm.*?
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3.2.5 Titulagao potenciométrica

A técnica de titulagdo potenciométrica é muito empregada para estudos de
medidas de equilibrio de complexos metalicos em solugdo, podendo-se usar o
eletrodo de vidro, muito preciso nas medidas de concentracado de ions hidrogénio.
Nesse tipo de titulacdo, adiciona-se uma base padronizada, em incrementos de
volume conhecidos, a um sistema contendo um ligante conhecido na auséncia ou na
presenca de uma quantidade também conhecida de ion metalico. A potenciometria
nao fornece informagdes microscépicas envolvendo a identificacdo de protonacéo e
sitios de coordenagcdo com o metal no ligante. Para essa informagdo séao
necessarias medidas espectroscopicas como estudo de absorbancias
espectrofotométricas ou ressonancia magnética nuclear. %

Os experimentos foram realizados em sistema totalmente aquoso e em
sistema misto etanol/agua (70/30% v/v) devido a baixa solubilidade de alguns
compostos em agua. Cada sistema em consideracado foi estudado em uma célula
termostatizada a 25,00 + 0,05 °C refrigerada mecanicamente por um banho de
circulacado termostatizado (Microquimica Ind. Com. Ltda), usando um pHmetro
Corning 350 acoplado a um eletrodo de vidro e outro de referéncia do tipo Ag-AgCl,
calibrados na célula com solucées diluidas de HCI para leitura direta de pH (pH = -
log [H']). As medidas foram feitas com solugbes contendo 0,05 mmol de ligante,
complexo ou sistema ternario (ligante + metal + substrato) em 50 mL de solucéo e a
forca idnica ajustada para 0,100 mol.L™" com KClI, sob fluxo de argdnio para eliminar
a presenca de CO, atmosférico. As solucbes foram preparadas com agua
(bidestilada previamente na presenca de KMnOq e fervida) para os sistema aquosos
e para os sistemas misto etanol/agua (70/30% v/v). As solucdes dos dipeptideos e
do complexo binuclear de niquel tiveram o pH ajustado para proximo de 3, pela
adicdo de HCI 0,100 mol.L™. Para as titulagdes foi utilizada uma solugdo padrédo de
KOH isenta de CO, (J. T. Baker) com a adicao de aliquotas de 0,50 mL até pH = 12
com o auxilio de uma bureta Schott Gerate modelo T80/20. A base KOH utilizada foi
padronizada com ftalato acido de potassio PA, seco previamente por duas horas, a
110 °C, usando como indicador fenolftaleina solugdo 1% em etanol. As adigbes
sucessivas de base foram realizadas ap6s a obtencao de valores constantes de pH.
O pK., da 4gua contendo 0,100 mol.L™' de KCI utilizado para os calculos foi de 13,78

e para a solugdo etanol/agua 70:30% v/v contendo 0,100 mol.L™ foi de 14,87.%
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No arquivo de entrada para o calculo das constantes de estabilidade dos
sistemas em estudo, envolvendo metal, necessita-se fornecer as constantes de
hidrélise do metal. Foram utilizados valores calculados para as condicoes
experimentais deste trabalho, conforme Baes.® As solucdes metdlicas utilizadas nas
titulacbes dos metais Zn(ll), Cu(ll) e Fe(lll) foram preparadas a partir de sais
metdlicos comerciais e padronizadas por titulacago com EDTA (acido
etilenodiaminotetracético).®® Na solucdo de metais trivalentes, adiciona-se acido
cloridrido para evitar a hidrélise, o excesso de acido foi determinado pelo método de
Gran's.”’

As titulacbes foram realizadas em ftriplicata e os valores apresentados
referem-se a média dos experimentos. As constantes foram calculadas com o
programa BEST7 e os diagramas de distribuicdo de espécies presentes em solucao,
em funcdo do pH, foram obtidos com os programas, SPE, SPEPLOT e
SPECIES.*** O programa BEST?7 utiliza curvas de titulacdo para determinar as
constantes de estabilidade e/ou as constantes de protonacdo dos ligantes e
complexos, bem como a correta concentracdo do ligante (peso molecular
experimental) utilizado. A entrada de dados para o programa, consiste em fornecer o
namero de milimoles de cada componente, as constantes de equilibrio inicialmente
estimadas de cada espécie que pode ser formada a partir dos componentes da
solucado, e o perfil de pH determinado experimentalmente versus a composicao da
solucado (KOH adicionado). O programa emprega equacoes de balanco de massa
para todas as espécies presentes a cada incremento de base adicionada e resolve a
concentracdo de cada espécie presente. As espécies sugeridas sao aquelas
adquiridas ou observadas a partir de evidéncias espectrofotométricas e que podem
ser justificadas com base em principios estabelecidos na quimica de coordenacao
em solucdo. Convencionalmente, este programa emprega constantes globais de
protonacao e de formacao de complexos metalicos, designadas por B.

Nos célculos deve-se sempre buscar a minimizacdo do desvio padrao (ajuste
o) do sistema, entre os valores experimentais de pH encontrados na titulagcdo e os
calculados. O desvio padrao é calculado como um fator de peso de modo a
aumentar a sensibilidade dos calculos computacionais nas regides de

tamponamento do sistema e diminuir a importancia das inflexdes.
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3.2.6 Espectrometria de massas por “Eletrospray” (ESI-MS)

Os espectros de massa foram feitos no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron - LNLS em um espectrobmetro de massas Q-Tof ultima API
(Waters/Micromass). A técnica de ionizagao utilizada foi a ionizagéao por “eletrospray”
no modo positivo (ESI (+)-MS). Foram feitos também espectros de massas em
tandem (ESI-MS/MS), dois espectrobmetros de massas acoplados em série. O
primeiro funciona para selecionar e separar o ion de interesse dos outros ions, e
também de quaisquer contaminantes que estejam presentes. As condicbes de
andlises foram: temperatura da fonte de 70-100 °C, temperatura de desolvatagao de
100 °C , voltagem do capilar de 3,5 kV e voltagem do cone variando de 40 a 100 V.
O aparelho foi calibrado usando como padrao o acido férmico. As solugdes dos
ligantes macrociclicos e seus complexos foram preparadas em solucao aguosa com
tampdes biolégicos (PIPES, MES, CHES, HEPES), mas ao serem injetados no
aparelho, eram diluidos em solucdo de &gua, acetonitrila e acido férmico
(50:49,9:0,1). Os complexos binucleares de niquel e ferro foram diluidos em
metanol/agua (1:1 v/v). As amostras foram injetadas usando uma seringa (Hamilton)
a uma velocidade de fluxo de 10 puL.min™'. Os espectros de massa foram adquiridos
numa faixa de 100 a 1500 m/z. Os dados foram analisados usando o software
MassLynx® 4.0.

3.2.7 Interagdo com o DNA

Estudos de reatividade dos complexos na clivagem do DNA foram realizados
em colaboracdo com o doutorando Claus Pich sob a supervisdo do Prof. Hernan
Terenzi, do Laboratério de Expressdao Génica do Departamento de Bioquimica —
UFSC.

Estes estudos foram realizados com o DNA plasmidial pBluescript® Il SK(+)
(pBSK-II). Plasmidios sdo pequenas moléculas circulares de DNA fita dupla (em
geral alguns milhares de pares de bases), extracromossomais e replicados
independentemente do cromossomo, presentes (uma ou mais céopias) em muitas
bactérias, mas também encontrados em alguns organismos eucariéticos unicelulares

como leveduras e outros fungos.*? A extragdo do DNA plasmidial foi realizada com o
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kit comercial HiSpeed™ Plasmid Maxi Kit, QIAGEN.'® Foram preparadas solugdes
com um volume final de 20 pL. Estas solugdes continham 330 ng do plasmidio
pBSK-II superenovelado (que corresponde a uma concentracdo de DNA de 2,5.10°
mol.L™") e diferentes concentracdes do composto analisado (1,0.10° mol.L™" a 2,5.10°
* mol.L™"). O estudo foi feito nos pH’s 6,0 e 7,0 (tamp&o PIPES 2,5.102 mol.L™), 8,0
(tampao HEPES 5,0.102 mol.L") e 9,0 (tampdo CHES 5,0.102 mol.L"). O efeito de
captadores (DMSO, 4,0.10"'M) e de geradores de radicais hidroxila (Fe(EDTA)?,
5,0.10° M) foi testado na presenca do composto analisado sob as mesmas
condicdes descritas acima.

Com a finalidade de avaliar a influéncia do oxigénio (O2) nas reagdes de
clivavem estudou-se a clivagem anaerobica do DNA em atmosfera de argdnio,
conforme trabalho descrito na literatura.'® As amostras foram analisadas através de
eletroforese em gel de agarose 0,8% a 100 V por 1 hora, reveladas com brometo de
etidio, scaneadas e quantificadas com o software LabWorks™ 4.0, DigiDoc.It System
(UVP).

3.2.8 Calculos computacionais

Os calculos da otimizacdo da geometria foram feitos com a Teoria do
Funcional Densidade (DFT - Density Functional Theory), o método utilizado foi o
B3LYP,* a escolha das bases (basis set) foi diferente para os ligantes, substratos e
complexos. Isto se deve ao custo computacional que os complexos apresentam.

Para os ligantes (BMXD e BDBPH) e substratos (GG, AA, GL e ATP), suas
geometrias foram determinadas com o conjunto de bases 6-31+G(d,p) que oferece
uma melhor descricdo da estrutura eletrénica, e pelo custo computacional neste
caso ser menos dispendioso.'® Somente no caso do ATP otimizamos sua geometria
pelo método de mecanica molecular AMBER (apropriado para nucleotideos), devido
a elevada carga negativa e os atomos de fésforo.

Para os compostos de coordenacéo, os célculos de otimizagdo de geometria
e energia foram realizados usando o conjunto de bases LANL2DZ'® que usa a base
D95 (Dunning/Huzinaga full double zeta) sobre os atomos de H, C, N, O™ e usa
“Los Alamos ECP plus DZ’ sobre os atomos de metais de transicdo (nos casos

estudados Fe, Cu e Zn)."% Foram estudados trés sistemas inorganicos diferentes:
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O primeiro foi o sistema ([(BMXD)Cu,-GGJ**) sendo a espécie mais ativa no
estudo cinético de hidrélise da GG e que representa a interacao e reconhecimento
da GG pelo [(BMXD)Cus]** no pH mais apropriado para ocorrer & reagdo de
hidrélise.'®

O segundo é o sistema ([(BDBPH)Zn,-GG]'*) que representa a espécie mais
provavel no reconhecimento molecular da GG pelo composto ([(BDBPH)Zn]**).

E o terceiro & o sistema binuclear [Fex(HPCINOL)2(O)(SO4)2)] que possui
estrutura cristalografica resolvida.por raio X. Foram realizados dois calculos de
energia nesse caso. Ambos usaram as coordenadas tridimensionais experimentais.
O primeiro caso com o maximo de emparelhamento dos elétrons, resultando em
uma configuracao triplete, e um segundo caso com o maximo desemparelhamento
dos elétrons, resultando em uma multiplicidade de spin 11. Os calculos foram feitos

com o programa Gaussian 98 (Gaussian, Inc.).
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3.3 SINTESE DOS LIGANTES MACROCICLICOS

3.3.1 Sintese do 3,6,9,17,20,23-hexaaza-29-30-dihidroxi-13,27-dimetil triciclo
[23,3,1,1'""°] triaconta -1(28),11,13,15(30),25,26-hexaene — BDBPH
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GHa | |
" N O N
(\”/\ Pb(SCN),, 40-60 °C, Ar ( VN _>
OHC CHO NH, NH, MeOH. 18h HN--Pb_ Pb---NH
OH PR
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(—NH OH HN—B
H,S04
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(NH OH HN—> NH OH HN—>
48% HBr (

N NH. 6HBr

NH
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>

uny
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CHs CH;

Esquema 2. Rota sintética do BDBPH

O ligante BDBPH foi sintetizado de acordo com modificagbes na rota
encontrada na literatura.?® O 2,6-diformil-p-cresol foi sintetizado e purificado de
acordo com o método descrito na literatura. %%° A mistura de 1,32 g de 2,6-diformil-
p-cresol (8 mmol; 164,16 g.mol”) e 2,70 g de Pb(SCN), (8 mmol; 323,34 g.mol") em
400 mL de metanol foi aquecida (40-60 °C) até a maior parte do Pb(SCN), ter sido
dissolvido. Entdo, 0,83 g de dietilenotriamina (8 mmol; 103,75 g.mol”') em 80 mL de
metanol foi adicionado lentamente, sob gotejamento, por 4 horas ou mais. A mistura,
sob agitagao, foi aquecida (40-60 °C) por 18h. Apds ser resfriada a temperatura
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ambiente, o precipitado amarelo foi filtrado e lavado com metanol e cloroférmio. O
precipitado amarelo foi solubilizado em etanol, e em seguida transferiu-se esta
solucdo para um recipiente apropriado, contendo 1,0 g de paladio/carbono 5%, que
ficou sob agitagdo e em atmosfera de hidrogénio a 40 psi durante 20h. O filtrado foi
diluido com 200 mL de agua e acidificado com H.SO4 8M frio. O precipidado de
PbSO, formado foi filirado e a solugdo resultante, em um banho de gelo, foi
basificada com amoénia concentrada até pH 10. Ap6s extragdo com cloroférmio (2 x
200mL) a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro por 24h. A solugao foi
filtrada e o solvente evaporado até a secura sob vacuo, a 40 °C, resultando em um
6leo, na forma de espuma, amarelo escuro, o qual que foi deixado sob vacuo (0,1
mmHg) por 3 horas. Obtiveram-se 1,5 g do ligante BDBPH (3,2 mmol; 470,26 g.mol
'), com rendimento de 90%. P.F.: 159-160 °C. O ligante foi caracterizado por CHN,
IV, RMN 'H e ESI/MS.
Andlise elementar de CHN calculada para CosH42NgO2; C, 67,83; H, 8,98; N, 18,06%.
encontrado C, 67.18; H, 9.10; N, 17.89 %.
IV (KBr), em cm™:v(O-Hienol) 3470, V(N-H) 3244, v(C-0O) 1401, §(C-Hy) 770.
RMN 'H - 84 (200 MHz, em CDCI3), em ppm: 2,19 (s, 6H, 2 x CHaa); 2,70 (s, 16H, 4
x CH>CHy), 3.80 (s, 8H, 4 x CHzy), 4,12 (s, 6H, 6 x NH), 6,72 (s, 4H, 4 x ArHy,), 7.50
(s, 2H, 2 x OHy).
ESI/MS, m/z471 (M + H'T")

Para os trabalhos potenciométricos fez-se um sal de bromo; o produto obtido
(1,5 g de BDBPH) foi dissolvido em 50 mL de etanol e 10 mL de HBr 48% em 20 mL
de etanol foi adicionado, lentamente, até o precipitado se formar. O precipitado foi
filtrado e seco a 60 °C por 3 h, dando um produto amarelo, quebradico, de sal
hexabrometo. RMN 'H - & (200 MHz em D,0), em ppm: 2,13 (s, 6H, 2 x CHaa/), 3,35
(9, 16H, etileno), 4,21 (s, 8H, 4 x CHo4), 7,16 (s, 4H).
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3.3.2 Sintese do 3,6,9,17,20,23-hexaazatriciclo [23.3.1.1"""°]-triaconta-1(29),
11(30),12,14,25(26),27 hexaene - BMXD

|
N N
O e e
2 K©\+ 2NH, T N, CHON A .
\ \
o) o
Isoftalaldeido  dietilenotriamina U : JI

H, / Pd/C | EtOH

L

NH HN NH HN
(- _> 48% HBr ( w
N N N

H HN - 6HBr ~—— H H

«_ _) EtOH Q_ _)
NH HN NH HN

o

BMXD
Esquema 3. Rota sintética do BMXD.

