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Resumo

A oxidagdo de substratos organicos pelo oxigénio molecular sob condi¢des brandas
constitui reacdo de grande interesse para muitos processos sintéticos e industriais, tanto de um
ponto de vista econdomico quanto ambiental. Embora a reagdo de substancias organicas com o
dioxigénio seja termodinamicamente favoravel, ¢ cineticamente impedida devido ao estado
fundamental triplete do O,. Nos sistemas vivos, uma série de notaveis catalisadores biologicos
conhecidos pelo nome de enzimas promove reagdes oxidativas com uma enorme rapidez e
especificidade. Entre elas, podemos citar o grupo das catecol oxidases (COs), metaloenzimas
contendo um centro binuclear de cobre que catalisam a oxidagao de orto-difendis (catecois) as
respectivas orto-quinonas. Nos ultimos anos, muitos esfor¢os tém sido realizados na tentativa
de imitar as varias fun¢des enzimaticas, o que pode ser feito através da sintese de compostos
modelos menores e mais simples, que possam assumir fungdes cataliticas analogas.

No presente trabalho, foram preparados quatro novos ligantes binucleantes: 4-metil-
2,6-bis[(6-metil-1,4-diazepan-6-il)iminometil[fenol (HL1), 2-[N,N-bis(2-piridilmetil)amino-
metil]-4-metil-6-[ (6-metil-1,4-diazepan-6-il)iminometil [fenol (HL2), 2-[N,N-bis(2-piridilme-
til)aminometil]-6-[(2-hidroxifenil )iminometil]-4-metilfenol (H,L3) e 2-[N,N-bis(2-piridilme-
til)aminometil]-6-[(2-hidroxifenil)aminometil]-4-metilfenol (H,L4). A partir destes ligantes,
trés complexos binucleares de cobre(Il) inéditos, a saber, [Cuy( -OH)(L1)](ClO4),-H,O (1),
[Cuy( -OH)(L2)(Cl04)]Cl04 (2) e [Cuy( -OH)(L3)]CIO4 (3), todos eles contendo uma ponte
do tipo -hidroxo entre os metais, foram sintetizados e caracterizados por andlise elementar,
espectroscopias IV e UV-vis, EPR, medidas magnéticas, eletroquimica e condutimetria. Os
trés compostos tiveram as suas estruturas elucidadas por difracdo de raios-X e se mostraram
excelentes modelos estruturais para o sitio ativo das COs. Os complexos 1 e 2 e suas formas
protonadas e desprotonadas foram igualmente caracterizados via titulagdes potenciométricas e
espectrofotométricas e apresentaram também atividade oxidativa frente ao substrato modelo
3,5-di-terc-butilcatecol, podendo ser considerados entdo modelos funcionais para as COs.

Adicionalmente, os trés complexos foram capazes de promover a reacao de hidrolise
do substrato modelo bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (BDNPP), assim como a clivagem do DNA
plasmidial pBSKII. Foi feito ainda um estudo envolvendo calculos tedricos em fase gasosa
para o composto 1, utilizando-se a teoria do funcional de densidade (DFT). Com base nesta
investigacao, foi possivel se atribuir o modo de coordenagao do BDNPP ao cation complexo
[Cuy( -OH)(L1)]*". Para o caso especifico de 1 e 2, que possuem também atividade oxidativa,

as atividades hidroliticas acima descritas os transformam num interessante e raro exemplo de
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promiscuidade catalitica em sistemas biomiméticos. Finalmente, o efeito citotoxico de 1 e 2
foi testado em células de leucemia mieldide cronica da linhagem K562. Ambos os compostos
foram ativos, sendo que 1 apresentou a maior citotoxicidade, com um valor para o parametro

Clso de 44,70 mol L.
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Abstract

Oxidation of organic substrates by molecular oxygen under mild conditions is a
reaction of great interest for many synthetic and industrial processes, from a both economic
and environmental point of view. Although the reaction of organic substances with dioxygen
is thermodynamically favored, it is kinetically hindered owed to the fundamental triplet state
of O,. In the live systems, a series of notable biological catalysts known by the name of
enzymes promotes oxidative reactions with high rates and specificity. Among them, we can
make mention to the group of catechol oxidases (COs), copper-containing metalloenzymes
that possess a binuclear Cu; core in their active site and catalyze the oxidation of o-diphenols
(catechols) to the corresponding o-quinones. In last years, lots of effort have been dispended
with the objective of mimic the several enzymatic functions, which can be made by means of
the synthesis of smaller and less-complicated model compounds able to play similar catalytic
roles.

In this work, we have prepared four new dinucleating ligands: 4-methyl-2,6-bis[(6-
methyl-1,4-diazepan-6-yl)iminomethyl|phenol (HL1), 2-[N,N-bis(2-pyridylmethyl)aminome-
thyl]-4-methyl-6-[(6-methyl-1,4-diazepan-6-yl)iminomethyl]phenol (HL2), 2-[ N,N-bis(2-pyri-
dylmethyl)aminomethyl]-6-[(2-hydroxyphenyl)iminomethyl]-4-methylphenol (H,L3) and 2-
[V,N-bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl]-6-[ (2-hydroxyphenyl)aminomethyl]-4-methylphenol
(H,L4). Using the synthesized ligands, a series of three novel Schiff base dinuclear copper(II)
complexes, namely, [Cuy( -OH)(L1)](ClO4),-H,O (1), [Cuy( -OH)(L2)(ClO4)]CIO4 (2) and
[Cuy( -OH)(L3)]ClO4 (3), all of them containing a single -hydroxo bridge, was obtained and
fully characterized by elemental analysis, IR and UV-vis spectroscopies, EPR, magnetic and
conductance measurements and electrochemistry. The three compounds have their structures
elucidated by X-ray diffraction and showed to be excellent structural models for the active
site of COs. Complexes 1 and 2 and their protonated and deprotonated forms were equally
studied by potentiometric and spectrophotometric titrations and presented too an oxidative
activity towards the model substrate 3,5-di-tert-butylcatechol; thus, they can be considered
also functional models for COs.

In addition, the three complexes have the ability of promote the hydrolysis reaction of
the model substrate bis(2,4-dinitrophenyl)phosphate (BDNPP), as well as the pBSKII plasmid
DNA cleavage. Moreover, it was performed a study involving theoretical calculations in the
gas phase for compound 1 via density functional theory (DFT). Based on this investigation, it

was possible to assign the coordination mode of BDNPP to the cation [Cua( -OH)(L1)]*". For
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the specific cases of 1 and 2, which also showed oxidative activity, the hydrolytic activities
described above make of them an interesting and uncommon example of catalytic promiscuity
in biomimetic systems. Finally, the cytotoxic effect of 1 and 2 was tested in myelogenous
chronic leukemia cells of the strain K562. Both complexes were active and compound 1 was

that presenting the biggest cytotoxicity, with an ICsy value of 44.70 mol L™
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Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos do Trabalho

FUNDAMENTACAO TEORICA E RELEVANCIA DO ASSUNTO
a) A importancia das enzimas e suas propriedades

Existem trés condi¢des fundamentais para a vida. Uma delas ¢ que o organismo vivo
deve ser capaz de se auto-replicar; a segunda, que o mesmo deve também possuir capacidade
de catalisar reagdes quimicas de forma eficiente e seletiva. Finalmente, estd a habilidade de
sofrer mutacao ou adaptagdao ao ambiente que o cerca. Todos os sistemas vivos requerem uma
enorme variedade de reagdes bioquimicas para se sustentar, e quase todas elas sdo mediadas
por uma série de notaveis catalisadores bioldgicos conhecidos pelo nome de enzimas. Sem
estes extraordinarios agentes, as reagdes necessarias para a manuten¢do da vida simplesmente
ndo ocorreriam em uma escala de tempo util 2.

Embora estejam sujeitas as mesmas leis da natureza que governam o comportamento

de outras tantas substancias cataliticamente ativas, as enzimas diferem desses catalisadores

quimicos “comuns” em varios aspectos importantes, a saber @,

1) Velocidades de reacdo mais rapidas: As velocidades das reagdes catalisadas por
enzimas sdo tipicamente de 10° (um milhdo) a 10'* (um trilhdo) vezes maiores do que
aquelas das correspondentes reagdes nao-catalisadas e sdo, pelo menos, varias ordens
de grandeza maiores do que as mesmas reagdes catalisadas “quimicamente”.

2) Condicoes reacionais mais brandas: Todas as reacdes catalisadas enzimaticamente
ocorrem em condigdes relativamente brandas, isto €, temperaturas inferiores a 100 °C,
pressao atmosférica e pH proximo de 7 (meio neutro). Em contraste, uma catalise
“quimica” eficiente freqiientemente requer temperaturas e pressdes elevadas, assim
como também pHs extremos.

3) Maior especificidade na catilise: As enzimas apresentam um grau de especificidade
imensamente maior do que os catalisadores “quimicos” em relagdo a identidade dos
seus substratos e produtos; isto se traduz no fato de que reagdes enzimaticas poucas
vezes geram subprodutos.

4) Capacidade de regulacdo: As atividades cataliticas de muitas enzimas variam em
resposta as concentracdes de outras substancias que ndo os seus substratos. Os
mecanismos desses processos regulatorios incluem: controle alostérico, modificagao

covalente de enzimas e variagdo nas quantidades de enzimas sintetizadas.