O ligante BMXD foi sintetizado de acordo com modificagbes na rota
encontrada na literatura.?® A 2,012 g de isoftalaldeido (15 mmol, 143,08 g.mol™),
solubilizado em 250 mL de MeCN, foi adicionado lentamente, sob gotejamento, por 2
horas ou mais, 1,62 mL de dietilenotriamina (15 mmol; 103,75 g.mol™") solubilizado
em 400 mL de MeCN. O precipitado branco formado (base de Schiff) foi solubilizado
em solucdao CH.Clo/MeCN (1:1) e deixado por 12 h para precipitacao do produto. O
sélido branco formado foi entao filtrado obtendo-se 2, 18 g (5,44 mmol, 402,30 g.mol’
"), com rendimento de 71%.

Andlise elementar de CHN calculada para Ca4H30Ne; C, 71,64; H, 7,45; N, 20,89 %.
encontrado C, 72.01; H, 7.50; N, 20.92 %.

O precipitado branco foi solubilizado em etanol, e em seguida transferiu-se esta
solugdo para um recipiente apropriado, contendo 1,0 g de paladio/carbono 5%, que
ficou sob agitagdo e em atmosfera de hidrogénio a 40 psi durante 18h. O solvente foi
seco em rotaevaporador e o produto foi extraido com diclorometano de uma solucao
aquosa (CH2Clo/H-O = 120 mL/10 mL). O solvente foi seco em rotaevaporador. Ao
6leo amarelo claro restante, foi adicionado 3 mL de HBr 48%. O precipitado foi
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solubilizado na mistura H,O / MeOH (25 mL / 125 mL) e levou-se esta solucéo ao
freezer onde, apds 48 horas, houve a precipitacdo do ligante na forma de cristais
incolores. Obtiveram-se 2,10 g (2,30 mmol 895,7 g.mol™') com rendimento de 66%. O
ligante foi caracterizado por CHN, RMN "H, RMN *C e ESI/MS.

Andlise elementar de CHN calculada para Co4H3sNs.6HBr; C, 32,18; H, 4,91; N, 9,38
%. encontrado C, 32.01; H, 4.87; N, 9.32 %.

RMN 'H - 84 (200 MHz em D;0), em ppm: 3,14 (m, 12H, 6 x CH,), 4,23 (s, 8H, 4 x
CHaza), 7,42 (s, 3H), 7,51 (s, 1H)

RMN '3C - 84 (200 MHz em CDCl3; com NaOD suficiente para solubilizar a mostra),
em ppm: 41.95 e 43,80 (CH,), 50,96 (ArCH,), 130,50, 130,61, 130,83 e 132,02 (4
carbonos aromaticos nao equivalentes)

ESI/MS, m/z417 (M + H'T")
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentados os estudos de: equilibrio potenciométrico, de
espectrometria de massas por eletrospray, computacionais e de interacdo com o
DNA. A Figura 13 contém as representacoes dos ligantes e compostos (substratos)

utilizados e as Figura 14 e Figura 15 contém a representacdao dos complexos

utilizados.
CH4
NH HNw (‘NH OH HN‘>
NH HN NH HN
Q—NH HNJ Q—NH OH HN—)
CH;
BMXD
BDBPH H
H3C_(,:‘CH3
o) O CHj O H,C
H-N 3 1 3 1 H-N 3 1
2 %H/Z\COOH HZ’;‘%N%\COOH 2l %H%\COOH
CH, 1 CHs
Glicilglicina (GG) dl-Alanil-di-Alanina (AA) Glicil-leucina (GL)
NH,
5 N Kj

N

5'-Trifosfato de adenosina (ATP)

Figura 13. Representagéo dos ligantes e substratos.
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CHs _| 2+ CH; _| 4+
ks

(NH HN—> (NH o} HIN4> (-'N\H o] HIN\>

HN---Cu  Cu---NH HN--Zi  Zn---NH HN---F€  Fe----NH

@N'i; v/ NIV i/ NV b v

CHj CHj

[(BMXD)Cu,]** [(BDBPH)Zn,]?* [(BDBPH)Fe,]**

Figura 14. Representagdes dos cations complexos macrociclicos de Cu(ll), Zn(ll) e
Fe(lll).

[Feo(HPCINOL)5(SO4)o(u-0)](ClO4) 1 [Nio(HBPCINOL),(OAc)|(CIO,) 2

Figura 15. Representacao dos complexos (1) e (2).
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4.1 CARATERIZAGAO DOS LIGANTES MACROCICLICOS

Os ligantes macrociclicos BDBPH e BMXD foram obtidos com rendimentos
adequados de acordo com as rotas sintéticas descritas na seg¢dao experimental.
Esses compostos apresentaram elevado grau de pureza, adequados para a
utilizacdo em trabalhos potenciométricos e geracao dos complexos em solugao.
Foram caracterizados por: analise de CHN, espectrometria de infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono e espectrometria de

massas por “eletrospray”. '%

4.2 ESTUDOS DE EQUILIBRIO POTENCIOMETRICO

4.2.1 Constantes de protonacgao do ligante BDBPH.

A curva de equilibrio potenciométrico do ligante BDBPH (Figura 16) tem duas
infleccbes ema =3 e a =4 (a=molde KOH/ mol de ligante). De a=0aa=3e
de a = 4 a a = 8, ha duas regides tamponadas. A primeira regido tamponada
corresponde a neutralizacao dos trés mais acidos grupos aminos protonados. Entre
a primeira e a segunda infleccdo ha a neutralizacdo de um outro grupo amino
protonado. A segunda regido tamponada, em valores de pH mais alto, corresponde
a disssociacao de trés grupos aminos protonados e de um dos grupos fendlicos em

sequéncia.
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Figura 16. Curvas de equilibrio potenciométrico do BDBPH.

Este macrociclico poliazadifenol contém 6 grupos aminos secundarios
consistindo de duas partes dietilenotriamina separadas pelo grupo p-cresol, dando
consideravel flexibilidade ao ligante que pode assumir conformacdes de forma a se
adaptar a uma variedade de condicbes de complexacao e dimensdes requeridas por
fons metdlicos e substratos para se coordenarem em sua cavidade.??'%1% Qg
logaritmos das constantes de protonacgdo (Log K.") para esse ligante foram obtidos

sob as condi¢des experimentais deste trabalho, e definidos pela Equacgédo 1 (Tabela
1).94,109

Hil™ gl = [HaL™*1/ [Hy 4L DFIH] (1)
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Tabela 1. Logaritmos das constantes de protonacdo do BDBPH em solugao aquosa.

Quociente de Equilibrio Log Kn"

[HgL]/[H7L] [H] 3,20(9)
[H7L]/[HelL] [H] 3,53(4)
[HeLl/[HsL] [H] 4,49(2)
[HsL]/[HaL] [H] 7,11(5)
[Hal]/[HaL] [H] 9,47(8)
[HaL]/[HoL] [H] 9,89(6)
[HoL]/ [HL] [H] 11,04(3)
[HL] / [L] [H] 11,90(5)*

O Log K, mais alto ndo pode ser obtido acuradamente por titulagdo
potenciométrica por causa da fraca acidez de um dos grupos fendlicos, essa
constante de protonacdo foi medida por titulagdo espectrofotométrica UV-Vis.®? A
porcentagem das espécies protonadas em fungédo do pH foram calculadas utilizando-
se os valores das constantes acima.

Analisando-se o diagrama de distribuicao das espécies presentes (Figura 17),
que apresenta oito equilibrios de protonacao/desprotonacdo, gerando um total de
nove espécies, propdem-se um processo de desprotonacao (Esquema 4). Em pH <
2, o ligante existe na forma completamente protonado HgL®*. Com aumento do pH, o
ligante perde os protons dos nitrogénios aminos protonados para se tornar H,L>",
HeL**, HsL®*, H4L?*, HsL*. O ligante neutro HoL atinge sua concetracdo méaxima
(59,8%) em pH 10,6. Acima de pH 9,3 um dos grupos fendlicos desprotona para
formar o HL’, que atinge sua concetracdo maxima (56,8%) em pH 11,5. Sob
condicdes mais alcalinas o segundo fenol desprotona para formar o dianion L® (pH
>12).
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Figura 17. Diagrama de distribuicdo de espécies em funcdo do pH para o ligante
BDBPH. Onde o L é o ligante desprotonado e HL, HoL, HsL, H4L, HsL, HelL, H/L, HsL
sdo as formas mono, di, tri-, tetra-, penta-, hexa-, hepta- e octaprotonada do ligante
BDBPH.
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Esquema 4. Proposta para os equilibrios observados para o ligante BDBPH.
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4.2.2 Estudo do sistema mono e binuclear BDBPH-Zn(ll)

A formacao dos complexos Zinco(ll)-BDBPH, mono e binuclear, protonados,
nao protonados e espécies hidréxidas foram investigados sob as condicoes
experimentais desse trabalho, ambos, mono e bi, formam espécies hidroxidas, o pKa
da molécula de agua coordenada ao mononuclear é 11,80 e o das duas aguas
ligadas ao binuclear sdo 8,94 e 10,61, respectivamente (Tabela 2). E importante
observar as espécies hidroxidas, em sistemas modelos semelhantes, de complexos
formados por ligantes macrociclicos, sdo responsaveis pela atividade catalitica e a

faixa de pH em que se formam é usada em trabalhos cinéticos.>® %"

Tabela 2. Logaritmos das constantes de estabilidade dos complexos BDBPH —
Zn(Il).

Quociente de Equilibrio Log K
[ZnL] / [Zn][L] 17,77(4)
[ZnHL] /[ ZnL ][H] 10,69(4)
[ZnH.L] / [ ZnHL][H] 9,80(2)
[ZnH3L] / [ZnHaL][H] 4,74(5)
[ZnL(OH)][H] / [ZnL] - 11,80(8)
[ZnoL] / [ZnL][Zn] 12,25(6)
[ZnoHL] / [ZnoL][H] 5,40(5)
[Zn2(OH)L][H] / [ZnoL] -8,94(3)

[Zn2(OH)oL][H] / [Zn2(OH)L]  -10,61(5)

Ajustando estequiometricamente a concentracdo do ion zinco, a formacéo dos
compostos mono e binuclear podem ser favorecidas, como mostra os diagramas de

distribuicao das espécies para esses dois sistemas (Figuras 18 e 19)
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Figura 18. Diagrama de distribuicdo de espécies em funcado do pH para o sistema
BDBPH — Zn(ll), (1:1). As cargas foram omitidas para maior clareza.
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Figura 19. Diagrama de distribuicdo de espécies em funcado do pH para o sistema
BDBPH — Zn(ll), (1:2).
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No sistema Zn(ll)-BDBPH 1:1, o complexo mononuclear hidréxido Zn(OH)L
comeca a se formar no pH 10,90 e o complexo binuclear Zn,HL esta presente numa
faixa de pH de 4 a 6 com o0 maximo de 23% formado, mesmo as condi¢cdes sendo
favoraveis a formacao das espécies mononucleares. Isso é uma indicacao que ions
zinco tém uma forte tendéncia para formar complexos binucleares com esse ligante.
No sistema Zn(II)-BDBPH 2:1, as espécies hidroxidas comecam a se formar a partir
do pH 7. A espécie hidréxida Zno(OH)L atinge o maximo de formacado a pH 9,81
quando esta 77% formada e a espécie dihidréxida predomina a valores de pH acima
de 11. Esse complexo forma um ambiente de coordenacao com duas pontes oxo (u-

fenoxo) entre os dois fons zinco.""

4.2.3 Estudo de equilibrio potenciométrico do sistema ternario BDBPH-Zn(ll)-
peptideos (glicilglicina (GG), dl-alanil-dl-alanina (AA) e glicil--leucina (GL)).

As curvas de titulagdo potenciométrica referentes aos sistemas BDBPH-Zn(ll)-
peptideos sdo mostradas nas Figuras 20 e 21 e, cada curva representa um
experimento em separado. As inflexdes das curvas nos fornecem informagdes
qualitativas sobre a estequiometria da solucdo, sugerindo possiveis espécies
presentes.
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Figura 20. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema ternario: BDBPH -
Zn(11)-GG A - 0,050 mmol de GG; B - 0,050 mmol de GG e 0,050 mmol de Zn(ll); C -
0,050 mmol de BDBPH; D - 0,050 mmol de BDBPH e 0,050 mmol de Zn(ll); E -
0,050 mmol de BDBPH e 0,100 mmol de Zn(ll); F - 0,050 mmol de BDBPH, 0,100
mmol de Zn(ll) e 0,050 mmol de GG, todas em 50,0 mL de solucao.
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Figura 21. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema ternario BDBPH -
Zn(11)-AA- A - 0,050 mmol de AA; B - 0,050 mmol de AA e 0,050 mmol de Zn(ll); C -
0,050 mmol de BDBPH; D - 0,050 mmol de BDBPH e 0,050 mmol de Zn(ll); E -
0,050 mmol de BDBPH e 0,100 mmol de Zn(ll); F - 0,050 mmol de BDBPH, 0,100
mmol de Zn(ll) e 0,050 mmol de AA, todas em 50,0 mL de solugéo.

Os logaritmos das constantes de protonacao dos peptideos e de complexacao
dos peptideos GG e AA, com ion zinco(ll) definidas pelas Equagdes 1 — 4 , foram
determinados e sdo mostrados na Tabela 3. Os valores encontrados para estas
constantes estdo de acordo com o encontrado na literatura.®® As curvas
potenciométricas referentes a estes sistemas sdo mostradas nas Figuras 20 e 21,
sendo a curva A referente a titulacdo potenciométrica do peptideo e a curva B
referente a titulagdo potenciométrica do sistema peptideo-zincol(ll).
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Tabela 3. Logaritmos das constantes de protonacao e de estabilidade dos peptideos

com o ion zinco (ll).

Quociente de GG AA
Equilibrio Log K Log K
[HP] / [P][H] 8,10(3) 8,17(5)
[HzP] / [HP][H] 2,95(7) 3,07(4)
[ZnP]/ [Zn][P] 3,54(4) 3,60(5)
[ZnP2] /[ ZnP ][P] 2,69(7) 2,35(4)
[ZnHP] /[ ZnP][P] 6,37(2) 6,12(6)
[Zn(OH)P][H] / [ZnP] - 8,60(8) - 8,20(3)

4.2.3.1 Sistemas formado pelas espécies BDBPH- Zn(I)-GG

Depois de testar varias combinacoes das espécies provaveis, as espécies

definidas pelos equilibrios (Equagdes 5 — 7), foram derivadas a partir dos dados das

titulagdes potenciométricas. LZn,** é o complexo receptor binuclear BDBPH -Zn(ll) e

P" é a forma desprotonada dos peptideos.
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[LZn,P*]
LZn,2* + P LZn,P* K:iz (5)
[LZn,2"] [P]
LZn,HP2*
Pt s H LZnpHP2* kH = [E2n2APT] ®)
' [LZnyP*] [H]
LZn,(OH)P] [H*
LZn,P* LZny(OH)P  + H* s Gl 7)

! [LZn,P*]

A curva de equilibrio potenciométrico para a formagao do complexo ternario
BDBPH-Zn(ll)-GG na proporgéo 1:2:1, € mostrada na Figura 20 (curva F). A inflexao
desta curva indica que além do consumo de seis prétons referentes ao macrociclico
BDBPH (a = 6) uma quantidade adicional de base foi utilizada, indicando a formagao
da espécie hidroxida. A curva B, referente a titulagdo da GG-Zn(ll), termina
bruscamente devido a precipitacdo da solucdo e o experimento foi interrompido.
Analisando as curvas, as seguintes espécies foram encontradas: LZn,P* (LZn.GG"),
LZnaHP?* (LZnaHGGY), LZna(OH)P (LZny(OH)GG, onde LZnzP*, é o complexo p-
peptideo-BDBPH-Zn(ll)2, LZn,HP?* é a espécie protonada e LZn,(OH) é a espécie
hidroxida.