Com excecao de um pequeno grupo de moléculas de RNA que também apresentam

propriedades cataliticas, todas as enzimas sdo proteinas e, como tais, o bom funcionamento



Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos do Trabalho

das mesmas depende da integridade da sua conformacdo protéica nativa. Isto €, as estruturas
primaria, secunddria, tercidria e quaternaria das enzimas sdo completamente essenciais para a
sua atividade catalitica. As enzimas, a exemplo de outras proteinas, tém pesos moleculares
que variam de cerca de 12.000 Da até mais de 1.000.000 M,

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) classifica e da
nome as enzimas de acordo com a natureza da reagdo quimica que elas catalisam. A Tabela

1.1 apresenta um panorama geral dos diferentes tipos existentes.

Tabela 1.1. Classificagdo das enzimas, segundo a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular

Numero Classe Reacio Catalisada
. Transferéncia de elétrons (ions hidreto ou atomos
1 Oxidorredutases . A
de hidrogénio)
2 Transferases Reacgdes de transferéncia de grupos funcionais
3 Hidrolases Reagoes de hldr.ohsg (transfetenma de grupos
funcionais para a dgua)
. Adicao de grupos a duplas ligagdes ou formacgao de
4 Liases - ~
duplas ligagdes pela remogao de grupos
5 Isomerases Isomerizacdo do substrato
Formagao de ligacdes do tipo C-C, C-S,C-O e
6 Ligases C—N por meio de reacdes de condensagdo acopladas
a hidrolise de ATP

O sitio ativo € a regido da enzima onde ocorre a catalise, isto €, aquela que se liga aos
substratos (assim como também ao grupamento prostético, caso haja algum) e contém todos
os residuos de aminoacidos que participam diretamente na geragcdo e quebra das ligacdes
quimicas. Embora as enzimas difiram amplamente em estrutura, especificidade e modo de
acdo, podem ser efetuadas algumas generalizagdes concernentes aos seus sitios (ou centros)
ativos: (1) o centro ativo ocupa uma parte relativamente pequena do volume total da enzima;
(1) ele ¢ uma entidade tridimensional formada por grupamentos vindos de diferentes partes da
seqiiéncia linear de aminoécidos; (iii) os substratos da enzima ligam-se ao seu sitio ativo por
meio de atragdes fracas multiplas; (iv) em todas as enzimas de estrutura conhecida, os centros
ativos sao fendas ou entdo frestas e (v) a especificidade de ligacdo do substrato depende de
um arranjo precisamente definido de atomos no sitio ativo .

As enzimas catalisam uma impressionante variedade de reacdes utilizando diferentes
combinagdes de seis mecanismos cataliticos basicos (catalise acido-base; catalise covalente;
catalise eletrostatica; catalise por ions metalicos; por efeitos de proximidade e orientagdo e,
finalmente, via ligacao preferencial do estado de transi¢ao). Entretanto, e a despeito da grande
complexidade inerente aos processos cataliticos intermediados por enzimas, todas elas sdo

passiveis de analise cinética, de modo que suas velocidades de reacdo e sua eficiéncia global
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possam ser quantificadas. A seguir, serdo tecidas certas consideragdes com relacdo a cinética
enzimatica baseadas, fundamentalmente, em informagdes extraidas das referéncias 1 ¢ 2.

A formacgdo reversivel de um complexo “enzima-substrato” (Equacao 1.1) constitui a
primeira etapa na catalise enzimatica. Este mecanismo foi proposto, independentemente, por

Adrian Brown, em 1902, e Victor Henri, em 1903.

k1 ko
P ES —— P + E
-1

E + S

Equacio 1.1. Reacdo global envolvida na catalise enzimatica. E, S, ES ¢ P simbolizam, respectivamente, a
enzima, o substrato, o complexo enzima-substrato e os produtos de reagio.

A reacdo global em duas etapas elementares mostrada na Equacao 1.1 explica bem o
fato experimental de que, para uma concentracao constante de enzima, a velocidade de reagao
aumenta com o aumento da concentragdo do substrato até se atingir uma velocidade maxima.
Isto corresponde ao ponto em que quase todos os sitios ativos se encontram na forma ES, ou
seja, quando a enzima esta “saturada” com o seu substrato. Rea¢des nao-catalisadas, por outro
lado, ndo apresentam este comportamento.

No ano de 1913, o mecanismo envolvendo a formagdo do complexo enzima-substrato
foi expandido em uma teoria geral da acdo enzimatica por Leonor Michaelis e Maud Menten.
A curva que expressa a relacao entre [S] e V) tem a mesma forma para a maioria das enzimas
e pode ser expressa algebricamente pela equagao que estes pesquisadores derivaram partindo
da hipotese basica de que a etapa determinante da velocidade nas reacdes enzimaticas seria a
quebra do complexo ES, formando entdo o produto e a enzima livre. Isto implica a suposi¢ao
de que £ ks, o que significa que a primeira etapa da reacdo encontra-se em equilibrio
termodinamico, de modo que Ks = k_; / k; representa a constante de dissociagdo do complexo
enzima-substrato. A equacao de Michaelis-Menten ¢ considerada a equagao basica da cinética

enzimatica (Equacao 1.2).

Vo . IS]
Ky + [S]

Equacio 1.2. Equagdo de Michaelis-Menten. [S] ¢ a concentragdo molar do substrato e Vy ¢ V44 representam,
respectivamente, as velocidades inicial e inicial maxima da reacdo. Ky ¢ a constante de Michaelis. Todos esses
termos podem ser obtidos experimentalmente.

Vo =

A constante de Michaelis possui um valor Uinico para cada par enzima-substrato, ou
seja, substratos diferentes que reagem com uma mesma enzima o fazem com valores de Ky

distintos. A definicao operacional da constante de Michaelis ¢ bastante simples: ela representa



Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos do Trabalho

a concentracao de substrato para a qual a velocidade inicial da reacdo catalisada corresponde a
metade da velocidade inicial maxima. A constante catalitica (k¢,() de uma enzima, um outro
parametro importante, ¢ definida como Vs dividida pela concentragdo total (formas livre e
ligada ao substrato) de centros ativos. Essa quantidade, também conhecida como nimero de
reciclagem, ou ainda turnover number, representa o nimero de processos reacionais que cada
sitio ativo catalisa por unidade de tempo. A quantidade k., / Ky, por sua vez, ¢ uma medida
da eficiéncia catalitica da enzima. As enzimas mais eficientes apresentam valores para esse
pardmetro proximos ao limite para reacdes controladas por difusdo (10°-10° L mol™ s™).
Quando uma reacdo quimica se processa por meio de intermedidrios muito reativos
presentes em pequena concentragdo, tal concentragdo pode ser considerada constante. No caso
particular da catalise enzimatica, com excecao do estagio inicial da reagcdo, que normalmente
termina alguns milissegundos apds a mistura de E e S, [ES] se mantém aproximadamente
constante até que o substrato seja quase totalmente consumido. Assim, a velocidade de sintese
de ES deve igualar a sua velocidade de consumo durante a reacdo. Ou, em outras palavras, o
intermediario ES permanece em estado estacionario e pode ser tratado como possuindo uma
concentracdo constante, isto ¢, d [ES]/dt = 0. O conceito ou postulado do estado estacionario,
uma consideracao mais geral do que a de Michaelis-Menten, somente foi introduzido no ano
de 1925 pelos pesquisadores G. E. Briggs e J. B. S. Haldane. Apesar da grande simplificacao
que esta consideracdo introduz no estudo de dados cinéticos, o postulado de Briggs-Haldane
apresenta um sério defeito: “a andlise da cinética de uma reag¢do em estado estacionario ndo
pode ter seu mecanismo estabelecido sem ambigiiidade”. Contudo, o fato ndo tira a utilidade
do método, ja que, embora ndo possa ser utilizado para estabelecer de forma inequivoca um
mecanismo, ele ¢ muito importante no teste e eliminagdo de propostas mecanisticas pois, se 0s
dados cinéticos ndo forem compativeis com um certo mecanismo, este devera ser rejeitado.
Existem varios métodos para se determinar os valores dos parametros na expressao de
Michaelis-Menten. Um dos mais empregados foi formulado por Hans Lineweaver e Dean

Burk e usa uma forma inversa da Equacdo 1.2, a qual pode ser observada a seguir:

(K o1 1
Vo V mix [S] V i

Equacio 1.3. Equacdo de Lineweaver-Burk, a qual representa uma reta com coeficiente angular (Ky; / Visy) €
coeficiente linear (1 / Vux). A partir dela, Vs, € Ky sdo facilmente determinados.

A equagdo de Lineweaver-Burk gera um grafico linear (obtido quando se coloca 1/¥)

em funcdo de 1/[S]) denominado de grafico dos duplos reciprocos, ou grafico de Lineweaver-
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Burk. Num gréfico deste tipo, o ponto onde a reta corta o eixo y fornece o inverso do valor da
velocidade inicial maxima. Assim, uma vez determinada Fp;y, 0 coeficiente angular da reta

permite calcular de forma relativamente simples a constante de Michaelis.

b) Metaloenzimas e metaloproteinas

Cerca de 30% das enzimas conhecidas possuem pelo menos um metal em seu centro
ativo ou requerem a presenca de ions metalicos para o correto desempenho de suas fungdes
@49 Entretanto, as enzimas ndo constituem as Gnicas biomoléculas (proteinas estas ou nao) a
usar, com as mais diversas finalidades, ions de metais. Em 6timo artigo de revisdo publicado
no ano de 1996, Solomon ez al. © fornecem uma defini¢io bastante geral do que seria um
sitio metalico ligado a proteina: “sao aqueles constituidos por um ou mais ions metalicos ¢ a
totalidade das cadeias laterais protéicas e ligantes exogenos (sejam em ponte ou terminais)
que representam, em ultima instancia, a primeira esfera de coordena¢do de cada metal”. Estes
sitios podem ser classificados, segundo a fun¢do que desempenham nos sistemas biologicos,

em cinco tipos basicos:

1) Estruturais: responsaveis (parcialmente) pela configuragcdo da estrutura terciaria e/ou
quaternaria de uma proteina;

1) De armazenamento de metais: aqueles encarregados de realizar a captacao, ligagdo e
posterior liberacao de metais numa forma hidrossolavel;

i) De transferéncia eletrénica: fazem a captacao, liberagdo e estocagem de elétrons nos
sistemas vivos;

1v) De ligacao de dioxigénio: coordenagao e posterior liberagao de O»;

V) Cataliticos: func¢des de ligacao do substrato, ativagdo e turnover.