O esquema 5 mostras as espécies em equilibrio neste sistema e os valores
dos logaritmos das constantes de formacéao sao listadas na tabela 4. A constante de
formacdo da espécie LZn.,P" (LZn.GG') é um pouco mais elevada quando
comparada a espécie LZn,AA". A protonagao deste complexo (Log K = 6,55) deve
ocorrer no grupo amino terminal do dipeptideo, pois o grupo carboxilato estando
coordenado a um dos centros metdlicos nao poderia ser protonado, além desse
valor ser um pouco elevado para a protonacao do grupo carboxilato. Esse valor esta

de acordo com o encontrado na literatura para sistemas semelhantes.*®
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LZn,HP?*
H+
LZn,2* + P LZn,P*
L = BDBPH H*
P~ = peptideo
LZn,(OH)P

Esquema 5. Formacao das espécies ternarias [(BDBPH)Zn2P].

Tabela 4. Logaritmos das constantes de estabilidade para os complexos ternarios,
BDBPH-Zn(ll)-peptideos (GG e AA).

Quociente de Equilibrio Glicilglicina  dI-Alanil-dI-Alanina
Log K Log K
[LZnoP*] / [LZn HP*[P? 4,59(4) 4,21(5)
[LZnoHP?*] / [LZNnaP*[H] 6,55(7) 6,35(4)
[LZno(OH)P][H™] / [LZNnoPT] 8,89(2) 8,12(6)

A Figura 22 mostra a distribuicdo das espécies para o sistema BDBPH-Zn(ll)-
glicilglicina. As espécies ternarias comecam a se formar a p[H] 5,0, aumentando
rapidamente a valores de p[H] mais altos. A espécie protonada (LZn,HP?*) est4 9 %
formada em pH 6,2 e a espécie nao protonada (LZn,P") atinge um maximo de 56 %
formada em p[H] 8 e depois decresce dando espaco para a formagcédo da espécie
hidréxida (LZno(OH)P), que esta 38 % formada em pH 9,6.
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Figura 22. Diagrama de distribuicdo de espécies do sistema BDBPH - Zn(ll) - GG na
proporcdo 1:2:1, em funcdo do pH, onde LZn,P* (LZn,GG®), LZn,HP*
(LZnoHGG*Y), e LZna(OH)P?* (LZny(OH)GG?*) sdo as espécies ndo-protonada,

monoprotonada e hidréxida, respectivamente.

4.2.3.2 Sistemas formado pelas espécies BDBPH-Zn(ll)-AA

As curvas de equilibrio potenciométrico para a formacao do complexo ternario
BDBPH-Zn(ll)-AA narazao 1:2:1, sdo mostradas na Figura 21. Elas s&o similares as
curvas obtidas para o sistema GG-Zn(Il)-BDBPH. Os logaritmos das constantes de
formacao definidas pelas Equacbes 5-7 foram determinados e aparecem na Tabela
4. O diagrama de distribuicdo de espécies para este sistema (Figura 23) apresenta
as mesmas especies do sistema com a glicilglicina. A espécie protonada (ZnoLHP?*)
estd 36 % formada em pH 6,2 e a espécie ndo protonada (Zn,LP*) atinge um
maximo de 56 % formada em pH 8 e depois decresce dando espaco para a
formacao da espécie hidréxida (LZno(OH)P), que esta 54 % formada em pH 9,6.
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Figura 23. Diagrama de distribuicdo de espécies do sistema BDBPH-Zn(ll)- AA na
proporcdo 1:2:1, em funcdo do pH, onde LZn,P* (LZn,AA*), LZnHP?* (LZn,HAAZ),
e LZny(OH)P (LZn2(OH)AA) sao as espécies nao-protonada, monoprotonada e
hidréxida, respectivamente.

4.2.3.3 Sistemas formado pelas espécies BDBPH -Zn(Il)-GL

O peptideo GL foi usado no lugar da AA e o complexo ternario nao 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 ao centro metalico na cavidade do

complexo receptor binuclear BDBPH- Zn(ll).""2

4.2.4 Estudo de equilibrio potenciométrico do sistema ternario BDBPH-Fe(lll)-ATP
(5’-trifosfato de adenosina).

Nesta etapa, foram estudados todos os equilibrios no sistema ternario
BDBPH-Fe(lll)-ATP. No estudo desse sistema, os equilibrios binarios: BDBPH-
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Fe(lll), ATP-Fe(lll) e BDBPH-ATP foram considerados e estudados em experimentos
separados. Também foram consideradas as reacdes de hidrélise do ion metalico
ferro(lll). Metais trivalentes hidrolisam facilmente e seus equilibrios de hidrélise
devem ser levados em conta no calculo das constantes de equilibrio desses metais.
Todas as espécies sugeridas neste estudo foram baseadas em trabalhos de
reconhecimento molecular e medidas das interacbes ‘host-guest’ de complexos
macrociclicos binucleares, fosfatos inorganicos e nucleotideos.'®'% As curvas de
equilibrio potenciométrico para esse sistema sdo mostradas na Figura 24 e cada
curva representa um experimento em separado. A curva A refere-se a titulacdo

potenciométrica do ATP e a curva B a do sistema ATP-ferro(lll).

0 2 4 6 8 10 12 14 16
a (mol KOH / mol ligante)

Figura 24. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema ternario BDBPH-
Fe(lll)-ATP- A - 0,050 mmol de ATP; B - 0,050 mmol de ATP e 0,050 mmol de
Fe(lll); C - 0,050 mmol de BDBPH; D - 0,050 mmol de BDBPH e 0,050 mmol de
Fe(lll); E - 0,050 mmol de BDBPH e 0,100 mmol de Fe(lll); F - 0,050 mmol de
BDBPH, 0,100 mmol de Fe(lll) e 0,050 mmol de ATP, todas em 50,0 mL de solucéo.

Os logaritmos das constantes protonacdao do ATP e de complexacdo do ATP
com ion ferro(lll), foram determinados e aparecem na Tabela 5, onde s&o
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comparados com os valores da literatura, esses valores estdo de acordo com os

encontrados na literatura.''®'"4

Tabela 5. Logaritmos das constantes de protonacao do ATP e de complexacao do
ATP com o ion ferro (lll). (A = ATP).

Quociente de Equilibrio Log K
[HA] / [A][H] 6,71(5)
[H2A] / [HA]H] 3,96(3)
[FeHA] / [FeA][H] 24,39(2)
[Fe(OH)A][H] /[ FeA] -4,14(7)
[Fe(OH).A][H] /[Fe(OH)A] -6,27(2)
[Fe(OH)3A][H] / [Fe(OH)2A] - 8,60(8)

A formacao dos complexos BDBPH-Ferro(lll) mono e binucleares, protonados,
nao protonados e espécies hidroxidas foram investigados, sob as condicbes
experimentais deste trabalho (Tabela 6).

Tabela 6. Logaritmos das constantes de estabilidade dos complexos BDBPH —
Fe(lll).

Quociente de Equilibrio Log K
[Fel] / [Fe][L] 32,37(5)
[FeHL] /[ FeL ]1[H] 9,91(9)
[FeH.L] /[ FeHL ][H] 7,05(7)
[Feol] / [FeL][Zn] 15,82(6)
[Fex(u-OH)L][H] / [FeoL] -3,57(8)
[Fea(u-O)L]H] / [Fea(u-OH)L] -6,91(5)
[Fea(u-O,u-OH)L][H] / [Fea(u-O)L] -9,33(4)
[Fea(u-0O)oL][H] / [Fe2(u-O,u-OH)L] -10,03(3)
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As curvas de equilibrio potenciométrico para o ligante BDBPH (curva C) e
para o ligante-metal nas proporcées 1:1 e 1:2 foram plotadas (curvas D e E) na
Figura 24. A curva D apresenta uma regidao tamponada longa até uma inflexao em a
= 6, indicando a neutralizacdo de seis prétons do ligante. Uma segunda regiao
tamponada aparece em valores de pH neutro, consumindo 1 mol de base por mol de
ligante e a terceira regidao tamponada aparece acima de pH 10.

Na curva E, a primeira regiao tamponada vai até a = 9, indicando que além da
neutralizacao dos oito prétons do ligante, ocorre a neutralizacdo um préton adicional.
Isso é atribuido a dissociacdo de uma molécula de agua ligada ao ion metélico
trivalente e formando uma ponte hidroxida que estabiliza o arranjo binuclear. O
segundo tampao aparece em pH neutro, onde mais um proton € neutralizado. Esse
préton é da ponte hidréxida, que se transforma numa ponte oxo.** A terceira regido
tamponada ocorre acima de pH 9 e esta relacionada com a formacao de espécies
hidréxidas.

A distribuicdo das espécies presentes nesses sistemas ligante-metal aparece
nas Figuras 25 e 26, para os sistemas 1:1 e 1:2, respectivamente. No sistema
BDBPH-Fe(lll) 1:1 (Figura 25), ndo ocorre formacdo de espécies hidroxidas, todos
os sitios de coordenacdo do ion metalico sdo ocupados pelo ligante. Em valores de
pH préximo de 8, predomina a espécie diprotonada, LFeH,, que s6 nao esta 100 %
formada porque a quantidade de metal € um pouco menor, havendo um pequeno
excesso de ligante. Em valores de pH mais elevados, predominam as espécies
monoprotonada (LFeH) e a ndo protonada (LFe).
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Figura 25. Diagrama de distribuicdo de espécies em funcado do pH para o sistema
BDBPH — Fe(lll), (1:1).

No sistema BDBPH-Fe(lll) 1:2 (Figura 26), a adicao de um segundo ion férrico
ao complexo mononuclear (LFe) para formar o binuclear (LFe,) é caracterizada por
uma constante de estabilidade mais baixa devido a desestabilizacao resultante da
repulsédo eletrostatica dos dois ions metalicos na cavidade do macrociclico (Tabela
6). Essa tendéncia também é observada em outros complexos macrociclicos.®*1%%
11.115122 Nesse sistema, o complexo binuclear (LFe,) est4 40 % formado em pH 3,2,
decrescendo em valores de pH maiores para dar espaco a espécie Yu-OH, LFes(u-
OH) (espécie binuclear com uma ponte hidroxida entre os ions metalicos). Nessa
espécie, a ponte hidroxida estabiliza o arranjo binuclear e o complexo esta 90 %
formado em pH 5,5. Apds a desprotonacdo da ponte hidroxida (u-OH) forma-se a
espécie p-oxo, LFex(u-O) (espécie binuclear com uma ponte oxo entre os ions
metalicos), que predomina em valores de pH mais elevados e esta 93 % formada em
pH 8,3. Acima de pH 8 forma-se ainda mais duas espécies: LFey(u-O,u-OH)
(espécie binuclear com uma ponte hidroxida e uma ponte oxo entre os ions
metdlicos) e LFex(u-O). (espécie binuclear com duas ponte oxo entre os ions

metalicos), sendo que a Gltima predomina em valores de pH acima de 9,6.'"°



78

100
1!Fe™
80 -
[72]
£ 607 H.L
N 8
o 4
0
< 404 Fe L
20 4
: LFe H
0 >~

Figura 26. Diagrama de distribuicdo de espécies em funcado do pH para o sistema
BDBPH — Fe(lll), (1:2).

A curva do sistema ternario BDBPH-Fe(lll)-ATP 1:2:1 (Figura 22, curva F)
apresenta um tampao longo que consome nove prétons, oito do ligante macrociclico
e um do ATP e um tampao adicional ndao bem definido, que consome um adicional
de dois protons. Um consumo adicional de dois protons indica a formagao possivel
de uma espécie u-OH, que sofre uma desprotonacdo produzindo a espécie H-0xo,
como foi observado no sistema BDBPH-Fe(lll), discutido anteriormente. Ap6s analise
das curvas com a ajuda do programa de computacdo BEST7 cinco espécies de
complexos ternarios foram encontradas onde LFe,A € o complexo ternario BDBPH-
Fe(lll)>-ATP desprotonado, LFe>,HA", é o complexo ternario protonado, LFe,(H.1)A" é
a espécie p-hidroxida, LFex(H.2)A% é a espécie p-oxo e LFesH.3A® é a espécie -
oxo p-hidroxida, (Esquema 6 eTabela 7).
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LFe,HA*
H+
LFe,** + A% LFe,A
H+
L = BDBPH LFe,(H.q)A"
A%+ = ATP
H+

LFey(H_1),A%

H+

LFey(H.1)3A%

Esquema 6. Formacao das espécies ternarias LFe,-ATP.

Tabela 7. Logaritmos das constantes de formacao para os complexos ternarios,
BDBPH-Fe(lll)-ATP.

Quociente de Equilibrio (Log K
[LFesA] / [ LFes™][A*] 16,85(3)
[LFeHA*] / [LFe-A][H*] 6,55(7)
[LFeo(H.1)A[H*] / [LFe2A] -7,79(2)
[LFea( H1)2A*][H"] / [LFez( H4)AT] -9,07(5)

(
[LFe2( H1)sA™IIH"] / [LFez( H.1)2A%] -9,90(4)
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O diagrama de distribuicdo das espécies detectadas no sistema BDBPH-
Fe(lll)-ATP é mostrado na Figura 27, as espécies ternarias comegcam a se formar a
partir do pH 3. A espécie protonada (LFe-HA") atinge o maximo de formacgéo (92%)
em pH 4,7, a espécie nao protonada (LFe2A) atinge um maximo de formacao (77 %)
em pH 6,9. Acima de pH 8 as espécies ponte predominam; a espécie p-hidréxida
(LFez(H-1)A") atinge um maximo de formacdo (68%) em pH 8,4, com a
desprotonacéo dessa ponte forma-se a espécie p-oxo (LFex(H.1)2A%) que esta 55%
formada em pH 9,5 e a espécie diponte p-oxo;p-hidréxida (LFez(H.1)sA*) esta 98 %

formada em pH 11,7.
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Figura 27. Diagrama de distribuicdo de espécies do sistema ternarioATP-Fe(lll)-
BDBPH na proporg¢éao 1:2:1, em funcdo do pH, onde LFe,A, é o complexo ternario
BDBPH-Fe(lll).-ATP, LFeHA" é a complexo ternario protonado e LFex(H.1)A,
LFea(H.1)2A%, LFex(H.1)sA% sdo as espécies hidréxidas do complexo ternario.
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4.2.5 Estudo de equilibrio potenciométrico do sistema ternario BMXD-Cu(ll)-
Peptideos (GG, AA e GL).

O sistema BMXD-Cu(ll)-GG foi estudado com detalhes e aparece na
literatura.’® Por se tratar de sistemas bem complexos e necessitando realizar os
estudos dos sistemas ternarios com os peptideos AA e GL, os mesmos
procedimentos foram realizados para os trés sistemas.

As curvas de titulacdo potenciométrica referente ao sistema ternario BMXD-
Cu(ll)-Peptideos (GG, AA e GL) sdo mostradas nas Figuras 28, 29 e 30 e cada curva

representa um experimento em separado.

pH

: T : T l T l T l T | T :
0 2 4 6 8 10 12 14
a (mol KOH / mol ligante)

Figura 28. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema ternario Cu(ll)-
BMXD-GG: A - 0,050 mmol de GG; B - 0,050 mmol de GG e 0,050 mmol de Cu(ll); C
- 0,050 mmol de BMXD; D - 0,050 mmol de BMXD e 0,050 mmol de Cu(ll); E - 0,050
mmol de BMXD e 0,100 mmol de Cu(ll); F - 0,050 mmol de BMXD, 0,100 mmol de
Cu(ll) e 0,050 mmol de GG, todas em 50mL de solucao.
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Figura 29. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema ternario BMXD-
Cu(ll)-AA: A - 0,050 mmol de AA; B - 0,050 mmol de AA e 0,050 mmol de Cu(ll); C -
0,050 mmol de BMXD; D - 0,050 mmol de BMXD e 0,050 mmol de Cu(ll); E - 0,050
mmol de BMXD e 0,100 mmol de Cu(ll); F - 0,050 mmol de BMXD, 0,100 mmol de
Cu(ll) e 0,050 mmol de AA, todas em 50mL de solucgéao.
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Figura 30. Curvas de equilibrio potenciométrico para o sistema ternario BMXD -
Cu(l)-GL: A - 0,050 mmol de GL; B - 0,050 mmol de GL e 0,050 mmol de Cu(ll); C -
0,050 mmol de BMXD; D - 0,050 mmol de BMXD e 0,050 mmol de Cu(ll); E - 0,050
mmol de BMXD e 0,100 mmol de Cu(ll); F - 0,050 mmol de BMXD, 0,100 mmol de
Cu(ll) e 0,050 mmol de GL, todas em 50mL de solugéao.

A curva de equilibrio potenciomético do ligante BMXD (curva C das Figuras
28, 29 e 30) apresenta uma inflexdo em a = 2, indicando o consumo de dois mols de
KOH por mol de ligante, que corresponde a neutralizacao de dois prétons do ligante
em valores de pH menores que 4,5. Na regido tamponada de a = 2 a a = 6, séo
consumidos mais quatro mols de KOH por mol de ligante correspondentes a
neutralizacdo de mais quatro prétons.

As curvas A nas Figuras 28, 29 e 30 representam as titulagdes da GG, AA e
da GL, respectivamente. Todas possuem um comportamento semelhante, com duas
regides tamponadas: uma em meio acido e outra em valores de pH de 8 a 9. Esses
tampdbes correspondem as neutralizacées dos protons do grupo carboxilico e do
grupo amino do peptideo. As curvas B representam as titulagbes potenciométricas
dos sistemas peptideo-cobre(ll). Em presenca do ion cobre(ll), ocorre uma inflexao
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em a = 3, correspondendo a neutralizacao de trés protons do dipeptideo, referente a
desprotonacao dos grupos carboxilico, amino e amida. O consumo adicional de base
indicado pela segunda regidao tamponada (8.5-10.5) é devido a formagdo de
espécies mono e dihidroxidas dos complexos peptideo-Cu(ll).

Os logaritmos das constantes de protonacdo do ligante BMXD e das
constantes de equilibrio das espécies formadas nos sistemas: BMXD-Cu(ll) (Tabela
8) e peptideos-Cu(ll) (Tabela 9), foram determinadas. Esses valores estdo em
concordancia com os valores encontradas na literatura para sistemas

anélogos_116,119—121

Tabela 8. Logaritmos das constantes de protonacdo do BMXD e de equilibrio das

espécies do sistema BMXD-Cu(ll).

Quociente de Equilibrio Log K

[HeL]/ [H5L][H] 3,19(2)
[HsL] / [H4L][H] 3,80(1)
[H4L]/ [H3L][H] 7,01(7)
[HaL]/ [HoL][H] 7,89(6)
[HoL] / [HLI[H] 8,70(3)
[HL] / [L][H] 9,49(5)
[LCu/[Cu][L] 13,65(7)
[LCuH] / [LCu][H] 8,38(4)
[ LCuH,] / [LCUH][H] 7,19(2)
[ LGUH3] /[ L CuH][H] 3.65(2)
[LCu (OH)][H] / [LCu] -8,98(4)
[ LCuz] / [CuLJ[L] 10,75(6)
[CuoL(OH)][H] /[ L Cus] -7,80(5

()
[ LCuz (OH)2][H] / [CusL(OH)]  -8,12(3)
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Tabela 9. Logaritmos das constantes de protonacéao dos dipeptideos e de equilibrio

das espécies nos sistemas dipeptideos-Cu(ll).

Quociente de AA GL
Equilibrio Log K Log K Log K

[HP]/[P][H] 8,10(3 8,17(5) 8,21(3)
[H2P] / [HP][H] 2,95(7 3,07(4) 3,13(2)
[CuP]/[Cu][P] 5,34(4 5,37(5) 5,60(5)
[Cu(HL)]H] /[ CuP ] -3,65 (7) -3,99(4) -4,60(7)
[Cu(OH)(HL)J[H] / [Cu(H.1L)][H] -8,89(2) -9,12(6) -9,33(8)
[Cu(OH)2(H.L)][HI/[Cu(OH)(H1L)] - 11,06(8) -11,17(3) _

As constantes de formacédo dos sistemas ternarios BMXD-Cu(ll)-dipeptideos

1:2:1 sdo definidas pelas Equacgbes 8-12, onde LCus*

+

é o complexo receptor

binuclearBMXD-Cu(ll), e P~ é a forma n&do-protonada dos peptideos. LCu,HP* é a

forma mono-protonada do complexo ternario e LCusH.1P?* é a forma do complexo

com o grupo amida, do peptideo, desprotonado. As espécies hidréxidas sdo a mono,

LCux(OH)H.P* e a dihidréxida, LCus(OH),H.P.

LCu** + P~ == LCu,P*
LCuP*" + H* LCu,HP**
LCu,P3* === LCuHP* + H*
LCuy(H.{)P?* ==== LCuy(OH)H,P* + H*
LCuy(OH)H_{P* === LCuy(OH),H_+P

[LCu,P3"]
[LCu*[P]

KH = [LCu,HP*]
T [LCu,P?*] [HY]

) [LCuy(H.4)P#][H"]
! [LCu,P3*]

KOH = [LCuy(H.4)P?*] [H*]
! [LCu,P3*]

KOH = [LCuy(H.)P#][H"]
e [LCu,P3

9)

(10)

(12)
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4.2.5.1 Sistema formado pelas espécies BMXD- Cu(l)-GG

A curva de titulagdo potenciométrica correspondente ao sistema BMXD-Cu(ll)-
GG 1:2:1 € mostrado na Figura 28 (curva F). A curva foi analisada, e foi detectada a
formagdo dos seguintes complexos: LCu;P%", LCus,HP**, LCusH.1P?* e LCu(OH),H.
1P®* onde x = 1, 2. Os equilibrios de formacdo desses complexos sdo definidos
pelas Equacdes 8 -12. As espécies detectadas sdo mostradas no Esquema 7 e os
valores das constantes dos equilibrios aparecem na Tabela 10 e sdo comparados

com os valores encontrados na literatura.''®'"

LCu,HP**

H+

LCu,* + P° LCu,P3*

H+

L = BMXD LCu,H._{P?*
P~ = peptideo

H+
LCu,(OH)H_{P*

H+

LCuy(OH),H_4P

Esquema 7. Formacao das espécies ternarias LCux-peptideo.



87

Tabela 10. Logaritmos das constantes de estabilidade para os complexos ternarios
BMXD-Cu(ll)-peptideos(GG, AA, GL).

Quociente de Equilibrio GG AA GL
Log K Log K Log K
[LCuP™] / [LCu,"][P” 8,13(4) 8,01(5) 5,61(2)
[LCuzHP*]/ [LCuP**][H"] 5,38(7) 5,45(4) -
[LCuzH+P*][H] / [LCUP*"] -6,32(2) -6,92(8) -7,21(5)
[LCuH.+(OH)P*] / [LCu,H..P*] -8,19(7) -8,35(6) -9,80(3)
[LCuzH.1(OH)zP] / [LCuH.{(OH)P']  -10,35(2) -10,48(9) -

A espécie LCusH.1P?* é formulada como o complexo contendo o peptideo
desprotonado ao invés de um complexo hidroxo. A desprotonagéo da ligacdo amida
em peptideos pela coordenacao do ion Cu(ll) ocorre em valores de pH baixos ou
levemente acidos, enquanto que a formacado de espécies hidréxidas ocorre em
valores de pH basicos.** A desprotonacdo da GL (7,21) ocorre em pH mais elevado
do que a AA (6,92) e a GG (6,32). O aumento do impedimento espacial do peptideo
na coordenacdo, na cavidade do complexo receptor, pelo acréscimo de um grupo
metila, CHs, e um grupo terc-butila, (CH3)3C, a GG parece dificultar a coordenacao
do peptideo ao centro bimetalico de cobre(ll), elevando o pH da desprotonacéo.
Além disso, a associacdo do dipeptideo também diminui, como mostram as
constantes de associacdo para a GG (8,13), AA (8,01) e GL (5,61). Esse
comportamento também é observado na desprotonacédo da ligacao amida pelo ion
Cu(ll) na formacao do complexo CuP (-3,65, -3,99 e -4,60, para GG, AA e GL,
respectivamente, Tabela 9). O valor ligeiramente alcalino para a desprotonacao da
amida na glicil-I-leucina ndo é unico. Registros de complexos binarios do 2,2’ bipiridil
e glicil derivados, mostram que a desprotonacdo do grupo amida ocorre com pK" =
7,71 = 0,06 (glicinamida); 7,77 + 0,04 (gliciglicinato), 7,4 + 0,02 (gliciglicinamida);
8,17 + 0,13 (triglicinato) e 7,5 + 0,01(tetraglicinato).”’’ Estudos dos sistemas
cobre(ll)-histamina ou histidina-dipeptideos também mostram que a desprotonacao
da ligagdo amida de dipeptideos ocorre com pK™ = 7,49 (L = glicilglicina); 7,64 (L
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=glicil-l-alanina) e 8,06 (L = glicil-l-leucina) para o sistema cobre (ll) histamina
dipeptideo a 37 °C.'%

Pelo diagrama de distribuicdo das espécies para o sistema BMXD-Cu(ll)-GG
(Figura 31), observamos que a coordenagdo do peptideo comeca no pH 2 e o
complexo protonado, LCuHP*, atinge o maximo de formacdo (91%) a pH 3,4,
decrescendo em valores maiores de pH, dando espacgo para a formacao da espécie
LCu,P®*", que atinge o maximo de formagao (57%) a pH 5,8 e decresce a valores de
pH mais altos onde a espécie amida desprotonada, LCu,H.{P?* aumenta e chega a
um maximo a pH 7,3 com 80% de formacdo. Em valores de pH mais elevados
aparece a espécie monohidréxida, LCu.H.1(OH)P*, que atinge o maximo de
formacao a pH 9,3, quando esta 85% formada, e a espécie dihidréxida, LCuxH.

1(OH).P, predomina a valores de pH acima de 10,5.
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Figura 31. Diagrama de distribuicAo das espécies presentes no sistema BMXD -

Cu(Il)-GG na proporcao 1: 2:1.

4.2.5.2 Sistema formado pelas espécies BMXD-Cu(ll)-AA

As curvas de titulacdo potenciométrica para este sistema estao representadas
na Figura 29. Elas s&o similares ao sistema BMXD-Cu(ll)-GG (Figura 28). As
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constantes de equilibrios definidos pelas Equacgdes 8-12, foram determinadas e séo
mostradas na Tabela 10. Esses resultados similares aos obtidos para o sistema da
GG, sugerem que a presenca de um metil substituinte na estrutura do dipeptideo
afeta muito pouco a estabilidade do complexo.’*'"? No diagrama de distribuicao das
espécies (Figura 32), a espécie LCu,P** tem um maximo de formacdo em pH 6,2
onde estd 71% formada. Ela diminui em valores de pH mais baixos para formar a
espécie protonada, LCu,HP*", que esta 91% formada em pH 3,5. A espécie amida
desprotonada, LCu;H.P?*, atinge o maximo de formacdo (71%) em pH 7,6 e
decresce em valores de pH mais elevados, originando as espécies hidréxidas :
LCuzH.1(OH)P* e LCuzH.1(OH).P. A espécies monohidréxida predomina em valores
de pH acima de 8,5, atingindo um maximo de formacao em pH 9,4 onde esta 84 %
formada e decresce em valores de pH mais elevados, dando espaco para a
formacao da espécie dihidroxida, que predomina acima de pH 8,4
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Figura 32. Diagrama de distribuicdo das espécies presentes no sistema BMXD-
Cu(Il)-AA na proporgao 1:2:1.
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4.2.5.3 Sistema formado pelas espécies BMXD-Cu(Il)-GL

As espécies detectadas neste sistema estdo representadas no esquema 7 e
as curvas de distribuicdo dessas espécies sdao mostradas na Figura 33. As
constantes dos equilibrios definidas pelas Equagdes 8, 10 e 11 aparecem na Tabela
10. A associacdo da GL ao complexo receptor (5,61) € 2,5 unidades logaritmicas
menor do que as associacdes dos dipeptideos GG e AA (Tabela 10, em contraste
com os resultados observados para as interacées dos dipeptideos com o ion Cu(ll)
livre, que apresentam valores da constante de associagdo similares nos trés
casos.'’® A baixa constante de associacdo do substrato GL ao complexo receptor
reflete um comportamento de reconhecimento molecular, onde o substrato mais
volumoso interage mais fracamente com o centro bimetdlico do complexo receptor.
Como conseqiiéncia de sua menor estabilidade, os complexos ternarios deste
sistema comecam a se formar em valores de pH mais elevados. Pelo diagrama de
distribuicdo das espécies (Figura 33) observa-se que a espécie protonada ndo se
forma e espécie LCu,P®* estd somente 49% em pH 6,6. A espécie amida
desprotonada, LCu,H.{P?*, atinge o maximo de 64% em pH 8,2 e a espécie
hidroxida, LCuzH.1(OH)P*, estad somente 26% formada no pH 10,8. Uma boa parte
dos complexos receptores ficam em solucdo sem o substrato associado (néo
mostrados na figura).
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Figura 33. Diagrama de distribuicdo das espécies ternarias presentes no sistema
BMXD-Cu(Il)-GL na proporgao 1:2:1.

4.2.6 Estudos de equilibrio potenciométrico do complexo binuclear de ferro(lll)
[Fea(HPCINOL)2(SO4)2(1-O)] (1)

A titulacdo potenciométrica foi realizada com o intuito de avaliar o
comportamento do complexo 1, em solugdo aquosa. A estrutura cristalina desse
complexo (Figura 11) revela a auséncia de moléculas de agua coordenada aos ions
ferro. Esses experimentos foram realizados para avaliar a presenca de moléculas de
agua coordenadas aos centros metalicos, quando o complexo se encontra em
solucéo.

A curva de titulagdo potenciométrica (Figura 34) apresenta duas regides

tamponadas,dea=0aa=2edea=2aa=4.
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Figura 34. Curvas de titulacao potenciométrica para o sistema binario complexo (1) —
Substrato (ATP e GG).

A solubilizagcdo do complexo em agua resulta na substituicio dos grupos
sulfatos, que sao liberados da esfera de coordenacao do centro bimetalico, dando
lugar a duas moléculas de agua, formando a espécie diaquo. Quatro equilibrios
acido-basicos foram detectados. Eles sao interpretados como sendo a
desprotonacao de duas moléculas de agua coordenadas ao centro bimetdlico, na
primeira regido tamponada, e a desprotonacdo dos dois bragos alcodlicos do
complexo dimero, na segunda regido tamponada (Esquema 8).
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Esquema 8. Proposta para os equilibrios observados para o complexo (1).

Os logaritmos das constantes dos equilibrios detectados foram calculados e
aparecem na Tabela 11. Essas constantes foram utilizadas para gerar as curvas de
distribuicao das espécies detectadas, que sao mostradas na Figura 35 e Esquema 8.
A concentracao da espécie diaquo, espécie A, que se forma em valores de pH bem
acidos, decresce com o aumento do pH, dando espaco para a formacao da espécie
hidroxida B, que atinge um maximo de formagéo de 75 % em pH 3,5. Aumentando-
se 0 pH, essa espécie decresce e se forma a espécie dihidroxida, espécie C,
proveniente da desprotonacao da segunda molécula de H.O coordenada ao centro
bimetélico. Essa espécie apresenta um maximo de formacdo de 97 % em pH 6,2.
Em valores de pH mais elevados tem-se as espécies alcooxidas desprotonadas
(desprotonacao do grupo alcool do ligante) que se formam pela desprotonagcédo de
um alcool em cada molécula de ligante do complexo dimero. A espécie
monoalcooxida desprotonada, espécie D, atinge um maximo de formacao de 47 %
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em pH 8,3, e a espécie dialcodxida desprotonada, espécie E, predomina em valores
de pH maiores que 8,7, atingindo 100 % de formacao em pH 11.