Este ultimo grupo, o das enzimas dependentes de metais, ¢ subdividido ainda em duas
outras categorias: as metaloenzimas, que contém co-fatores de ions metalicos covalentemente
ligados as mesmas (mais comumente ions de metais de transi¢do como Fez+, Fe3+, Cu2+, Zn2+,
Mn”" e Co™") e as enzimas ativadas por metais, que se associam fracamente a fons metalicos
do meio, em geral fons de metais alcalinos e alcalinos terrosos (como Na”, K*, Mg®" ou Ca®").
Neste ultimo tipo de ativagdo, os metais freqiientemente desempenham uma fungao estrutural
ao invés de catalitica 2.

Os ions metalicos participam de processos cataliticos de trés maneiras principais: (a)

ligando-se ao substrato para orienta-lo apropriadamente para a reagdo; (b) mediando reacdes
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redox por intermédio de mudancas reversiveis no estado de oxidagcdo do ion metalico ou (c)
estabilizando eletrostaticamente ou protegendo, através de neutraliza¢do, cargas negativas: em
muitas reagdes catalisadas por ions metalicos, estes atuam da mesma maneira que um proton e
neutralizam uma carga negativa. Os ions metélicos sdo, freqiientemente, catalisadores muito
mais eficientes do que os proprios protons, pois podem estar presentes em altas concentragdes
em pHs proximos de 7 e costumam ter cargas maiores do que +1 @. No caso especifico das
reacoes de hidrolise, de fundamental importancia em sistemas biolodgicos, os ions metalicos
podem promové-las através de 1) fornecimento de uma “ancora molecular” que garanta uma
conformac¢do adequada; 2) ativagdo das ligacdes carbonilicas ou fosfodiéster; 3) neutralizacao
de carga facilitando o ataque nucleofilico e a estabilizacdo, tanto da carga relacionada com o
estado de transi¢ao quanto a do grupo abandonador e 4) fornecimento de um nucledfilo forte
em pH proximo da neutralidade ), pois a carga de um fon metalico faz com que as moléculas
de 4gua a ele ligadas sejam mais acidas do que se estivessem livres e, portanto, uma fonte de
fons OH nucleofilicos mesmo em meio acido .

Em diversas enzimas, o centro ativo ¢ um complexo bimetalico com uma distancia de
3 a5 A entre os cations . O sitio ativo de muitas metaloenzimas, sejam tanto homo quanto
heterobinucleares, apresenta uma ou incluso mais pontes dos tipos oxo, hidroxo, carboxilato
ou imidazolato ligando os metais. Até trés grupos em ponte tém sido encontrados. Mesmo ao
se considerar compostos homobinucleares, os ions metéalicos possuem usualmente ambientes
quimicos diferentes, assimetria esta que pode envolver também os nimeros de coordenacao e

. , - . (8
as geometrias em torno das €species centrais ( ).

¢) Metaloenzima-alvo: processos oxidativos e as CATECOL OXIDASES

O transporte, a ativacdo e o metabolismo do dioxigénio (O,) constituem processos de
enorme importancia para a grande maioria dos organismos vivos. A habilidade das proteinas
que contém cobre de ligar oxigénio molecular de forma reversivel e ativa-lo desempenha um
papel vital na catalise bioldgica e tem sido matéria de grande e continuo interesse em Quimica
Bioinorganica. Apesar de, como ja foi dito, muitas metaloenzimas apresentarem sitios ativos
com assimetrias em relacdo a esfera de coordenagao oferecida aos metais, algumas possuem
sitios cataliticos contendo uma esfera de coordenagdo simétrica. Nesse sentido, podemos citar
como um exemplo importante o grupo de oxidorredutases de cobre conhecidas sob o nome
de catecol oxidases, as quais sdo de especial relevancia no contexto do presente trabalho ja

que constituem o objeto de estudo desta Tese.
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Antes, porém, um pouco da Quimica das proteinas de Cu. Existem trés tipos cldssicos
de centros de cobre em proteinas e sua diferenciacdo ¢ realizada com base nas caracteristicas

espectroscopicas das mesmas (Figura 1.1) (.10
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Figura 1.1. Representagdes estruturais para os trés tipos classicos de centros de cobre encontrados em proteinas.

Os centros de cobre do tipo 1, conhecidos por centros azuis de cobre, sdo encontrados
em proteinas responsaveis pela transferéncia reversivel de elétrons. A intensa cor azul desse
tipo de proteinas deriva de uma forte absor¢do na regido do visivel ( > 3000 L mol™ cm™, a
aproximadamente 600 nm) devido a uma transferéncia de carga (LMCT) do tiolato da cisteina
para o centro cuprico. No espectro de EPR, apresentam um desdobramento hiperfino estreito
provocado pelo ambiente assimétrico do metal em geometria tetraédrica distorcida. Proteinas
de cobre do tipo 1 possuem baixa massa molar e, dentre os mais estudados representantes da
classe, podem ser citados a azurina (presente em bactérias), a amicianina e as plastocianinas
(plantas superiores e algas).

Proteinas de cobre do tipo 2, ou ndo-azuis, sdo encontradas em oxidases, tais como a
galactose oxidase, e em oxigenases, como a dopamina- -monooxigenase. Os membros desta
classe estao envolvidos principalmente em processos cataliticos. Em seu estado oxidado, a cor
dessas proteinas ¢ azul-clara e tem origem nas transi¢des d-d proprias dos ions Cu", com uma
absorcdo limitada na regido do visivel. O espectro de EPR ¢ tipico de complexos comuns de
cobre. Centros do tipo 2 sdo espectroscopicamente consistentes com as geometrias quadratica
planar, piramidal ou tetragonal. O metal encontra-se ligado a 4tomos doadores de nitrogénio
e/ou oxigénio.

A diferenga das duas classes anteriores, o tipo 3 contém dois ions cupricos, cada um
dos quais coordenado a trés 4&tomos de nitrogénio provenientes de residuos de histidina. Estas
proteinas apresentam uma absor¢do intensa na regiao do UV proximo, em torno de 330 nm, e
possuem a capacidade de captar dioxigénio de forma reversivel nas condi¢des ambiente. Os

’ II .
ions Cu" presentes no estado oxidado desses centros encontram-se fortemente acoplados, de
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maneira antiferromagnética, o que leva a um comportamento silencioso no EPR. Esta classe ¢
representada por trés proteinas cujas estruturas foram resolvidas por cristalografia de raios-X,

(IL12) & ag enzimas tirosinase !

a saber: a hemocianina e catecol oxidase, que sera abordada
adiante com maiores detalhes. Proteinas de cobre do tipo 3 atuam ou como transportadores /
armazenadores de oxigénio molecular (a hemocianina) ou como enzimas do tipo oxigenase /
oxidase (tirosinase e catecol oxidase) .

Entretanto, recentes desenvolvimentos nas técnicas cristalograficas e espectroscopicas
permitiram a descoberta de outros tipos de sitios ativos contendo cobre, € uma classificacao
atual distingue SETE diferentes classes de sitios ativos no estado oxidado das proteinas que
possuem o metal. Além dos trés tipos descritos acima, ha os centros de tipo 4 (combinacao de
sitios ativos dos tipos 2 e 3, formando um cluster trinuclear em formato triangular // algumas
vezes, essas proteinas apresentam também, pelo menos, um sitio do tipo 1 e passam entdo a
ser chamadas multi-cobre oxidases ou, ainda, oxidases azuis // exemplos: laccase, ascorbato
oxidase e ceruloplasmina), os sitios ativos Cu, (sitios de cobre de valéncia mista contendo
um centro binuclear no qual ambos os ions tém um estado de oxidagao formal igual a +1,5 na
forma oxidada e uma geometria tetraédrica, com duas pontes tiolato provenientes de residuos
de cisteina entre os metais // exemplos: citocromo ¢ oxidase e 6xido nitroso redutase), o sitio
ativo Cup (detectado proximo a um centro de ferro tipo heme na enzima citocromo ¢ oxidase
// apresenta um ion cobre coordenado por trés atomos de nitrogénio provenientes de residuos
de histidina numa geometria trigonal piramidal, sendo que a quarta posi¢ao de coordenagao
parece encontrar-se vaga e esta direcionada no sentido de uma outra posicao livre existente na
esfera de coordenacdo do ion ferro presente no grupo heme) e, finalmente, o sitio ativo Cuy,
(consistindo de quatro ions cobre arranjados em um tetraedro distorcido e coordenados por
sete residuos de histidina e um 4nion hidréxido // exemplo: 6xido nitroso redutase) ).

A metaloenzima catecol oxidase (CO), cuja nomenclatura oficial ¢ 1,2-benzenodiol:
oxigénio oxidorredutase, ¢ o membro do qual se possui menos conhecimento da classe das
proteinas de cobre do tipo 3. A primeira CO foi isolada em 1937 ' e, desde entéio, COs tém
sido encontradas em um amplo espectro de plantas e frutos e em alguns insetos e crustaceos.
Estas enzimas catalisam a oxidacao de uma grande variedade de orto-difendis (catecois) as

. 1
correspondentes orfo-quinonas ¢'”

, oxidagdo esta acoplada a reducdo de oxigénio molecular a
4gua. A taxa de conversio de catecol na batata doce foi medida e ¢ igual 22,3 x 10° s ¥, As
quinonas resultantes sdo altamente reativas e sofrem auto-polimerizagdo formando melaninas
polifenodlicas marrons '”. Especula-se que este tipo de processo possa proteger uma planta

danificada de organismos patogénicos ou mesmo insetos. O fato de alguns parasitas utilizarem
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inibidores desta enzima indica que o sistema CO / difenol representa realmente um obstaculo
para a colonizagdo do hospedeiro e reforga a idéia anterior ®°. As outras fungdes fisiologicas
propostas para as COs incluem envolvimento na fotossintese e a coloragao de certas flores.

As estruturas das formas met [Cu"—( -OH)-Cu"] e reduzida (Cu'-OH, Cu') da CO
extraida de batata doce, Ipomoea batatas (ib), foram determinadas em 1998 por cristalografia
de raios-X com resolucdo de 2,5 A @122 Esta enzima monomeérica, cuja estrutura terciaria
pode ser vista na Figura 1.2, contém 345 residuos de aminoacidos e apresenta um formato

elipsoidal com dimensdes de 55 x 45 x 45 A.

Figura 1.2. Estrutura tridimensional global da catecol oxidase de batata doce, ibCO (extraida da referéncia 22).

A estrutura secundaria ¢ dominada por -hélices (azul), merecendo destaque especial
o motivo estrutural formado pelo “pacote” de quatro hélices ( 2, 3, 6e 7) que envolve os
atomos de Cu e lhes fornece os residuos de histidina aos quais eles se coordenam. Ha4 somente
pequenos segmentos de folhas  (verde), localizados principalmente na por¢ao N-terminal, e
também uma elevada proporcao de regides com espirais. Existem ainda duas pontes dissulfeto
(entre os residuos Cys11-Cys28 e Cys27—Cys89) que ajudam a ancorar a regido N-terminal
(aminoécidos 1 a 50 da seqiiéncia) da proteina a hélice 2. O sitio ativo acomoda-se no ja
mencionado “pacote” helicoidal central, constituido pelas quatro -hélices, o qual se encontra
por sua vez localizado numa cavidade hidrofébica proéxima a superficie da enzima.

Ambos os sitios de ligacdo aos ions cobre sdo compostos por trés anéis imidazolicos
provenientes das cadeias laterais dos aminoacidos His 88, His 109 e His 118 (CuA) e His 240,

His 244 e His 274 (CuB). Uma caracteristica bem interessante do sitio catalitico da ibCO ¢ a

ligacdo covalente do tipo tioéter (C—S—C) formada entre o carbono do residuo de His 109

10
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(aminoacido que, como visto antes, coordena-se ao CuA) e o atomo de enxofre do residuo de
Cys 92. Esta ponte do tipo “cisteinil-histidil”, entretanto, parece ndo ter envolvimento direto
no processo de transferéncia eletronica. Na forma oxidada met do sitio ativo (Figura 1.3), as
esferas de coordenacao sao completadas por uma molécula de solvente, ou provavelmente um
ion hidréxido, atuando como ponte entre os metais (CuA—O 1,9 A; CuB-O 1,8 A). Ambos os
centros de cobre apresentam uma geometria de coordenacao trigonal piramidal (com His 109

e His 240 ocupando as posi¢des apicais) e a distancia intermetalica é de 2,9 A.

His244

CuB - ’H|5274

Figura 1.3. Esfera de coordenagao presente no estado met do centro binuclear de cobre da ibCO (referéncia 22).

Na forma reduzida (Cu'Cu') da catecol oxidase, a distincia intermetalica aumenta
consideravelmente (4,4 A), mas os residuos de histidina coordenados aos metais deslocam-se
apenas levemente ¢ ndo sdo observadas mudancas conformacionais significativas para os
outros aminoacidos da proteina. A ponte -hidroxo desaparece, dando lugar a uma molécula
de 4gua coordenada ao centro de cobre A (CuA—O 2,2 A), o qual apresenta uma geometria
trigonal piramidal distorcida. J4 o centro de cobre B assume uma geometria quadratica plana
com uma posi¢do de coordenagdo livre (NC=3).

O espectro eletronico da forma oxidada da catecol oxidase apresenta um maximo na
faixa de 700-800 nm, atribuido as transi¢oes d-d, e uma absor¢ao na faixa de 310 ¢ 330 nm,

relacionada a uma transi¢do de transferéncia de carga do tipo ligante metal, provavelmente

da ponte -hidroxo para os centros de cobre(Il). Além disso, os sitios binucleares de cobre nas
catecol oxidases, assim como nos outros membros da classe de proteinas de cobre do tipo 3,
sdo caracterizados por forte acoplamento antiferromagnético e auséncia de sinal no EPR. Por
sua vez, a forma reduzida desta enzima nao apresenta acoplamento antiferromagnético pela

A (1 23
auséncia de ponte entre os centros metalicos 23),

11
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Com base em uma série de dados bioquimicos, espectroscopicos e estruturais (alguns
dos quais discutidos acima) e em uma proposta inicial publicada por Solomon e colaboradores
para o ciclo catalitico envolvido na atividade de catecolase exibida pela enzima tirosinase ¥,
foi possivel se sugerir um mecanismo para a reacao de oxidagdo de catecois mediada pela CO.

Esta proposi¢do pode ser observada na Figura 1.4 %2,

(0]
/ OH
H.O +
\o
H|s Cu HIS
2H* o .
His H HIS H
forma met
HO HO
His O His His O His
||O||\ o
His— O\Cu His His— bu -0 Cu His
His’ His His §  His
H*
o
@OH His His His His [ )
] n O n, =" ] I b, I
on His— ui(\):Cld—Hls Hlsbu\OH CL{—Hls °
His’ His His’ 2 His
forma oxy W forma reduzida
H,0 0,

Figura 1.4. Mecanismo proposto para a oxidacdo de catecdis mediada pela CO (adaptado da referéncia 22).

O ciclo catalitico pode ter inicio a partir tanto do estado oxy quanto do estado met da
enzima. Um orto-difenol (substrato) liga-se, ap6s a desprotonagao de uma das suas hidroxilas,
de forma monodentada ao atomo de cobre B, por exemplo, da forma met da catecol oxidase.
Este processo ¢ seguido pela oxidagdo do substrato, com formacao da primeira orfo-quinona e
a conseqiiente reducio da enzima para a sua forma Cu'+-Cu'. A incorporagio de oxigénio
molecular como ion peréxido numa coordenagdo do tipo - °: ? (segundo sugerem estudos
espectroscopicos de UV-vis e Raman) leva ao estado oxy da enzima, a qual ¢ entdo atacada
por uma segunda molécula do substrato, que se coordena, apos desprotonacdo de uma de suas

hidroxilas, de modo monodentado ao 4&tomo de cobre B. A oxidagdo desse orto-difenol a uma

12
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segunda orto-quinona regenera o estado met da CO, encerrando-se assim o ciclo catalitico.
Caberia aqui destacar, contudo, que o modo de coordenacdo do substrato ao centro binuclear
de cobre constitui ainda motivo de controvérsias. Na Figura 1.4, utilizamos os intermediarios
propostos por Krebs, baseados em dados cristalograficos do aduto formado entre a catecol
oxidase e o inibidor feniltiouréia. Em seu artigo original de 1996 ¥ Edward I. Solomon d4
preferéncia a uma coordenacao bidentada em ponte e, mais recentemente, num estudo que fez
uso das técnicas de UV-vis, EPR, eletroquimica e RMN de "F, Torelli ef al. propuseram um
outro modelo para a interagdo entre uma série de complexos homobinucleares de cobre(Il) e o
substrato 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-dtbc) **. Para esses autores, a nova proposta reconcilia
ambos os intermedidrios enzima-substrato antes descritos (propostos por Solomon e Krebs,
respectivamente). Algum tempo depois, Casella e seus colaboradores publicaram o trabalho
intitulado “Mechanistic insight into the catechol oxidase activity by a biomimetic dinuclear

» 29 1o qual sugerem um ciclo catalitico bifasico (isto é, em duas etapas). Na

copper complex
primeira delas, uma molécula de 3,5-dtbc seria oxidada pelo complexo na sua forma Cu"Cu",
com a concomitante reducio dos centros de cobre para Cu'Cu'. A partir de estudos sobre a
dependéncia da reagdo com o pH do meio, foi deduzido que a espécie ativa € o estado mono-
hidroxo do composto binuclear. J& na segunda etapa, uma outra molécula de catecol ¢ oxidada
pelo complexo Cu"Cu"-0, formado apés oxigenagio da forma reduzida do catalisador. Em
ambos 0s casos, a oxidacdo do substrato constituiria um processo de transferéncia eletronica
de esfera interna envolvendo a ligacao do catecol a espécie ativa. Os autores destacam que,

para a primeira etapa, a presenca do grupo exdgeno -hidroxo no sitio ativo da enzima pode

ser de fundamental importancia na remocao do segundo préton do orto-difenol, favorecendo a

fixacdo do substrato num modo de coordenagdo bastante particular (ponte °: 7).
+
HO H o
) H o o/
2+ 2+ 2+ 2+ 2+ / \ [2+
Cu Cu Cu Cu Cu Cu
N/ N
O O
H H OH,

Figura 1.5. Processo de ligacdo do catecol ao sitio ativo da ibCO. Casella ef al. (adaptado da referéncia 25).