Tabela 11. Logaritmos das constantes de equilibrio do complexo (1).

Quociente de equilibrio Log K
[Fe2(OH2)(OH)L2][H"] / [Fe2(OHy)zLe] -2,70 (3)
[Fe2(OH)2L2][H'] / [Fe2(OH2)(OH)L] -4,34 (5)
[Fe2(OH)2(H-1)L2][H7] / [Fea(OH)aL 2] -8,07 (4)
[Fea(OH)2(H-1)2Lo][H™] / [Fea(OH)2(H-1)L2]  -8,58 (2)
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Figura 35. Diagrama de distribuicdo das espécies para o complexo 1 em fungéao do
pH. Onde A = [Fex(OHy)sLz], B = [Fex(OHo)(OH)Ly], C = [Fex(OH).Lz], D =
[Feo(OH)2(H.1)L2], E = [Fea(OH)2(H-1)2L2].



95

4.2.6.1 Estudo de equilibrio das associacdes do ATP e da GG com o complexo (1)

Nesta etapa, sao descritas, as associacées dos substratos: 5’ trifosfato de
adenosina (ATP) e glicilglicina (GG) com o complexo binuclear de ferro(lll). As
curvas de titulacao potenciométrica aparecem na Figura 34. A curva 1 € a curva do
complexo sozinho e as outras duas sdo as curvas do complexo na presenga do ATP
(curva vermelha), e da glicilglicina (curva verde). A curva vermelha (1 + ATP) néo é
coincidente com a curva 1 desde valores de pH menores do que 4,0, indicando que
a associagao do ATP ja ocorre em valores de pH baixos. Acurva1eacurval + GG
apresentam uma regido tamponada no intervalo de pH de 3,6 até 5,0; com uma
inflexdo em a = 2 mols de base por mol de ligante. Elas sao coincidentes até pH 6,0;
indicando que na associacdao da glicilglicina ocorre a formacdo de uma espécie
protonada. A neutralizagao adicional de trés prétons, além do préton do substrato,
na regiao tamponada que vai do pH 7,7 até 10; indica que na associacao da
glicilglicina pelo complexo 1, ocorre a formagdo de espécies desprotonadas e
hidréxidas. O mesmo é observado para a curva de 1 + ATP, onde o consumo
adicional de base para neutralizar trés prétons, além dos dois do substrato, na
regiao tamponada que vai do pH 8,0 até 10, indica que na associacdo do ATP pelo
complexo 1, ocorre a formacao de espécies desprotonadas e hidréxidas.

Os valores dos logaritimos das constantes de equilibrio aparecem na Tabela
12. A associacao do ATP (10,80) ao complexo 1 & duas unidades logaritmas maior
do que a associacado da glicilglicina (8,76), devido a interacao do ATP ocorrer na
parte fosfato com o centro bimetélico de ferro(lll) (um ion duro que interage muito
bem com bases duras como o trifosfato). Essas constantes foram utilizadas na

obtencéao das curvas de distribuicao das espécies detectadas (Figuras 36 e 37).
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Tabela 12. Logaritmos das constantes de equilibrio para o sistema binario complexo
(1) + substrato (ATP, GG).

Quociente de ATP Glicilglicina
Equilibrio Log K Log K
[C+1S ]/[C4][S] 10,80(7) 8,76(3)
[C1HS]/ [C4S][H] 4,02(5) 4,21(2)
[C1(OH)S][H] / [C+1S] 4,32 (5) 4,29 (6)
[C1(OH)(H-1)S][H] / [C1 (OH)S] -7,82(7) -7,92(4)

A associagcdo do ATP com o complexo 1, forma o C4S (C1ATP), que esta 40
% formado em pH 4,2. Esse complexo sofre uma protonacdo no ATP associado
(pKa = 4,02) formando a espécie protonada, C{HS (C{HATP), que atinge um maximo
de formacéao de 93 % em pH = 2,4. Em valores de pH acima de 4,2; a espécie CS
(C+ATP) decresce e a espécie hidréxida C1(OH)S (C1(OH)ATP) passa a predominar
em solucdo. Essa espécie se forma pela dissociagdo de uma molécula de agua
coordenada ao centro bimetalico de ferro (lll) e predomina no intervalo de pH 4,2 -
7,7, atingindo um maximo de 93,5 % formada em pH 6,0 (Figura 36). No intervalo de
pH 7,8-9,0; predomina a espécie com o brago alcodlico desprotonado (pKa = 7,82),
C1(OH)(H-1)S (C(OH)H.{ATP). A partir de pH neutro o substrato comeca a se soltar
do complexo receptor, forcado pela dissociagdo de mais uma agua que vai se
coordenando e pela desprotonacdo do segundo brago alcodlico. Esses dois
fenbmenos combinados empurram o substrato para a solugcao, que fica 100 % solto
em pH 11. O complexo 1 fica entdo, na forma de uma espécie dihidréxida e com os
dois bracos alcodlicos desprotonados e coordenados, C1(OH)2(H.1).. Essa espécie

predomina em valores de pH maiores do que 9,0.
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Figura 36. Gréfico de distribuicado das espécies formadas pela associacdo do ATP
com o complexo 1 (C4) em funcdo do pH, onde C/ATP é o complexo binario
formado, C{HATP é a espécie protonada, C{(OH)ATP é uma espécie hidroxida e a
outra espécie hidroxida é a C{(OH)H.{ATP que apresenta um braco alcoodlico

desprotonado.
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Figura 37. Grafico de distribuicdo das espécies formadas pela associacdo da GG
com o complexo 1 (C1) em fungéo do pH, onde C1GG é o complexo binario formado,
CiHGG ¢é a espécie protonada, C{(OH)GG é uma espécie hidréxida e a outra
espécie hidroxida é a C1(OH)H_1S, que apresenta um brago alcodlico desprotonado.

A Figua 37 mostra as espécies detectadas no sistema complexo 1 - GG. A
associagao da GG com o complexo 1 forma o C1GG, que esta apenas 20 % formado
em pH 4,1. Esse complexo sofre uma protonacdo na GG associada (pKa = 4,21,
Tabela 1) formando a espécie protonada, C{HGG, que atinge um maximo de
formagéo de 70 % em pH = 2,7. Em valores de pH acima de 4,2; a espécie C:GG
decresce e a espécie hidréxida passa a predominar em solucdo. Assim como no
sistema com o ATP, essa espécie se forma pela dissociacdo de uma molécula de
agua coordenada ao centro bimetalico de ferro(lll) e predomina no intervalo de pH
4,2-7,8, atingindo um maximo de 57 % formada em pH 6,0. Essa espécie esta
menos formada do que no sistema com o ATP. Isso € um reflexo da constante de
associacao da glicilglicina ser duas unidades logaritmas menor do que a constante
de associacado do ATP. Em valores de pH mais elevados, essa espécie decresce,
dando espaco para a formacao da espécie com o braco alcodlico desprotonado (pKa
= 7,92), C1(OH)H.1GG. A partir de pH neutro o substrato comeca a se soltar do
complexo receptor, forcado pela dissociacdo de mais uma agua que vai se
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coordenando e pela desprotonacdo do segundo braco alcodlico. Assim como foi
observado anteriormente com o ATP, esses dois fenbmenos combinados empurram
o substrato para a solugao, que fica 100 % solto em pH 11. O complexo 1 fica entao
sozinho, na forma de uma espécie dihidroxida e com os dois bracos alcodlicos
desprotonados e coordenados, C1(OH)2(H.1)2.. Essa espécie predomina em valores
de pH maiores do que 8,5.

4.2.7 Estudos de equilibrio potenciométrico do complexo binuclear de niquel
[Ni2(HBPCINOL)2(OAC)](CIO4) (2)

Os estudos de titulacdo potenciométrica do complexo 2 foram realizados em
solucao etanol/agua (70:30% v/v) devido a baixa solubilidade do mesmo em agua. A
estrutura cristalina desse complexo (Figura 12) revela a auséncia de moléculas de
agua coordenada aos fons niquel.'”™ Esses experimentos foram realizados para
verificar a presenca de moléculas de agua coordenadas aos centros metalicos,
quando o complexo se encontra em solug¢édo. Devido a labilidade dos grupos ponte,
estes podem ser substituidos por moléculas de agua, que podem se dissociarem
gerando hidroxido-complexos.

Em um complexo de ferro (lll), [Feo(BPCINOL)>(OAc)]*, do mesmo ligante
(H2BPCINOL) foi reportado que o grupo ponte acetato (OAc) foi deslocado por
moléculas de agua em solucado. A recristalizacao desse complexo em metanol/agua
resultou na formacdo do complexo diaquo [Fex(BPCINOL)2(H20)o]" que foi
caracterizado por difracéo de raios X.'*

A curva de titulacdo potenciométrica do complexo 2 apresenta duas regides
tamponadas, uma no intervalo de pH 4-5 e a outra acima de pH 8 (Figura 38).



100

12
10 \
2+ GG
8 2+ ATP
I
o
6 -
1 [Ni_(HBPCINOL) (OAC)(CIO,) 2
4 -
! I ! | ! ]

-4 -2 0 2
a (mol KOH / mol ligante)

Figura 38. Curvas de titulacao potenciométrica para o sistema binario complexo (2) —
Substrato (ATP e GG).

A regido tamponada 4cida pode ser atribuida aos equilibrios HOAc/OAc e
fenol/fenolato, sugerindo que o complexo binuclear pode ser ‘quebrado’ em
condicées acida/neutra de pH, resultando em compostos mononucleares. Essa
proposta esta de acordo com as analises de espectrometria de massas por
eletrospray (ESI-MS), que mostra o ion mononuclear [Ni(H.BPCINOL)2(OAc)]* (m/z =
423) em equilibrio com os ions binucleares [Nio(HBPCINOL),(OAc)]® e
[Ni2(HBPCINOL)2(ClO4)]" em solugéo ( ver secéo 4.3.4).

Em valores de pH &cido os grupos acetato e o do fenolato do ligante,
coordenado com o ion metalico, sao protonados (pKa 4,98, 5,35 e 6,12,
respectivamente (Tabela 13), resultando na ‘quebra’ da unidade binuclear
[Ni2(HBPCINOL)>(OAc)]" (Esquema 9, composto F). O pKa = 4,98 é atribuido ao
equilibrio envolvendo as espécies HOAc/OAc'. A presenca do ion OAc resulta na
formacao do composto mononuclear contendo acetato coordenado (Esquema 9,

composto G).
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Tabela 13. Logaritmos das constantes de equilibrio do complexo (2).

Quociente de equilibrio Log K
[Ni2(OH)(OH2)Lz] [H'] / [Ni2(OHz)2L2] -9,68 (7)
[Niz(OH)2L2][H'] / [Ni2(OH)(OHz)L2] -10,29 (2)
[Ni2(OH)2HL2] / [Ni2(OH)2L2][H'] 6,12 (3)
[Ni(OAc)HL + NiHL] / [Niz(OH)2HLo][H™] 5,35 (3)
[HOAC] / [OAc][H'] 4,98 (8)

Como o composto inicial [Nio(HBPCINOL)>(OAc)]* tem o grupo acetato
ponteando os dois ions niquel, o composto mononuclear [Ni(H.BPCINOL)(H20):]
(composto F) deve coexistir em solugdo com o composto G. Sob as condicdes
empregadas nesse estudo, moléculas de agua estdo coordenadas, mantendo os
ions niquel hexacoordenado, uma vez que equilibrios de protonacao/desprotonacao
consistentes com espécies aquo/hidroxo foram observadas em valores de pH mais
alto.

A protonacao dos grupos fenolatos leva a quebra do arranjo binuclear e a
formagéo das espécies mononucleares F e G. A existéncia de dois valores distintos
de pKa, 5,35 e 6,12 (Tabela 13) indica a presenca em solu¢do de dois compostos
mononucleares diferentes (Esquema 9, compostos F e G). A desprotonacado do

primeiro fenol (pKa = 5,35) resulta no composto binuclear monoponte
[Niz(HBPCINOL)(H2BPCINOL)(H-0)s]** (Esquema 9, composto H). A desprotonacéo
do segundo (pKa = 6,12) resulta no composto binuclear diponte

[Nio(HBPCINOL)»(H20),]%* (Esquema 9, composto 1), que é a espécie predominante
na faixa de pH, que vai de 6,12 a 9,68 (Figura 39).

Pelo diagrama de espécies (Figura 39) observamos que o primeiro equilibrio
de protonacao/desprotonacdo envolvendo as moléculas de agua (Esquema 9,
composto J) tem um valor de pKa = 9,68 para a primeira molécula de agua. Acima
desse valor a espécie aquo/hidroxo predomina, alcancando o maximo de 50% no pH
10,00.
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Esquema 9. Proposta das espécies presentes em solucédo etanol/agua (70:30% Vv/v)
em diferentes pH'’s.*°

O pKa da segunda molécula de agua é de 10,29, formando a espécie
dihidroxo [Ni2(HBPCINOL),(OH),] (Esquema 9, composto K).

Comparando os valores de pKa das moléculas de agua desse complexo de
niquel (ll) com os valores de pKa das moléculas de agua do complexo de ferro(lll),
[Feo(BPCINOL)2(H20)2]* (pKay = 5,00; pKaz = 7,03),'** confirma-se a maior acidez de
Lewis para o ion ferro(lll). Portanto, a presenca de moléculas de agua coordenadas
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aos ions niquel, sob condi¢des basicas, foi confirmada e esse complexo binuclear de

niquel esta sendo estudado como um possivel modelo para a urease.'’

100
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Figura 39. Diagrama de distribuicao de espécies em fung¢do do pH para o complexo

(2) [Ni2(HBPCINOL)2(OAc)]*. Onde F = [Ni(H:BPCINOL)(H:0).%; G =
[Niz(Ho.BPCINOL)(OAC)(H20)]"; H = [Niz(HBPCINOL)(H2BPCINOL)(H,0)sl*; 1 =
[Ni(HBPCINOL)»(Hz20)2*: J =  [Nia(HBPCINOL)»(H:0)(OH)]'; K =
[Niz(HBPCINOL)5(OH),].

4.2.7.1 Estudo de equilibrio das associacées do ATP e da GG com o complexo (2).

As curvas de titulacdo potenciométrica desses sistemas complexo-substrato
sdo mostradas na Figuras 38. As inflexdes nas curvas nos fornecem informacgdes
qualitativas sobre a estequiometria da solucdo. Os dados experimentais foram
tratados e as constantes dos equilibrios detectados foram calculadas (Tabela 14).
Diferentemente do complexo 1, o complexo 2 mostra uma maior afinidade pela
glicilglicina em relagdo ao ATP, como mostra as constantes de associagéo do ATP e
da GG (Tabela 14). A constante de associagdo do ATP ao complexo receptor (log K
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= 4,41) é quatro unidades logaritmas e meia menor do que a constante de

associacao da glicilglicina (log K = 9,07).

Tabela 14. Logaritmos das constantes de equilibrio para o sistema binario complexo
(2) + substrato (ATP, GG).