No ano de 2004, um mecanismo muito diferente, desenvolvido através de um estudo

computacional via teoria do funcional de densidade hibrido (DFT), foi proposto pelo quimico

13



Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos do Trabalho

sueco Per E. M. Siegbahn “®. O novo mecanismo foi construido sobre um crescente niimero
de estudos teodricos e experimentais indicando que o sitio ativo de uma enzima ndo muda a sua
carga ao longo do ciclo catalitico. Na proposi¢ao mostrada na Figura 1.4 (por Krebs ef al.), a
carga elétrica do sitio ativo varia de +1 a +3, o que requer a disponibilidade de varios centros
de natureza basica (captadores de H") préximos que possam armazenar os protons liberados
durante o ciclo. Entretanto, a estrutura cristalina da catecol oxidase ndo revela a presenca de
tais “candidatos a bases” na regido do sitio ativo. O ciclo catalitico proposto por Siegbahn e
colaboradores (Figura 1.6) apresenta alguns intermedidrios radicalares e espécies de valéncia
mista Cu"Cu'. A partir de comparagdes feitas com a enzima tirosinase, cuja estrutura, como
apontado anteriormente, ¢ bem similar a da CO, foi escolhida uma carga igual a +1 para o
complexo binuclear de cobre que constitui o sitio ativo, a qual se mantém constante ao longo

de todo o mecanismo.

0 OH
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0 0,
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step o

CID OH
(8] : :DH
Figura 1.6. Mecanismo proposto por Siegbahn ef al. para a oxidagdo de catecois mediada pela CO (extraido das
referéncias 26 e 27). Intermediarios radicalares e de valéncia mista Cu''Cu' sdo importantes na dindmica do ciclo.

Apesar das inovagdes incorporadas com esta proposi¢do, o mecanismo peca no fato de

ndo possuir, at¢ o momento, suporte experimental adequado. Em particular, a existéncia de
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um anion radical superéxido em coordenagdo do tipo -1,1, como o decorrente da primeira
etapa do ciclo, ndo possui antecedentes na literatura para qualquer complexo binuclear de Cu.
Em virtude disto, Giiell e Siegbahn (2007) resolveram deixar de lado a analogia com a enzima
tirosinase e adotar uma carga igual a +2 para o sitio ativo da CO. Desta forma, realizaram um
outro estudo tedrico do mecanismo envolvido no ciclo oxidativo da catecol oxidase utilizando

o funcional DFT hibrido B3LYP. Esse mecanismo pode ser visto na Figura 1.7 ).
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Figura 1.7. Um outro mecanismo, proposto por Giiell e Siegbahn, para a oxidagao de catecois mediada pela CO
(extraido da referéncia 28). A carga do sitio ativo permanece igual a +2 ao longo de todo o ciclo catalitico.

O mecanismo comeca a partir de uma estrutura na qual um ion peroéxido encontra-se

2, 2 : .
coordenado na forma : ~ao centro binuclear de Cu, como proposto experimentalmente.

A primeira meia-reagdo (envolvendo as etapas a, b e ¢) € descrita pela equacao:
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OH e
+ 027 @i + 20H
OH ~0

Os respectivos estados de transi¢ao calculados sdo mostrados na Figura 1.8.

Figura 1.8. Estados de transi¢do DFT calculados para as etapas que conformam a primeira meia-reagao do ciclo
sugerido por Giiell/Siegbahn (extraido da referéncia 28). Os atomos marcados com um asterisco foram mantidos
fixos na posi¢do que eles ocupam na estrutura de raios-X durante a otimizagdo da geometria.

Novamente, propde-se aqui a presenca de intermediarios radicalares. A seu favor, os
autores argumentam que, apesar de nao haver at¢ o momento evidéncia experimental que
suporte o envolvimento de radicais no ciclo catalitico da enzima CO, estes estdo fortemente
envolvidos na formacao da ligacdo covalente entre Cys 92 e His 109. Além disso, para outras
enzimas nas quais ligagdes covalentes dessa natureza estdo presentes, uma quimica radicalar
foi também sugerida no mecanismo catalitico. Por exemplo, pressupde-se que radicais tirosil
tenham implicacdes importantes tanto para a galactose oxidase *” quanto para a citocromo ¢
oxidase ©°. De acordo com os mecanismos propostos por Solomon e Krebs, uma molécula de
dgua ¢ obtida apds a saida da primeira orfo-quinona (meia-reacdo inicial). Esta molécula de
agua se encontraria coordenada a apenas um dos centros de cobre. No presente mecanismo ha,
entretanto, duas pontes de tipo -hidroxo conectando os centros metalicos ap6s a liberacao do
produto. As duas moléculas de dgua que a estequiometria total do ciclo exige seriam entao
formadas durante a segunda meia-reagdao (mais especificamente, nas etapas e ¢ f da mesma).

Essa meia-reacdo pode ser descrita pela equacao geral:

OH _0O
+ 20H + 20u* —— > C[ + 2H,0 + 2cut
OH ~o
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O processo comeca a partir do intermedidrio cuja estrutura otimizada ¢ mostrada na
Figura 1.9. De acordo com os resultados obtidos, na segunda semi-reacdo uma molécula de
catecol ¢ oxidada a correspondente orfo-quinona, o centro binuclear de cobre ¢ reduzido do
estado Cu"Cu" ao estado Cu'Cu' e duas moléculas de 4gua sdo obtidas a partir de duas pontes

-hidroxo. A etapa-chave do mecanismo global, e portanto a determinante da velocidade, ¢ a
quebra da ligacao O—O do ligante peroxo coordenado (etapa b), a qual apresenta uma barreira
energética calculada de 12,1 kcal mol”, em excelente concordancia com o valor experimental
de aproximadamente 13 kcal mol" (barreira de energia livre para a oxidag¢io do catecol em
Ipomoea batatas). Em algumas etapas deste ciclo, o substrato assume uma coordenacao de

tipo monodentada, o que condiz com a proposi¢cao de Krebs e colaboradores.

Spin
Cu, -0.63
Cup 065
Oa -0.02
On 0.08
Subst. (.00

Figura 1.9. Intermediario DFT calculado, o qual mostra bem o modo de interagdo do substrato com o sitio ativo
da CO na segunda meia-reagdo do ciclo proposto por Giiell/Siegbahn (extraido da referéncia 28). Como no caso
anterior, os atomos marcados com um asterisco foram mantidos fixos na posi¢ao que eles ocupam na estrutura de
raios-X durante a otimizagdo da geometria.

Muito recentemente, Comba et al. ®" publicaram um artigo baseado simultaneamente
em calculos teoricos e resultados experimentais, no qual analisaram o mecanismo envolvido
na oxidagdo do substrato modelo 3,5-dtbc por uma série de complexos biomiméticos do tipo
Cu"Cu"-bispidina na presenca de dioxigénio. Esses autores sugeriram um ciclo catalitico para
0os compostos que estudaram que apresenta certas divergéncias importantes em relagao aos
ultimos mecanismos propostos para a reacdo enzimatica. Os principais pontos de diferenga
sdo: (1) apenas um catecolato ¢ oxidado por ciclo com os catalisadores sintéticos, enquanto no

caso da metaloenzima sao dois; (ii) o substrato coordena-se aos complexos modelos na forma
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bidentada (de acordo com a proposta inicial de Solomon para a tirosinase), enquanto para a
CO vérias propostas de interagdo enzima-substrato vém sendo consideradas e (iii) o oxigénio
molecular ¢ reduzido a H,O, (processo envolvendo dois elétrons) nos compostos com ligantes

bispidina, enquanto na enzima ele ¢ reduzido a H,O (processo envolvendo quatro elétrons).

d) A hidroélise das ligacdes fosfodiéster e sua releviancia bioquimica

Apesar de ndo constituirem assunto central desta Tese, torna-se necessario tecer neste
momento algumas consideragdes de ordem estrutural e, principalmente, mecanistica sobre as
metaloenzimas que catalisam as reagdes de hidrolise, com énfase especial para a clivagem de
¢ésteres de fosfato. Isto, como podera ser visto adiante (Capitulo 3), esta relacionado com uma
interessante propriedade apresentada por dois dos compostos modelos desenvolvidos ao longo
de nosso trabalho. A seguir, uma breve introdu¢do ao tema.