Quociente de ATP Glicilglicina
Equilibrio Log K Log K
[C2S ]/ [Co][S] 4,41(8) 9,07(4)
[CoH.4S][H ]/ [C2S] -10,09(5) -7,10 (6)
[C2H.1(OH)S][H] / [CoH-1S] -- -9,72(4)
[C2H_1(OH).S][/ [C2H-1(OH)S] -- -10,24(2)

As constantes de equilibrios determinadas foram utilizadas para o calculo das
curvas de distribuicdo das espécies presentes nesses sistemas (Figura 40 e 41).
Nessas figuras aparecem somente as espécies binarias: complexo 2 + substrato.
Como ja foi mostrado (ver secéo 4.2.7), em valores de pH acido, o complexo 2 sofre
uma ‘ruptura’ com a formacdo de complexos mononucleares. A associagao do ATP
com o complexo binuclear 2 s6 ocorre em valores de pH neutro e alcalino. Para a
GG a associacao s6 ocorre a partir do pH 5, que é onde comeca a formar o
complexo binuclear. O complexo 2 ao associar o ATP forma somente duas espécies,
o complexo binario CoATP, com um maximo de 55% no pH 9,3 e a espécie hidréxida
CoH.1ATP (C2(OH)ATP), que é o complexo 2 associado ao ATP com uma agua
desprotonada (pKa = 10,09), com formag¢do maxima de 80% no pH 11,8 (Figura 40).
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Figura 40. Gréfico de distribuicao das espécies formadas pela associacdo do ATP
com o complexo (2) (Co) em funcdo do pH, onde C,ATP é o complexo binario
formado, CoH.{ATP (C2(OH)ATP) é a espécie hidréxida.

A Figua 41 mostra as espécies detectadas no sistema complexo 2 - GG. A
associagcao da GG com o complexo 1 forma o complexo binario C1{GG, que esta 72
% formado no pH 6,3. Esse complexo sofre uma desprotonacdao na GG associada
(pKa = 7,10 Tabela 14) formando a espécie, CiH.1GG, que atinge um maximo de
formacao de 94 % em pH = 8,6. Em valores de pH mais elevados, essa espécie
decresce, dando espaco para a formacao das espécies hidroxido. A desprotonacao
da primeira agua (pKa = 9,72), forma a espécie C.H.1(OH)GG, que esta 21%
formada no pH 9,9. Com o aumento do pH ocorre a desprotonacao da segunda
agua coordenada (pKa = 10,24), que forma a espécie CoH.1(OH).GG que esta 99%
formado no pH 11,8 (ver secdo 4.2.7).
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Figura 41. Grafico de distribuicdo das espécies formadas pela associacdo da GG
com o complexo (2) (C.) em funcdo do pH, onde C.GG é o complexo binario
formado, C,H..GG é a espécie binaria com a GG desprotonada, a espécie CoH.
1(OH)GG é a espécie hidroxida e a espécie CoH.1(OH).GG € a dihidroxida.
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4.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS POR “ELECTROSPRAY” (ESI-MS)

4.3.1 Sistema [(BDBPH)Zn",] — dipeptideos (GG eAA)

As espécies em solucdo do ligante BDBPH, do complexo [(BDBPH)Zn";* e
das associagbes desse complexo com os dipeptideos glicilglicina (GG) e dl-alanil-dI-
alanina (AA) foi investigado por espectrometria de massas por “eletrospray” (ESI-
MS), uma técnica conveniente para estudos de compostos pouco volateis. Embora,
em geral, os ions pré-existentes em fase liquida sejam observados através dos
espectros, outros podem ser produzidos durante a formacao do “electrospray”. O
surgimento destas novas espécies € dependente da composicdo da solucao —
solvente, pH, presenca de supressores — e das condi¢cdes da fonte de “electrospray”
— voltagem do cone, tensdes no capilar, contra-eletrodo e lentes e vazao dos
gases.® Estes fatores devem ser cuidadosamente considerados ja que alteracdes
nestes parametros costumam levar a uma interpretagdo equivocada da composicao
da solucéao original. Durante a ionizagéao por “electrospray”, trés tipos de ions podem
ser gerados: ions moleculares, moléculas protonadas/desprotonadas (ions quasi-
moleculares) e moléculas cationizadas ou anionizadas. A extensao com a qual cada
um destes ions é formado pode ser compreendida em termos do balanco entre trés
processos essencialmente distintos, que ocorrem no interior do capilar: reagdes
redox (oxidagdo/reducdo), que produzem ions moleculares (M**) ou (M™); reacbes
acido/base (protonacao/desprotonacédo), que resultam na formagdo de moléculas
protonadas ([M+H]*) ou desprotonadas [M-H]) e, coordenacdo (formacdo de
aductos) com cations (geralmente os da familia 1A) ou &nions (principalmente
cloretos), que leva a formacdo de moléculas cationizadas ([M+Na]*, [M+K]", ou
anionizadas [M+CI] etc).®’

O espectro de massas do ligante BDBPH (Figura 42) no modo positivo foi
feito em solucdo de agua:acetonitrila:acido férmico (50:49,9:0,1 % v/v), pH 10,6,
onde o ligante esta na forma neutra (H.L, Figura 10), revela que além do pico m/z
471 ([BDBPH + HJ"), que é o BDBPH protonado com carga +1, tem outros picos,
provavelmente de fragmentacdes do ligante, formagcdo de dimeros, trimeros, assim
como combinacdes desses compostos com contra-ions do ligante (Br).'"® Na
interpretacdo dos dados foram considerados somente os picos dos compostos ou
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espécies estudadas nesse trabalho, os picos dos compostos que sofrem
fragmentacdo ou combinacdo com outros constituintes da solucdo nao serao
considerados aqui.

Um dos grandes problemas no “electrospray” é a falta de linearidade da
intensidade com a concentracdo. A vazao da amostra, do gas nebulizante, do gés
secante e a distancia da ponta do capilar ao contra eletrodo sdo parametros que
afetam a estabilidade do “electrospray” e, portanto, a formagao das espécies na fase
gasosa.®® No entanto, estes sdo facilmente controlados para se obter um fluxo de
amostra constante. Ja a presenca de outros eletrélitos na solugdo nao é facil de ser
controlada e compromete a linearidade de resposta da intensidade de um pico em
funcdo da concentracdo. A secado linear do “electrospray” trabalha numa faixa
estreita de concentracdo (de 10°a 10 mol.L™"). Todavia, esta linearidade pode ser
prejudicada se outros eletrélitos estiverem presentes

nasolugao.?+®

471

\

383 432

766
622 675

530 863
333

H«MM ‘ tallocd d Wi ke : m/z
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Figura 42. ESI-MS no modo positivo de 1,0.10* M do BDBPH em solucgéo de &gua,
acetonitrila e acido formico (50:49,9:0,1 % v/v) (pH = 10,6 tampao CHES) Vc =70V,
m/z 471 ((BDBPH + HJ").
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A espectrometria de massas é por definicdo; uma técnica capaz de
determinar a abundancia isotépica ou padrdo isotépico de ions atdbmicos ou
moleculares.®® Para todos os compostos analisados nessa etapa, foi feito um estudo
para determinar o seu padrdo isotdpico, onde compara-se 0s espectros obtidos
experimentalmente com os espectros simulados no software MassLynx® 4.0. No
espectro de massas do complexo binuclear [(BDBPH)Zn";]** (Figura 43),
destacamos os picos m/z 268, que é o complexo mononuclear [(BDBPH)Zn" +
2H*?* (1); m/z 300 é o complexo binuclear [(BDBPH)Zn'";]?*(2); m/z 617, complexo
binuclear hidroxido [(BDBPH)Zn'; (OH)]* (3); m/z 633, complexo binuclear aquo-
hidréxido [(BDBPH)Zn"; (H.0)(OH)]* (4); m/z 679, complexo binuclear com uma
ponte brometo entre os ions Zn(ll) [(BDBPH)Zn";(Br)]*(5). Todas essas espécies
foram observadas nos estudos potenciométricos do como BDBPH-Zn 1:1 e 1:2.(ver
asecao 4.2.2)

— =15 o - . — +
NH O HN NH Q HN NH Q HN
VAY: Ay 616 FAY
HN---zn Zn----NH HN---27 Zi----NH 933 HN-- =70 Zriz---NH
AT HO HOT5, O
EC N NH O HN NH O HN
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@ T @ 411 |43 617 | @
_ g
300 379 [ s
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NH O HN
(7T 235 \
A ~——— "6 AT
o 215 301 g e
---Zn-BrZn---|
356 e 681
NH O HN
L ] 200 432
(1 483
3994L1 633 — —
’ (5)
_HH.‘.L‘J“,L,“‘LJ.LH rrrrrrrrr . »,“,.L,‘Juu Jr‘,w” RSNS——. “MJHM‘MM“ m/z
100 200 300 400 500 600 700 800

Figura 43. ESI-MS no modo positivo de 1,0.10* M do complexo [(BDBPH)Zn":]** em
agua, acetonitrila e acido férmico (50:49,9:0,1 % v/v) (pH = 9, tampao CHES) Vc =
80 V. (Vc = voltagem do cone).
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A ampliacédo do picos m/z 268, 300, 633 e 679 (Figura 44a) revela os detalhes
isotépicos; nos espectros dos picos m/z 267 e 299, os picos adjacentes sdo de ions
que diferem por 0,5 unidades de massa, que corresponde a uma carga +2, nos
picos m/z633 e 679, os picos adjacentes sao de ions que diferem por uma unidade
de massa que corresponde a uma carga +1. A concordancia entre os padroes
isotépicos dos espectros obtidos experimentalmente (Figura 44a) e dos espectros
simulados (Figura 44b), assim como para todos os compostos analisados nessa

etapa, nos permite inferir sobre os mais provaveis ions em solugéo.'**
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Figura 44. (a) Regiao ampliada dos picos m/z 267, 299, 633 e 679 no ESI-MS do
complexo [(BDBPH)Zn";] 2*(Figura 43). (b) ESI-MS dos picos m/z 267, 299, 633 e
679 simulados no software MassLynx® 4.0. (% = Intensidade relativa).
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Os espectros de massa do sistema ternario BDBPH-Zn"-dipeptideos (GG e
AA), sdo apresentados nas Figura 45 e 46, respectivamente. Para o sistema
BDBPH-Zn"-GG (Figura 45) destacamos os picos 134, 374, 430, 439, 471 e 732. O
pico m/z 134, corresponde ao fon molecular [GG + 2H']** (dipeptideo GG
diprotonado), pico m/z 374, corresponde ao fon [(BDBPH)Zn"»(HGG)(H.O)J**
(complexo binuclear associando uma molécula de GG e uma molécula de agua),
pico m/z 430, do ion [(BDBPH)Zn">;(HGG)2]?* (complexo binuclear associando duas
moléculas de GG), m/z 439 da espécie [(BDBPH)Zn";(HGG)2(H20)]* (complexo
binuclear associando duas moléculas de GG e uma de agua). Szpoganicz e
colaboradores reportaram que no fon molecular [(BMXD)Cu'>(GG), — H]* também é
observado a associacdo de duas moléculas de GG ao complexo binuclear
[(BMXD)Cu')]*,' m/z 732 da espécie [(BDBPH)Zn'">,(HGG)]* (complexo binuclear
associando uma molécula de GG) além do pico m/z 471, da espécie [(BDBPH) + H]*
(ligante BDBPH protonado).

374— = [(BDBPH)Zn' (HGG)(H,0)]""

156 [GG + 2H'T”
/ 493 [(BDBPH)Zn" (HGG),(H,0)]"
[(BDBPH)Zn" (HGG),I'|
134 \ [(BDBPH) + H'"
342 595 732

2% 271 430 47 734\\ ’ .

43 625 [(BDBPH)Zn',(HGG)]

‘ H hM } N “ ‘u“ “m ‘ “U ‘ \u‘l gwuﬂulu‘jm‘\‘ - H‘\ e iz
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Figura 45. ESI-MS no modo positivo de 1,0.10* M do sistema ternario BDBPH-
Zn(l)-GG na proporcao 1:2:1 em agua, acetonitrila e acido férmico (50:49,9:0,1 %
v/v) (pH = 7, tampéo PIPES) Vc = 70 V. (Vc = voltagem do cone).
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No sistema BDBPH-Zn(ll)-AA (Figura 46) destacamos os picos m/z 162, 299,
380, 471, 534, 634 e 639. O pico m/z 162, corresponde ao ion molecular [AA + 2H]**
(dipeptideo AA diprotonado), m/z 300, da espécie [(BDBPH)Zn";** (complexo
binuclear), m/z 380, da espécie [(BDBPH)Zny(HAA)]?* (complexo binuclear
associando uma molécula de AA, m/z 471, da espécie [(BDBPH) + H]* (ligante
BDBPH protonado), m/z 534, da espécie [(BDBPH)Zn'"T" (complexo mononuclear),
m/z 634, da espécie [(BDBPH)Zn",(H,0)(OH)]* (complexo binuclear com uma agua e
um fon hidréxido coordenado), m/z 679, da espécie [(BDBPH)Zn"x(Br)] (complexo

binuclear ponte brometo( p-Br)).

534—» [(BDBPH)Zn'l’

300 — = [(BDBPH)Zn" J*

299~

[(BDBPH) + H'T"

[AA + 2H+]2+ 596 \
h 471 [(BDBPH)zn" (Br)]"
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204
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Figura 46. ESI-MS no modo positivo de 1,0.10* M do sistema ternario BDBPH-
Zn(l)-AA na proporcao 1:2:1 em agua, acetonitrila e acido formico (50:49,9:0,1 %
v/v) (pH = 7, tampéo PIPES) Vc = 70 V. (Vc = voltagem do cone).

4.3.2 Sistema [(BDBPH)Fe,] — ATP

No espectro de massas do complexo binuclear [(BDBPH)Fe";]** (Figura 47),
destacamos os picos m/z 686 que é o complexo binuclear [(BDBPH)Fe" + 3 CIJ*,
complexo binuclear associado a 3 cloretos, que é o contra-ion do sal de ferro(lll)
utilizado, m/z 471, da espécie [(BDBPH) + H]" (ligante BDBPH protonado), m/z 526,
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que é o complexo mononuclear [(BDBPH)Fe"l", m/z 544, complexo mononuclear
[(BDBPH)Fe"]* No sistema ternario BDBPH-Fe(lll)-ATP (Figura 48), destacamos o
pico m/z 1132, que corresponde a espécie ternaria [Fe"»,(BDBPH)ATP]* protonada,
observada numa faixa de pH de 3 a 7 (Figura 27, secéao 4.2.4). Além dos picos m/z
471 e m/z 686, ligante protonado e complexo binuclear associando 3 cloretos,
respectivamente, também observado no sistema BDBPH-Fe sem ATP.

397 522
550
429 o+
[BDBPH + H]" 446 [(BDBPH)Fe™]
418 sou 524
[(BDBPH)Fe"(H,0)]" [(BDBPH)Fe" +3CI]"
583
686
47 544 615
I ) \JJ\‘L‘\“‘“‘\u‘\“\\\‘\‘
200 300 400 500 600 700 800 900

Figura 47. ESI-MS no modo positivo de 1,0.10* M do complexo [BDBPH-Fe,""[** em
agua, acetonitrila e acido formico (50:49,9:0,1 % v/v) (pH = 7, tampéao PIPES) Vc =
70 V. (Vc = voltagem do cone).
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Figura 48. Espectro de massas por “electrospray” no modo positivo de 1,0.10* M do
sistema ternario BDBPH-Fe-ATP na proporcdo 1:2:1 em agua, acetonitrila e acido
formico (50:49,9:0,1 % v/v) (pH = 5, tampao PIPES) Vc = 70 V. (Vc = voltagem do

cone).

4.3.3 [Feo(HPCINOL)2(SO4)2(1-0)] (1)

Nos estudos de titulacdo potenciométrica de 1, feitos em agua, propomos a
substituicdo dos grupos sulfato por agua (ver secao 4.2.6), na esfera de
coordenacao dos ions Fe(lll). No espectro de massas de 1 (Figura 49), em solucéao
metanol/agua (1:1% v/v) destacamos o pico m/z 903, que corresponde ao complexo
[Fe2(HPCINOL)2(SO4)2(u-O) + H']* protonado, ou seja, € o complexo com 0S grupos
sulfatos coordenados aos ions metdlicos. Semelhante ao complexo 2, o complexo 1
sofre uma ruptura e forma complexos mononucleares. Foi detectado 4 espécies; m/z
375 [Feo(HPCINOL)(OH)2(pu-O)J?*, complexo binuclear p-oxo dihidréxido, m/z 381
[Fe(HPCINOL)(OH),]**, complexo mononuclear, m/z 444 [Fex(HPCINOL)y(SO4)-]%,
complexo binuclear com dois sulfatos, m/z 463 [Fe(HPCINOL)(SO4)(H20)]*

complexo mononuclear com um sulfato e uma agua coordenados. As espécies
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binucleares que correspondem aos picos m/z 375 e m/z 903 foram detectadas nos
estudos de equilibrio (ver secédo 4.2.6).
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Figura 49. ESI-MS no modo positivo de 2,0.10° M de 1 em metanol/agua (1:1% v/v).
Vc =40V (Vc = voltagem do cone)

4.3.4 [Nio(HBPCINOL),(OAC)](CIO.) (2)

O espectro de massas de 2 & apresentado na Figura 50 e o Esquema 1
mostra os complexos catidénicos detectados. Destacamos o ion principal m/z 787,
que corresponde ao complexo binuclear com uma ponte acetato
[Nio(HBPCINOL)2(OAc)]". Nesse espectro também foi detectado um complexo com
uma ponte perclorato, m/z 825 (Figura 9), onde o perclorato é o contra-ion de 2.
McKenzi e colaboradores reportaram a estrutura cristalina de um composto binuclear
de manganés com uma ponte perclorato [Mnz(bpbp)(CIO4)(H20)](ClO4)2.H-0 (Hbpbp
= 2,6-bis(2-picolyl)amino-methyl)-4-tertbutylphenol. Estudos de espectrometria de
massas por eletrospray comprovam que o anién perclorato permanece ligado ao

ions manganés em solucao de nitrometano.'®
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Figura 50. ESI-MS no modo positivo de 2,5.10° M de 2 em metanol/agua (1:1% v/v).
Vc =40 V (Vc = voltagem do cone).*

Para os picos m/z 825, 785 e 363 foram feitos espetros de massa em tandem
(ESI-MS/MS), dois espectrométros de massa acoplados em série. O primeiro
funciona para selecionar e separar o ion de interesse dos outros ions e também de
qualquer contaminante que esteja presente. O ESI-MS/MS (Figura 51a) do ion m/z
825 mostra a dissociacdo de uma molécula neutra de acido perclérico de 100 Da. A
perda dessa molécula de HCIO4 se da primeiramente pela perda do anion CIO4, que
gera um cation duplamente carregado instavel, que prontamente elimina um ion
hidrogénio reduzindo sua carga para formar o ion fragmento m/z 725 mono-
carregado (Esquema 10 e Figura 51a). Similarmente o ion m/z 785 elimina uma
molécula neutra de &cido acético para formar o mesmo o ion fragmento m/z 725
(Esquema 10 e Figura 51b). O ESI-MS/MS do ion m/z 363 é também caracteristico
estruturalmente; ele perde uma molécula de HCI para formar o ion fragmento m/z
327, que perde uma molécula de 106 Da para formar o ion fragmento m/z 221
(Figura 51c).
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Figura 51. ESI-MS/MS para os ions (a) m/z 825.0, (b) m/z785.1 e (c) m/z363.1.%

No estudo de equilibrio do complexo binuclear 2 (ver segédo 4.2.7) foi
observado que ele sofre uma dissociagdo para formar complexos mononucleares
(Esquema 10, compostos B e C), sendo o cation mononuclear de niquel (ll) m/z 423
inequivocadamente detectado na soluc¢do. Essa concluséo é baseada no fato de nao
ter sido observado a formacao desse ion nos experimentos de ESI-MS/MS com os
ions m/z 825, m/z785 e m/z725. Dessa forma, os experimentos de ESI-MS indicam
a presenca de trés cations em solugdo: [Ni(H2BPCINOL)(OAcC)],
[Ni(HBPCINOL),(OAc)]*, [Ni2 (HBPCINOL)(CLO4)]" (Esquema 10, compostos B, A e

D, respectivamente).®
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Esquema 10. Estruturas presentes em solucdo MeOH/H,O (1:1) e fragmentos
observados via experimentos ESI-MS e ESI-MS/MS do complexo 2. (A), (B) e (D)
sao compostos presentes em solucdo. (C) e (E) sao fragmentos observados apés

ionizac&o.%

4.4 INTERACAO COM DNA

Para verificar a clivagem de 4&cidos nucléicos pelo complexo
[Fea(HPCINOL)2(SO4)2(u-O)](CIO4) 1 foi utilizado DNA plasmidial pBSK-Il como
substrato, sob as condicbes descritas na parte experimental. Esse complexo
mostrou-se apto a clivar o DNA plasmidial nos pH’s 6,0; 7,0 (2,5.102 M, PIPES); 8,0
(5.10% M, HEPES) e 9,0 (5.10% M, CHES, apés 16 h de incubagdo e em
concentragbes do complexo que variavam de 0 a 250 pM. A clivagem do DNA
plasmidial foi detectada pela transformacdo da forma | plasmidial (F | ou
superenovelada) na forma Il (F Il ou circular relaxada) produzida por cisao de fita
simples. A passagem da forma Il para Ill (F Ill ou forma linear) é mediada por uma
segunda clivagem na fita oposta do DNA ao redor de 12 pb (pares de base) da
primeira cisdo0."”” A 50 °C a reagdo de clivagem foi estritamente dependente da

concentragdo do complexo, levando ao aumento na formagéo da forma plasmidial
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relaxada (forma Il), e mesmo na concentragcao mais baixa utilizada (10 uM), tem-se a
formagédo de DNA plasmidial linear (forma IIl). A quebra da fita dupla foi mais

eficiente a pH 6,0, (Figura 52), pois houve maior formacao da F Il nesse pH.

pH 6 pH 7

Fll
F 1l

Fl

OuM  10pM 50uM 100aM 250 M OuM  10aM  50pM  100uM 250 uM

pH 8 pH &

Fl
F 1l

Fl

OpM  10xM 50aM 100uM 250 M OuM 10uM 50uM 100uM 250 M

Figura 52. Eletroforese em gel de agarose evidenciando a clivagem do DNA
plasmidial pBSK Il em agarose 0,8% a temperatura de 50 °C nos pH’s 6,0; 7,0; 8,0 e
9,0, por 16h com concentracdes de 1 de 10, 50, 100, 250 e 0 (controle) uM.

A Figura 53 mostra um tratamento quantitativo para o processo de clivagem,
evidenciando a maior atividade de clivagem no pH 6,0; com apenas 10 uM de
complexo tem-se a degradacdo total da forma superenovelada (F 1) para a forma
linear (F Ill), os valores da fracdo da F | foram obtidos pela quantificacdo das bandas
dos géis mostrados na Figura 52.
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Figura 53. Variacdo da forma superenovelada (F 1) em funcdo da concentracéo de

(1).

A clivagem do DNA pode ocorrer através de um mecanismo oxidativo (por
oxidacao do anel da ribose via radicais livres) e/ou hidrolitico (por hidrélise do grupo

fosfato).®’

radicais difusiveis (OH"), sequestrador de radicail livre como o DMSO foi utilizado
como potencial inibidor da atividade de quebra da fita. A presengca de DMSO na
reacao ilustrada na Figura 54 indica que esse captador de radicais tem efeito

inibitério sobre a clivagem plasmidial, tanto em presenca como em auséncia de

oxigénio (comparar os pocos 3 e 8).

Com o objetivo de avaliar se a clivagem do DNA plasmidial envolvia
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Em auséncia de oxigénio

Fll
F 1l
Fl
0puMm 20 uM 40 pM 0uM 20 M 40 uM
complex Fe(EDTA) Complex + DMSO Fe(EDTA)
PP + DMSO
Em presenca de oxigénio
FIl g
F 1l
Fl
0uM 20 uM 40 uM 0uM 20 uM 40 uM
complex Fe(EDTA) Complex + DMSO Fe(EDTA)

+ DMSO

Figura 54. Clivagem de DNA plasmidial por (1) em condi¢cdes aerdbias e anaerdbias
(atmosfera de argbnio); pocos 1 e 6: controle — somente DNA (pBSK-Il 25 uM);
pocos 2 e 3: DNA + complexo; pocos 4 e 5: DNA + Fe(EDTA)? 50 uM + complexo;
pocos 6, 7 e 8: DNA + DMSO 400 mM + complexo; pogo 9: DNA + Fe(EDTA)? 50
MM + DMSO 400 mM + complexo. Todas as amostras foram incubadas por 6 horas a
50 °C em tampao PIPES 25 mM, pH = 6,0.

Com a finalidade de se avaliar a influéncia do oxigénio molecular (O2) no
processo de clivagem foram realizadas, paralelamente, reacdées em condigdes
aerdbias e anaerdbias (atmosfera de argbnio). A Figura 54 mostra o resultado deste
experimento, onde é utilizado o sistema [Fe(EDTA)]* como controle, uma vez que
este &€ um conhecido sistema gerador de OH na presenca de O, através da reacao
de Fenton.'?® Fenton postulou sua reacdo em 1894. (Equagdes 13 -14)

Fe(ll) + H,O, — Fe(ll) + OH® + OH (13)
Fe(lll) + e — Fe(ll) (14)

Pelos resultados deste teste podemos verificar que o complexo mantém sua
atividade em auséncia de oxigénio demonstrada pela inatividade do [Fe(EDTA)?] em
cortar o DNA (pocos 3 e 4) e mesmo com uma leve inibicdo causada pelo DMSO
nos leva a propor que o mecanismo de clivagem do DNA pelo complexo esteja se
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dando por um mecanismo hidrolitico. Medidas cinéticas e testes mais detalhados

encontram-se em andamento para obtenc¢éo de maiores informagdes.

4.5 CALCULOS COMPUTACIONAIS

4.5.1 Célculos — Teoria do funcional densidade (DFT)

4.5.1.1 Ligante macrociclico BMXD

Para os ligantes (BMXD e BDBPH) foram obtidas geometrias com simetria Co.
As superficies de densidade eletronica e potencial eletrostatico (Figura 55) enfatizam
a densidade de elétrons sobre os nitrogénios aminicos do BMXD, neste caso o
HOMO ¢ localizado nos nitrogénios (Figura 56), caso inverso ao do BDBPH onde o

HOMO ¢ localizado sobre o anel fendlico (Figura 57).

Figura 55. Cada linha representa uma vista das superficies para o BMXD, da
esquerda para direita temos: representacéo tridimensional da estrutura, densidade
total de carga com o potencial eletrostatico incluso com isodensidade de 0,002 u.a.,
e somente o potencial eletrostatico com isopotencial de 1,0 u.a.
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O LUMO do BMXD (Figura 56) esta concentrado sobre o anel benzénico, ou
seja, é a regiao do ligante mais pobre em elétrons e que possivelmente pode

receber elétrons em um processo de redugéo.

Figuras 56. Linha de cima perspectiva do HOMO, linha de baixo LUMO, (ambos com
isodensidade de 0,02 u.a.) para o BMXD.

4.5.1.2 Ligante macrociclico BDBPH

O BDBPH apesar da semelhancga estrutural com o BMXD, € eletrbnicamente
bastante diferente, como ja comentado, possui 0 HOMO localizado sobre o anel
fendlico, mas como pode ser observado nas superficies de densidade eletronica
(Figura 58), uma forte presenca de carga negativa sobre os nitrogénios como no
caso do BMXD.
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Figuras 57. Linha de cima: perspectivas do HOMO, linha de baixo: perspectivas do
LUMO, (ambos com isodensidade de 0,02 u.a.), para o BDBPH.

Do mesmo modo ao BMXD o LUMO esta localizado sobre o anel benzénico,
mas deve-se ressaltar que o oxigénio do fenol ndo participa do LUMO do BDBPH.
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Figura 58. Cada linha representa uma vista das superficies para o BDBPH, da
esquerda para direita temos: representagéo tridimensional da estrutura, densidade
total de carga com o potencial eletrostatico incluso com isodensidade de 0,002 u.a.,
e somente o potencial eletrostatico com isopotencial de 1,0 u.a.

Em ambos os casos o nitrogénio central da cadeia lateral € o mais
eletronegativo, e sendo assim, deve possui um pKa mais alto e consequentemente

este é 0 que deve protonar primeiro.

4.5.1.3 Peptideos GG, AAe GL

Szpoganicz e colaboradores reportaram o estudo de hidrélise da GG pelo
complexo [BMXDCu,]**, baseado nesse trabalho, realizamos um estudo dos
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peptideos GG, AA e GL em suas formas aniénicas e nao-zwitterion, pois o zwitterion
é importante apenas quando o peptideo ndo esta complexado.'® Quando o peptideo
estiver complexado o grupo amino nao estara protonado, pelo menos no caso do
complexo [BMXDCus]** que coordena o peptideo preferencialmente pelo grupo
amino terminal. Neste caso o grupo carboxilato podera ou nédo ser protonado, fator
dependente do pH. Assim obtivemos as geometrias de equilibrio para os peptideos e
geramos suas respectivas superficies de densidade eletrbnica, potencial
eletrostatico e orbitais moleculares. A distribuicdo de cargas dos substratos serviu
como um bom ponto de partida para a deducdo do mecanismo de hidrélise de
peptideos, evidenciando os pontos na molécula acessiveis tanto para um ataque
nucleofilico ou eletrofilico dependendendo da reacao (hidrélise ou deuteragéo (ou
troca de protons))'®®. A Figura 59 exibe cinco maneiras diferentes para comparar os
peptideos, sendo o potencial eletrostatico a superficie que oferece uma excelente
visdo da distribuicdo de cargas, com uma concentracdo maior sobre a carbonila da
posicao 4. Este é um grande subsidio para os modelos de complexos propostos
neste trabalho, onde a associagdo do peptideo com o [BMXDCu,]** acontece pela
complexacado dos atomos de cobre pelo grupo carbonilico da amida e pelo amino

terminal.
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Figura 59. Cada linha representa uma vista das superficies para os peptideos, de
cima para baixo temos: representacéao tridimensional da estrutura, densidade total de
carga com o potencial eletrostatico incluso (0,002 u.a), potencial eletrostatico (1,0
u.a.), HOMO (0,02 u.a.) e LUMO (0,02 u.a.). Primeira coluna GG, segunda: AA,
terceira GL.

A Tabela 15 resume as propriedades eletrdnicas para os ligantes e substratos, as
formas neutras possuem a seguinte ordem para o gap de energia (que pode
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expressar a capacidade de ionizacao da molécula): GG > GL > AA, ja para a forma
anidnica é alterada GL > AA > GG, que é inversamente proporcional a ordem de
associagao destas espécies em pH = 6 (GG > AA > GL). Em relacao aos ligantes o

BDBPH é mais suscetivel a ionizacao, fato devido ao grupamento fendlico presente.