O genoma humano ¢ constituido por 23 cromossomos e aproximadamente trés bilhdes
de pares de bases nitrogenadas (as quais, na forma de nucleotideos, representam as unidades
monomeéricas do acido desoxirribonucléico, DNA). Neste “pacote” de DNA, estdo codificados
uns 30.000 genes, cada um dos quais deve ser transcrito numa molécula de RNA mensageiro
para que a proteina correspondente possa ser sintetizada. Uma unica mutag¢do em qualquer um
destes genes, ou também a degradacdo de uma proteina essencial, poderiam trazer consigo
conseqiiéncias devastadoras para o individuo. Assim sendo, a manutengao da integridade da
informacao genética contida nas macromoléculas de RNA e DNA, ou da estrutura primaria
das proteinas, ¢ de fundamental importancia. Neste contexto, a escolha de ligacdes do tipo
fosfodiéster (as quais unem os nucleosideos nos RNA e DNA) e peptidicas (que acoplam os
aminoacidos em proteinas) nao poderia ter sido mais adequada, a estabilidade cinética — a
despeito de sua relativa instabilidade termodindmica — que elas conferem a esses biopolimeros
¢ realmente impressionante. Contudo, a mesma estabilidade cinética que torna essas ligacdes
tdo apropriadas pode, eventualmente, constituir um sério problema, por exemplo: proteinas e
DNA estranhos, uma vez reconhecidos, precisam ser destruidos; mutagdes no DNA nativo
tém de ser reparadas; o RNA mensageiro deve ser hidrolisado para que a proteina que ele
codifica ndo seja sintetizada de forma desnecessaria e, ainda, as proteinas nativas t€ém que ser
degradadas aos correspondentes aminodcidos, uma vez cumprida a sua func¢do. E, obviamente,
tudo isto deve acontecer numa escala de tempo fisiologicamente adequada. Para dar conta
desta formidavel tarefa, a natureza utiliza a classe de enzimas chamadas de hidrolases ®
O nosso interesse especifico reside numa classe de metalo-hidrolases denominadas

fosfo-hidrolases, as quais catalisam seletivamente a hidrolise de ligagdes “éster de fosfato” em
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aminoacidos e sacarideos fosforilados (fosfatases), nucleotideos, DNA e RNA (nucleases) ©).

As fosfatases sdo um conjunto de hidrolases que utilizam como substratos fosfomonoésteres.
Elas encontram-se amplamente distribuidas na natureza, tendo sido identificadas em animais,
vegetais € microorganismos. Estas enzimas podem ser divididas em trés classes principais:
fosfatases alcalinas (com pH 6timo para catalise em torno de 9,0 e baixa especificidade em
relacdo ao substrato para monoésteres de fosfato de pequena massa molar // requerem cations
Zn*" para manifestar a sua atividade), fosfatases acidas (com pH 6timo para catalise em torno
de 5,0 e substratos de baixa massa molecular relativa) e proteinas fosfatases, as quais atuam
na desfosforilacdo (isto ¢, a remo¢ao de um grupamento fosfato) de proteinas. Com base em
uma série de fatores (fungdes, estrutura, seqii€ncia, especificidade, inibidores...), estas ultimas
podem ainda ser separadas em duas grandes categorias: proteinas Serina/Treonina fosfatases e
proteinas Tirosina fosfatases #*°?).

Dois importantes grupos de fosfo-hidrolases sdo as fosfatases acidas purpuras (PAPs)

e a calcineurina (PP2B). As se¢des a continuacdo abordam com mais detalhes as principais

propriedades destas enzimas.

As fosfatases acidas parpuras — Parte I: consideracdes estruturais

As fosfatases acidas parpuras sdo um conjunto de enzimas que, in vitro, catalisam a
hidrolise de ésteres e anidridos ativados do acido fosforico, como o trifosfato de adenosina
(ATP), numa faixa 6tima de pH entre 4,0 e 7,0. Elas diferem de outras fosfatases acidas pelo
fato de ndo serem sensiveis a inibi¢dao por tartarato e ja foram encontradas em uma grande
variedade de tecidos provenientes de mamiferos (fluido alantdico suino, ossos e bago de ratos,
baco humano e bovino, etc.), de certas plantas (batata doce, feijado vermelho, soja) e também
em fontes microbianas. A funcao fisioldgica destas enzimas ainda nao foi inequivocamente
estabelecida ®Y. As PAPs extraidas de mamiferos (tais como UfPAP, rbPAP, bsPAP, etc.)
tém sido extensivamente estudadas e contém um centro ativo constituido por dois nticleos de
ferro antiferromagneticamente acoplados na sua forma oxidada inativa, ou purpura, Fe"'Fe'".
Ja a kbPAP, proveniente do feijao vermelho, € homodimérica (111 kDa) e apresenta um sitio

Fe'"Zn" em cada uma das subunidades ©> (Figura 1.10).
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Figura 1.10. PAPs provenientes de fontes animais e vegetais: (a) Estrutura tridimensional do sitio ativo da (“rat
bone”) tbPAP intacta, com sulfato complexado. Os residuos de His 113, His 216 e Asp 267 ndo estdo envolvidos
diretamente na coordenag@o aos centros férricos, mas participam ativamente do processo catalitico. (b) Estrutura
tridimensional do sitio ativo da (“kidney bean”’) kbPAP, com fosfato complexado. Ambos os atomos de oxigénio
ndo coordenados do grupo PO.* interagem, através de ligacdes de H, com os residuos de His 202 ¢ His 296.

Em 2005, uma equipe de pesquisadores liderada por Gerhard Schenk e Luke Guddat,
ambos da University of Queensland (Australia), apresentou a estrutura cristalina do complexo
formado entre o anion diidrogenofosfato e uma das isoformas de alta massa molecular (ca.
110 kDa) da fosfatase acida purpura extraida de batata doce, a qual possui um sitio catalitico
antiferromagneticamente acoplado Fe™Mn" Ginico nesta classe de metaloenzimas ©®. A assim
chamada spPAP (do inglés, sweet potato PAP), com os seus centros metalicos separados por
uma distancia média de 3,26 A e exibindo ambientes de coordenagio octaédricos, se distingue
dos outros membros do grupo pela maior eficiéncia catalitica frente a uma grande variedade
de ésteres de fosfato (ativados ou ndo), pela dependéncia do ion Mn”" para a manutencio de
sua atividade e pela presenga, em pH 4,9, de uma ponte do tipo -oxo entre os metais. O ion
diidrogenofosfato coordena-se ao sitio ativo da spPAP num modo tripodal bastante incomum,
com dois oxigénios ligando-se aos centros de ferro(Ill) e manganés(II), respectivamente, € um
terceiro atuando como ponte entre esses cations. Esta forma de coordenacao ¢ considerada
unica entre as estruturas conhecidas pertencentes a familia das PAPs, mas, segundo os autores
do trabalho, remete ao modo de ligacao do grupo fosfato na enzima binuclear de niquel(II)
urease e do anion sulfato ao sitio Mn'"Mn" da proteina fosfatase de bacteriofagos.

Todas as PAPs (sejam elas de fontes vegetais ou animais) possuem centros metalicos
binucleares quimicamente idénticos no que diz respeito a esfera de coordenagao dos metais.
Uma representagio esquematica da forma reduzida, e portanto ativa, (Fe""M") do sitio ativo

das PAPs encontra-se representada na Figura 1.11.
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Figura 1.11. Representagio esquematica da forma reduzida Fe'"M" (cataliticamente ativa) dos sitios ativos das
fosfatases acidas purpuras extraidas tanto de fontes animais quanto vegetais.

As fosfatases acidas purpuras — Parte II: proposicdes mecanisticas

Essa enorme semelhancga entre os sitios ativos de todas as PAPs sugere que a catalise
da reacdo de hidrolise de ésteres de fosfato possa ocorrer através de um mecanismo comum.
Levando isto em consideracdo, duas propostas iniciais para o mecanismo de acdo das PAPs
foram descritas na literatura: uma por T. Klabunde e colaboradores ©” (publicada em 1996 e
baseada em dados estruturais para a kbPAP) e a outra, mais recente, descrita por Y. Lindqvist
e colaboradores em 1999 para a tbPAP “¥. Esses dois mecanismos sdo muito parecidos entre
si e apresentam, como principal caracteristica, o ataque nucleofilico sobre o atomo de fosforo

111
. Como exemplo

por parte do ion hidréxido terminalmente coordenado ao centro de Fe
ilustrativo, a Figura 1.12 apresenta o mecanismo proposto por Y. Lindqvist e colaboradores.
Numa primeira etapa, o grupo fosfato do substrato se liga a forma reduzida (ativa) da enzima
pelo deslocamento de uma molécula de dgua e subseqiiente coordenagdo ao centro metalico
bivalente. Isto deixaria o ligante hidroxo terminal da esfera de coordenagdo do ferro(Ill) numa
posicdo adequada para um ataque “em linha” sobre o atomo de fésforo, o qual assume, apds
coordenado, um carater positivo que facilita a entrada do nucledfilo. Como esse ataque ocorre
do lado oposto ao grupamento alcool (grupo abandonador) do substrato, ha uma inversao de
configuracdo no atomo de fosforo. O ataque nucleofilico resulta em um estado de transicao
pentacoordenado de geometria trigonal bipiramidal, que deve ser estabilizado por interagdes

com os residuos de His 113 e His 216, os quais sao conservados no sitio ativo. No arranjo

descrito, o grupo de entrada e o grupo abandonador se encontrariam alinhados, ocupando as
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posicdes axiais. A hidrélise propriamente dita ocorreria a partir da protonacdo do grupo de
saida pelo residuo de acido aspartico Asp 267, com subseqiiente clivagem da ligacdo P-OR.
Ao final dessa etapa, o grupo fosfato encontra-se coordenado a ambos os centros de ferro de
forma bidentada, podendo entdo ser deslocado do nucleo férrico por uma molécula de agua

em uma reacdo de substituicdo, fechando-se assim o ciclo.
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Figura 1.12. Mecanismo proposto por Lindqvist ef al. para a hidrélise de ésteres de fosfato mediada pela rbPAP
(adaptado da referéncia 38).