Tabela 15. Resultados eletrénicos (eV).

molécula HOMO.; HOMO LUMO g¢gap LUMO,; LUMO,. Dipolo (Debye)

GG-(N*) 729 690 -041 6.49 -033 -0.14 3.19
GG-(A*) 242 207 261 4.68 3.39 3.58 8.10
AA-(N) -745 -670 -0.82 5.88 -0.39  0.03 3.13
AA-(A) -242 209 261 471 298 3.38 8.31
GL-(N) -721 -6.85 -045 6.40 -0.30  -0.06 2.79
GL-(A) 252 218 258 476 2.73 3.18 6.06
BMXD  -6.31 -6.31 -067 5.63 -0.64  -0.45 0.79
BDBPH -6.07 -6.07 -060 5.47 -058  -0.37 0.09

*N — forma neutra;

**A — forma anibnica.

A distribuicao de cargas nos peptideos (Tabelas 16, 17 e 18), nos possibilitou tracar

0 seguinte panorama (com base no esquema 11),'%

0 carbono da posicao 4 pode
sofrer ataque nucleofilico e consequentemente o peptideo é clivado ou o carbono 5
pode abstrair um deutério do meio e realizar uma deuteragdo , no primeiro caso o
principal fator eletrbnico é a eletropositividade do carbono, ja no segundo caso é o
inverso o importante é a eletronegatividade do carbono. Em ambos os casos (dos
carbonos 4 e 5 nos peptideos neutros e anidénicos) a ordem de magnitude é a
seguinte GL > GG > AA. Desta forma podemos tracar o seguinte panorama, a
distribuicao de cargas na GL é favorecida para que ocorram as reacoes de hidrélise
e deuteracdo, mas o impedimento estérico causado pelo volumoso grupo alquilico

causa um cancelamento deste fator.
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Esquema 11. Mecanismo proposto para a hidrélise e deuteracdo do dipeptideo GG

catalisadas pelo complexo binuclear [BMXDCus]**."%
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Tabela 16. Cargas sobre os atomos do substrato glicilglicina.

Atomo Normal &nion
C(1) 0,469 0,498
O(carbonila) -0,627
-0,451
-0,638
O(0O-H) -0,445 -
C(2) -0,191 -0,292
N(3) -0,312 -0,356
C(4) 0,294 0,355
0O(4) -0,535 -0,600
C(5) -0,181 -0,233
N(6) -0,690 -0,624
H (O-1) 0,369 -
H (C-2) 0,175 0,146
0,220 0,147
H (N-3) 0,346 0,338
H (C-5) 0,166 0,135
0,173 0,152
H (N-6) 0,294 0,282
0,298 0,305

A figura 60 apresenta as superficies para as formas aniénicas dos peptideos,
o potencial eletrostatico mais uma vez oferece uma excelente descricdo da dinamica
das cargas nessas espécies. O carboxilato concentra 0 enorme volume de carga,
mas a carbonila da amida continua apresentar uma concentracao razoacel de carga
bem como o grupo amino terminal, isto fortalece a complexag&o via amino terminal e
pela carbonila (amida), com o grupo carboxilato podendo realizar um ataque
nucleofilico (Esquema 11). E importante relembrar que é mais facil explorar a
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estrutura quimica do substrato ndo complexado, e assim obter valiosas informacdes

para explicar as observagdes experimentais. Pois a inclusdo do metal no calculo

torna a solugéo problema, mais custosa computacionalmente.

Figura 60. Da esquerda para direita, representacdo tridimensional; superficie de
potencial eletrostatico (4,3 u.a.); HOMO e LUMO (ambos com 0,02 u.a.). Cada linha
contém um dipeptideo, primeira linha apresenta a glicil-glicina, segunda a d-alanil- d

-alanina e a terceira a glicil--leucina, todos em suas formas anibnicas.
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Tabela 17. Cargas sobre os atomos do substrato d-alanil-d-alanina.

Atomo Normal Anion Atomo  Normal Anion
c) 0,650 059 C(C5)  -0,445 -0.450
O(carbonila) -0,603 H (O-1)
-0,473 0,377 -
-0,640
O(O-H) 0435 - H(C-2) 0193 0,140
c(2) H(C(C-2)) 0,154 0,129
-0,269 -0,269 0,169 0,149
0,189 0,165
C (C-2) 0434 -0469 H(N(@3) 0324 0335
N(3) 0300 -0259 H(C-5) 0,123 0,123
c(4) H(C(C-5)) 0,147 0,145
0,182 0,223 0,164 0,153
0,170 0,154
0(4) H(N-6) 0,287 0,279
-0,515 -0,571
0,308 0,306
C(5) 0,031 -0,073

N(6) -0,537 -0,565
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Tabela 18. Cargas sobre os atomos do substrato glicil--leucina.

Atomo Normal Anion
C(1) 0,523 0,505
-0,575
O(carbonila) -0,425
-0,616

O(0-H) 0,414 -
c() 0,315 -0,521
C (C-2) 0,519 -0,120
N(3) 0,229 -0,260
C(4) 0,419 0,370
O(4) -0,501 -0,574
C(5) -0,231 -0,224
N(6) 0,677 -0,626
H (O-1) 0,368 -
H (C-2) 0,189 0,137
Hocz) 0149 0120

0,161 0,145
H (N(3)) 0,347 0,331

0,166 0,137
H (C-5)

0,167 0,151

0,295 0,285
H (N-6)

0,303 0,306

A proposta estrutural para o ATP* foi obtida pelo método de mecanica
molecular AMBER que tem seus parametros ajustados para nucleotideos e &cidos
nucléicos e seu custo computacional é baixo. Sendo a molécula complexa por

apresentar inUmeros sitios de coordenacdo, ainda estamos desenvolvendo um
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modelo apropriado para submeter a calculos mais rigorosos, sé que a grande carga
negativa, o numero de atomos de fosforo e a liberdade conformacional eleva o

tamanho do problema e dificulta o tratamento.

Figura 61. Estrutura otimizada pelo método de mecanica molecular AMBER para o
ATP*,
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4.5.1.4 [BMXDCux-GGJ**

A teoria do funcional densidade € um método de qualidade com custo
computacional médio para estudos teoricos de problemas bioinorganicos. Foram
testados inlmeros modelos para a associacdo da GG com o [(BMXD)Cuz]* e
chegamos a dois modelos que representam a espécie ativa e um modelo para a

espécie inativa na hidrélise do dipeptideo GG (Figura 62).'%

O modelo para a associacdo BMXD-Cu, consiste de dois atomos de cobre
com uma esfera de coordenacdo com cinco atomos coordenados. Cada ion cobre
tem 3 grupos aminos do BMXD na posi¢ao axial. De um lado tem-se coordenado um
grupo amino terminal e do outro o grupo carbonila na posicéo 4, ambos em posicao
axial. A diferenca em cada sitio de coordenacdo é o reconhecimento da GG; no
primeiro modelo o carboxilato esta complexado, ja no segundo a carboxila terminal
esta livre para atacar a carbonila na posicao 4 e fazer a hidrolise ou deuteracao
(Figura 62), a inclusdo das aguas de coordenagéo foi realizada para fechar uma
esfera de pentacoordenacao.

No6s supomos que por causa da distancia entre os dois ions cobre (ll) ndo
ocorra nenhum acoplamento de spins. Assim, o complexo [BMXDCu»-GG] tem dois
spins desemparelhados isolados, que configure um spin total de S = 1 para a
molécula ou um estado triplete.

A molécula apresenta certa simetria, pois os anéis aromaticos sdo movidos
para baixo, e as duas unidades dietilenotriamina sdo viradas para o0 mesmo lado,
caracterizando uma conformacgao do tipo “barco” (boat). A distancia interatbmica dos
dois centros de cobre é de 6.9 A.

A glicilglicina (GG) deve se aproximar do complexo por cima, uma vez que por
baixo ha um grande impedimento estérico, devido ao ndcleo dos atomos envolvidos,
e também ao impedimento eletrénico, pois essa area ja estd ocupada por muitos
elétrons (anéis aromaticos).

A proposta para a espécie inativa é meramente especulativa e ndo ha
trabalhos na literatura que expliguem essa inativacdo. Nosso modelo € uma proposta
de complexacdo pelo anion resultante da desprotonacdo da amida peptidica que
causaria a inativacao da hidrélise.
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Figura 62. Propostas estruturais para a associacdo da GG com [BMXDCuy]*, as
duas primeiras linhas sdo propostas para espécie ativa e a ultima linha é para a

espécie inativa onde o nitrogénio da amida esta desprotonado.

4.5.1.5 [BDBPH Zn,-GG]*

Para o modelo [BDBPHZn,-GG]" foi criado apenas como um protétipo baseado na
afinidade do oxigénio pelo atomo de Zinco. O modelo consiste na coordenagéo via a
carbonila do carboxilato e da amida em um arranjo simétrico. Optamos por nao
colocar moléculas de agua coordenadas, pois o zinco (Il) se encontra
hexacordenado, o que nao impede também de realizar mais uma ou duas
coordenacdes em solucao aquosa. O modelo ainda esta sob tratamento, a ilustracao
da figura 63 é o resultado obtido até a presente data.
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Figura 63.— Proposta estrutural para a associacao da GG com Zn,BDBPH.

4.5.1.6 [Fea(HPCINOL)»(O)(SO4)2)] (1).

Foram gerados os orbitais moleculares e as superficies de densidade eletronica,
potencial eletrostatico e densidade de spins, para os dois estados de spin limites, ou
seja, o estado triplete e o estado 11 para o complexo 1, foram usados as
coordenadas estruturais obtidas por difratometria de raios X. Aqui vale lembrar que o
estado tripleto € mais importante para comparag¢ao com estudos magnetoquimicos a
baixa temperatura, sendo o estado de spin 11 mais interessante para o estudo em
solugdo a temperatura ambiente. A densidade de carga e o potencial eletrostatico
(Figura 64) sao idénticos para ambos os estados de spin, com uma concentragdo de
carga negativa sob ion sulfato. A principal diferenca se observa na densidade de
spin, onde o estado tripleto concentra o spin desemparelhado ao redor dos atomos
metalicos, enquanto o estado onzeteto possui uma maior distribuicado de spin para
os ligantes, principalmente para os grupos sulfénicos. O oxigénio ponte em ambos
0s casos tem uma enorme densidade de spins, demonstrando um forte
acoplamento. Mas a auséncia de dados magnetoquimicos ndo permitiu essa
correlagéo.

Vale relembrar que as coordenadas estruturais empregadas sdo as obtidas
experimentalmente, e que a cela ndo é totalmente simétrica, sendo assim os dois
atomos de ferro sao levemente diferentes, apesar das semelhancgas estruturais, fato

que se observa tanto nas densidades de spin e orbitais moleculares (Figura 65).
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Pequenas distorcoes da geometria fazem que a sobreposicao dos orbitais ndo seja

totalmente simétrica ou efetiva.

Figura 64. Superficies para o complexo 1 (De cima para baixo: densidade total de
carga com potencial eletrostatico incluso (0,002 u.a.), potencial eletrostatico (1,3
u.a.), densidade total de spin (0,01 u.a.) . Lado esquerdo: estado triplete e lado
direito: estado 11.
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A Figura 65 traz um panorama da distribuicdo dos orbitais moleculares, a populagcao
dos orbitais é bastante distinta para cada caso de spin. Como a estrutura de raios X
nao corresponde a espécie ativa em solugédo, a qual troca os grupos sulfatos por
aguas de coordenacao e subsequentemente realiza hidrélise formando uma espécie
hidroxo, que é a espécie ativa, ndo podemos tragar correlacdes estrutura versus

atividade. Ficando o diagrama meramente para correlagdo magnetoquimica.

LUMO,1 =-4,77 eV
LUMO.+ =-6,20 eV

LUMO =-4,79 eV LUMO = -6,28 eV
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HOMO =-5,19 eV

-

HOMO.; = -6,77 eV
HOMO.; = -5,88 eV
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HOMO-4 = '6,42 eV HOMO_4 = -7,43 eV

HOMO-S = '6,53 eV HOMO_5 = -7’46 eV

Figura 65. Orbitais moleculares para o complexo 1, lado esquerdo estado triplete e
lado direito: estado 11.
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A tabela 19 mostra as transigdes eletrdnicas possiveis em cada estado de spin, no
caso tripleto elas sdao mais energéticas pois devem envolver orbitais provenientes

dos ligantes e os estado onzeteto deve envolver mais orbitais d dos metais.

Tabela 19. Transicdes eletronicas calculadas.
Estado de spin Gap (eV) 2% Trans. (eV) 3¢ Trans. (eV)

3 0,40 0,62 1,94

11 0,07 0,15 0,33
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5 CONCLUSOES

v" O complexo binuclear BDBPH-Zn(ll) forma complexos ternarios com o0s
peptideos glicilglicina e dl-alanil-dl-alanina. Complexos ternarios BDBPH-
Zn(ll)-glicil-Fleucina ndo foram detectados em quantidade apreciaveis,
demonstrando uma seletividade do complexo na associagcdo de peptideos.
Provavelmente devido ao efeito de impedimento do residuo de aminoacido
leucina, o qual dificulta por impedimento espacial este dipeptideo de
coordenar-se ao centro metalico na cavidade do complexo receptor, a

exemplo dos descritos na literatura.’'?

v O complexo binuclear BMXD-Cu(ll) forma complexos ternarios com os
peptideos (glicilglicina, dl-alanil-dl-alanina e glicil-Fleucina demostrando,
através de maiores constantes de associacdo do complexo receptor, uma
maior seletividade, quando comparado ao complexo binuclear BDBPH-Zn(ll).
Além das caracteristicas intrinsecas de cada metal, um numero maior de
sitios de coordenacéo livres, em meio aquoso, parece favorecer o complexo

BMXD-Cu(ll) na associagao desses peptideos.

v A associagado do ATP pelo complexo binuclear BDBPH-Fe forma complexos
ternarios hidréxidos. O presente estudo permite decidir quais os valores de pH
onde cada espécie ternaria € maxima, para medir o efeito catalitico sobre a
hidrélise do ATP.

v Os complexos [Fex(HPCINOL),(SO4)2(p-O)] 1 e [Nio(HBPCINOL)2(OAC)](ClO4)
2, quando em solugdo aquosa, geram espécies do tipo (OH)Fe"(u-
O)Fe"'(H,0) e [Nio(HBPCINOL),(H-O)(OH)]*, respecticvamente, potenciais
nucledfilos nas reacdes de hidrélise. Em solucdo, esses complexos também
se associam a moléculas de interesse biolégico como o ATP e a GG. O
complexo 1 apresenta maior afinidade pelo ATP em relagdo a GG,
provavelmente devido a maior interacdo dos grupos fosfatos pelo centro
binuclear de ferro (lll). Com 2 tem-se uma relagdo inversa, ou seja, O
complexo 2 tem uma maior afinidade pela GG em relagdo ao ATP.
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v As analises dos compostos por espectrometria de massas por “electrospray”
confirmaram a maioria das espécies detectadas em solucdo. A informacao de
que complexos mononucleares se formam a partir de complexos binucleares,

s6 foi possivel obter gracas a essa técnica.*

v Estudos preliminares de interagcdo do complexo [Fex(HPCINOL)2(SO4)2(u-0)]
1 com o DNA evidenciam a capacidade desse composto em promover uma
clivagem hidrolitica dessa biomolécula.

v A distribuicdo de cargas dos substratos serviu para efetuar correlagcbes com
os resultados experimentais de hidrdlise e deuteracdo de peptideos pelo
[BMXDCuy]**, onde o fator eletrdnico é importante, mas pode ser anulado por
impedimento estérico.'®
Os ligantes BMXD e BDBPH possuem orbitais de fronteira diferentes (HOMO
e LUMO), porém suas distribuicbes de carga sao semelhantes, em ambos 0s
casos 0 nitrogénio da posicdo 2 é o mais eletronegativo, e sendo assim
possui um pKa mais alto.

Foram montados dois modelos para espécie ativa do [BMXDCu,-GGJ** com
base nos resultados experimentais anteriores e uma estrutura para espécie
inativa. Para o sistema [BDBPHZn,-GG]* somente um modelo foi criado,
baseado na afinidade dos oxigénios pelo atomo de zinco. Estes modelos dao
uma étima nocao da distribuicdo espacial do substrato na cavidade do

macrociclico.
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