Entretanto, o grupo do professor Lawrence Que Jr., University of Minnesota (EUA),
tem defendido a idéia de que o nucle6filo em questdo possa ser o ion hidréxido que ponteia os
metais ao invés de um ligante hidroxo terminal (Figura 1.13) ®**”. Esse pesquisador utiliza
alguns argumentos bastante fortes a favor de sua teoria: 1) apesar da disponibilidade de varias
estruturas cristalinas de PAPs nao ha evidéncia direta, at¢ o momento, de ligantes derivados
do solvente em posicdes terminais na esfera de coordenagdo dos cations metalicos da forma

ativa dessas enzimas; 2) em um estudo por espectroscopia ENDOR (electron-nuclear double
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resonance) envolvendo a forma ativa (o estado de valéncia mista Fe"Fe") da uteroferrina “©,

assim como seus complexos com os anions tetraé¢dricos MoO,*, AsO4" e PO4>", ndo foram
encontrados indicios para a presenca de agua ou ion hidréxido coordenado terminalmente ao
centro de Fe'"', o que sugere que a sexta posi¢io de coordenagio desse cation permanece vaga
na forma reduzida ativa da enzima. Apenas a ponte -hidroxo (caracteristica estrutural que se

mantém nos complexos dos anions tetraédricos) e uma molécula de agua, ou talvez um anion
hidroxido, terminal ligada(o) ao centro de ferro(Il) foram detectadas, sendo que este ultimo
ligante ¢ deslocado apos a coordenagdo bidentada dos anions e, finalizando, 3) a estrutura do
complexo enzima-substrato ¢ diferente em cada um dos mecanismos propostos, podendo ser
utilizada para a escolha da proposi¢ao correta: enquanto o mecanismo A requer uma ligagao
monodentada por parte do éster de fosfato ao centro ferroso, 0 mecanismo B postula que a
ligacdo do substrato se d4 de maneira bidentada, formando uma ponte entre os metais. Até o
presente momento, ndo hé evidéncia experimental conclusiva sobre a verdadeira estrutura do
complexo ES. O fosfato ¢ um inibidor competitivo das PAPs e acredita-se que este ion se
ligue a enzima através de interagdes bastante semelhantes aquelas do proprio substrato. A
estrutura mostrada anteriormente (kbPAP) prova que, de fato, o anion fosfato liga-se a ambos
os cations metalicos do sitio ativo das PAPs numa coordenagdo do tipo bidentada em ponte.
Ademais, estudos espectroscopicos de EXAFS (extended X-ray absorption fine structure) tém
corroborado esse modo de ligagdo “'*?), favorecendo, desta forma, o mecanismo B. Quando
coordenado de maneira terminal ao centro metalico, espera-se que o ion hidroxido apresente
uma nucleofilicidade muito maior do que quando coordenado como ponte **. Entretanto, a
ligacdo do substrato pode disparar um processo de aproximacdo da ponte -hidroxo ao ion

bivalente, tornando-a um ligante quasi-terminal (M"—OH) e, portanto, mais nucleofilico ©*.
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Figura 1.13. Dois diferentes mecanismos propostos para a hidrolise de um monoéster de fosfato pelas PAPs. A:
com envolvimento de um nucledfilo terminal (Klabunde et al.; Lindqvist ef al.) e B: com envolvimento de um
nucleofilo em ponte (Que, Jr. et al.) (extraido da referéncia 40).

Por outro lado, seria interessante notar que o padrao de ligacdes de H para ambas as
subunidades da spPAP (Schenk et al.) mostra que o oxigénio em ponte esta protonado. Como
¢ proposto que esse atomo tem origem a partir do nucledfilo que ponteia os metais, pode-se
concluir que, em pH proximo de 4, um ion OH" encontra-se presente em uma coordenagdo do
tipo -hidroxo. A estrutura publicada por Schenk, assim como também os dados cinéticos que
a acompanham, vao de encontro a hipdtese de que, no caso da spPAP, ¢ o 4&tomo de oxigénio
em ponte que inicia a hidrélise. Além disto, resultados de EXAFS publicados por Lanznaster

@4 para o complexo binuclear inédito [FeCu( -OAc),(bpbpmp)](ClO4),, em

e colaboradores
que bpbpmp representa a forma desprotonada do ligante 2-[N-bis(piridilmetil)aminometil]-6-
[N’-(piridilmetil-2-hidroxibenzil)Jaminometil]-4-metilfenol, indicam fortemente a presenca de
ferro pentacoordenado em solucdo. Por conseguinte, sugere-se que o nucledfilo envolvido no
ataque seja a ponte 0xido, o que constituiria entdo uma outra possibilidade mecanistica.
Recentemente, A. Neves, Schenk e colaboradores apresentaram uma revisdo completa

dos mecanismos propostos para as metalo-hidrolases binucleares ).

A calcineurina

Esta enzima pertence a classe das proteinas Serina/Treonina fosfatases, um grupo de
catalisadores envolvidos na modulag¢ao do estado de fosforilagdo de proteinas em organismos
eucariontes. Nesse balango entre a fosforilacdo e a desfosforilacdo de proteinas estd a base
para o controle de diversos eventos biologicos disparados por efetores extracelulares como

hormonios, mitdgenos, compostos carcinogénicos, citocinas, neurotransmissores e substancias
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ou metabolitos toxicos. Em conseqiiéncia da acdo destes efetores pode ocorrer regulacio da
divisdo, diferenciacdo, desenvolvimento e morte da célula, assim como também mudancas no
metabolismo e na expressao génica, contracao, transporte, locomogao celular, aprendizado e
memoria. Praticamente um ter¢o de todas as proteinas celulares sdo fosfoproteinas e uma
quantidade importante de vias de sinalizagdo sdo reguladas pelo estado de fosforilagdo das
mesmas. Em células eucariontes, a adi¢ao de grupos fosfato a proteinas ocorre principalmente
em residuos de Tirosina, Serina e Treonina e ¢ mediada por enzimas da classe das proteinas
quinases. A calcineurina atua especificamente na desfosforilagdo (via hidrolise de ligagdes do
tipo éster de fosfato) dos residuos fosfoserina e fosfotreonina de grande numero de cadeias
polipeptidicas ©**®. Por isso, e a diferenca do que acontece com as PAPs, acredita-se que o
papel fisiologico da PP2B esteja atualmente bem caracterizado para varios eucariontes, tanto
inferiores (Saccharomyces cerevisiae € Neurospora crassa, por exemplo) quanto superiores
(plantas e mamiferos). Uma listagem abrangente das suas fung¢des conhecidas, em diferentes
organismos, pode ser encontrada na revisdo publicada por Rusnak e Mertz “7.

Nos mamiferos, a calcineurina ¢ isolada predominantemente de tecidos nervosos e
constitui a unica fosfatase dependente de célcio e calmodulina conhecida “**®. Essa enzima
também ¢é estimulada pela presenga de outros cations metalicos bivalentes, em particular Mn*"
e Ni2+ (4930315253 ‘g demonstrado que estes fons aumentam a atividade da PP2B na auséncia
de Ca”*"/calmodulina ®” e evitam a inativacio da enzima, ou restituem a sua atividade apos
inativacdo por exposicdo a Ca*"/calmodulina “”. Ainda ndo é completamente claro o motivo
pelo qual esses cations bivalentes constituem ativadores tio potentes 7.

Esta enzima desempenha um papel critico em varios processos celulares importantes,
incluindo aqui a transcri¢do génica e a ativacio das células T ®*+*°9 A calcineurina humana
constitui o alvo bioquimico das drogas imunossupressoras ciclosporina A ¢ FK506, as quais
causam a sua inibi¢cdo apds formarem complexos em combinagdo com os receptores protéicos
citoplasmaticos ciclofilina e FKBP-12, respectivamente ©7.

Na Figura 1.14 ¢ mostrada uma representacdo esquematica da suposta forma ativa do

nucleo catalitico da calcineurina humana.

25



Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos do Trabalho

His 281

} O Asp118
HN/\\ :Z// //J\Aspgo

N—_ 111
Fﬂs199/J\\V/ /// \\\\‘////iz\\\h(/\ir/+h592
OHgp, —NH

H
Asn 150/4 OH(Z)
NH>

Figura 1.14. Representagdo esquematica do sitio ativo da calcineurina humana, com base na estrutura descrita
por Kissinger er al. ®¥. E interessante notar a sua similaridade com o cluster binuclear Fe"'Zn" presente na
kbPAP; entretanto, ha uma importante diferenga: o ion férrico possui dois ligantes terminais derivados de
solvente em sua esfera de coordenagdo e nao apresenta o ligante tirosinato caracteristico encontrado em todas as
PAPs. Seria oportuno observar aqui que o grau de protonagdo do sitio ativo varia com o pH do meio, ja que as
duas moléculas de 4gua presentes podem, a principio, ser desprotonadas ao menos uma vez.

Muito pouco ¢ conhecido sobre o mecanismo catalitico da calcineurina e os membros
relacionados da familia das proteinas Serina/Treonina fosfatases. Acredita-se, contudo, que a
hidrolise enzimatica mediada por esta enzima siga um mecanismo similar aquele das PAPs,

que foi discutido em detalhe na secdo anterior “*.

e) Compostos modelos: a contribui¢do da Quimica Bioinorginica

Diversos esforcos tém sido realizados na tentativa de imitar as fun¢des enzimaticas
observadas nos organismos vivos, o que pode ser feito através da sintese de compostos
modelos menores e mais simples, que possam assumir fungdes cataliticas andlogas. No caso
especifico das metaloenzimas, a area do conhecimento encarregada de efetuar esses estudos, e
que tem realizado importantes contribui¢des, ¢ a Quimica Bioinorganica, a qual constitui uma
das mais recentes ramificacdes da Quimica Inorgéanica e se situa na interface entre esta ¢ a
Biologia. Seria oportuno salientar aqui que a Quimica Bioinorganica ¢ uma area da ciéncia
altamente interdisciplinar, a qual promove a interagcdo de disciplinas tdo diversas quanto sdo
Quimica, Fisica, Biologia, Bioquimica, Medicina, Toxicologia e Ciéncias Ambientais 9

Um primeiro passo na aproximagdo de modelos biomiméticos a sistemas biologicos
reais consiste numa sintese planejada, a qual procura reproduzir as caracteristicas estruturais
da biomolécula, assim como as suas propriedades fisicas e, particularmente, espectroscopicas.
Para isto, supde-se que a primeira esfera de coordenagao dos centros metalicos seja a principal
responsavel pelas caracteristicas espectroscopicas dos modelos sintetizados. Assim, uma etapa

subseqiiente estaria relacionada com a realizagdo de simulagdes qualitativas e quantitativas do

comportamento da reagdo catalitica em presenca do complexo modelo a ser testado.

26



Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos do Trabalho

Uma grande vantagem de se trabalhar com compostos modelos ¢ que, em comparagao
com as proprias metaloenzimas, esses podem ser analisados por métodos multiplos e mais
precisos. Exemplificando isto, a determinagdo da estrutura cristalina dos modelos pode ser
efetuada com uma resolugio muito maior (10~ A, contra 2-3 A na enzima). Sendo assim,
dados obtidos a partir de sistemas analogos contribuem para uma melhor compreensdo da
constitui¢do do centro ativo das enzimas. Finalmente, o estudo do comportamento das reagdes
catalisadas por complexos modelos ajuda a elucidar os ciclos cataliticos enzimaticos ¢ leva a
uma melhor compreensao das reacdes elementares de proteinas.

A oxidagdo de substratos organicos pelo oxigénio molecular sob condi¢des brandas
constitui uma reagdo de grande interesse para muitos processos sintéticos e industriais, tanto
de um ponto de vista econdomico quanto ambiental. Embora a reacdo de substancias organicas
com o dioxigénio seja termodinamicamente favoravel, ela ¢ cineticamente impedida devido
ao estado fundamental triplete do O,. Neste contexto, e também com o intuito de se obter um
maior entendimento da quimica das metaloenzimas de cobre, um grande numero de andlogos

biomiméticos (tanto estruturais quanto funcionais) para o sitio ativo da catecol oxidase foram

(25,31,60,61,62,63,64,65,66,67,68,69,70,71,72) (73,74,75,76) As

desenvolvidos , inclusive em nossos laboratorios
abordagens utilizadas para estudar o mecanismo da atividade como catecolase de complexos
de cobre(Il) podem ser classificadas dentro de quatro grupos principais: (1) estudos do modo
de coordenacdo do substrato; (2) estudos da relacao estrutura-atividade; (3) estudos cinéticos
sobre a reacao catalitica e (4) estudos envolvendo a oxidacao estequiométrica de catecois por
complexos dicobre—peroxo e dicobre—oxo .

A habilidade que os complexos de cobre possuem na oxidacdo de fenois e catecois €
conhecida ha mais de 40 anos. Por exemplo, em 1964, Grinstead relatou a oxidagao do 3,5-
dtbc & respectiva orto-quinona na presenca de cloreto de cobre(IT) 1% ). Mais recentemente,
no ano de 2002, P. Kamau e R. Jordan realizaram estudos cinéticos envolvendo a oxidacao da
molécula de catecol por nitrato de cobre(Il) aquoso e mostraram que a presenc¢a de oxigénio
molecular (incluindo aqui seus varios complexos e formas reduzidas) ndo constitui condi¢ao
necessaria para a reacdo ocorrer . Entretanto, este Gltimo pode fornecer novas rotas, que
aceleram a oxidacdo. A observacao de que as reacdes simples desse sistema t€ém o complexo
cobre(Il)—catecol como espécie reativa € consistente com os mecanismos bioldgicos que
sugerem que os ions cupricos ativam o catecol para a oxidagao.

Compostos binucleares de cobre(Il), por sua vez, sdo capazes de oxidar catecois desde

que a distancia Cu--Cu seja menor do que 5 A. Acredita-se que um “ajuste” espacial entre o

substrato e o complexo constitua o fator determinante na oxidacdo daquele, ou seja, os centros
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metalicos devem estar proximos o suficiente para facilitar a coordenagao bidentada do catecol
através dos oxigénios das suas hidroxilas, o que deve anteceder o processo de transferéncia
eletronica. Esta teoria ¢ sustentada pela observagdo de que compostos binucleares de cobre
sdo geralmente mais ativos na oxidagdo de catecois do que os andlogos mononucleares .
Por esta razdo, uma das principais estratégias experimentais empregadas consiste na utilizagao
de ligantes binucleantes, devido ao efeito quelato que apresentam e a previsivel formagao de
centros binucleares em seus compostos metalicos. Ligantes com grupos centrais alcoxido ou
fenoxido, que nos complexos atuam como pontes endogenas entre os metais (existem também
os ligantes sem ponte enddgena nenhuma), e possuindo em sua estrutura bracos pendentes
coordenantes sdo certamente os mais usados, sobretudo aqueles que contém oxigénio (fenol) e
nitrogénio (aminas, piridina, imidazol ou benzoimidazol) como atomos doadores. Um certo
numero de artigos de revisdo, que tratam o assunto com maior ou menor profundidade, foram
publicados #1549 Devido a enorme quantidade de modelos biomiméticos ja descritos na
literatura, a continuacdo, serdo abordadas somente algumas das principais tentativas feitas no
sentido da obtencdo de anadlogos estruturais e/ou funcionais para as COs, com foco exclusivo
sobre os sistemas binucleares.

Belle e colaboradores 3%

prepararam uma série de quatro ligantes e, a partir deles
nove complexos binucleares de cobre(Il) baseados no 2,6-bis {[bis(2-piridilmetil)amino]metil }
-4-metilfenol (H-BPMP, Figura 1.15). Essa série foi obtida através da substituicao do grupo
metil, originalmente presente na posi¢ao para ao fenol de H-BPMP, por fltior ou pelos grupos
trifluorometil ou metéxido. Trés dentre os complexos que tiveram as suas estruturas de raios-
X resolvidas apresentaram uma ponte do tipo -hidroxo entre os metais (ligantes com R =
CHj;, F e OCH3;), assim como aquela exibida pela forma met da CO. Esses compostos foram
os Unicos a mostrar atividade como catecolase. Atividade esta que mostrou ser fortemente
dependente da natureza de R, com o grupo doador de densidade eletronica metoxila tornando
0 seu sistema mais ativo, a despeito da pequena alteragao nas propriedades estruturais que a
presenca deste induz no complexo Y. Os compostos ativos foram utilizados em um estudo

posterior para se determinar o0 modo de interacdo/coordenagdo com os substratos 3,5-dtbc e

tetraclorocatecol (tcc) ¥,
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@N/\N OH N@
G B

R= CH3, F, CF3 ou OCH3

Figura 1.15. Estruturas do ligante binucleante simétrico H-BPMP (—CHj) e derivados — Belle e colaboradores.

De todos os modelos ja desenvolvidos, o que mostrou maior atividade ¢ um complexo do
ligante L-55 (Figura 1.16) publicado pelo grupo do Prof. Luigi Casella, da Universita di Pavia
(Italia) ©*°D. Experimentos cinéticos permitiram calcular uma eficiéncia catalitica (ke / K1)
para este sistema de 140 L mol™ s™ ©V. A partir de estudos de equilibrio, determinou-se que a
forma ativa do composto é [Cu,(L-55)(H,O)(OH)]*". Curiosamente, a espécie bis( -hidroxo)
¢ cataliticamente inativa. Estudos subseqlientes com este complexo levaram a proposicao de

. . ~ ;. . 25
um mecanismo para a oxidagdo de catecois mediada pela CO .

HsC CH3
N N N
Y\ /\(

H3C"N /N\CH3

L-55
Figura 1.16. Estrutura do ligante binucleante simétrico L-55, possuindo quatro residuos de metil-benzoimidazol
como bragos pendentes e sem a presenca de nenhuma ponte endégena em potencial — Casella e colaboradores.

Dentre as contribuigdes efetuadas pelo grupo de pesquisa do Prof. A. Neves podemos
citar um complexo binuclear de cobre(Il) do ligante binucleante hexadentado nao-simétrico

Htppnol, N,N, N -tris(2-piridilmetil)-2-o0l-1,3-propanodiamina (Figura 1.17).

29



Capitulo 1 — Introdugdo e Objetivos do Trabalho

Or My O

Htppnol

Figura 1.17. Estrutura do ligante binucleante hexadentado ndo-simétrico Htppnol @179 _ Neves e colaboradores.

A estrutura de raios-X indica que a assimetria do ligante leva a dois centros de cobre
distintos. Um deles apresenta geometria trigonal bipiramidal distorcida ( = 0,73), enquanto o
outro encontra-se tetracoordenado, com uma geometria de tipo quadrado planar distorcida. O
complexo [Cuy(tppnol)( -OAc)](ClO4), apresentou boa atividade catalitica frente a reacdo de
oxidacdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol a respectiva quinona. O tratamento dos dados,
através do método Michaelis-Menten, forneceu os pardmetros cinéticos: ke, = 3,12 x 102 7'
Kn=1,2x 10" mol L' e ke / Ky = 1,62 L mol™ s %),

Diversos pesquisadores tém usado também ligantes com bragos pendentes contendo
grupos fendlicos para mimetizar o sitio ativo das COs, apesar desse tipo de atomo doador nao
estar presente na estrutura determinada para a enzima. Entretanto, os complexos sintetizados
mostraram atividade como catecolase. Sao do nosso grupo de pesquisa os ligantes Hsbbppnol

e Hobtppnol, a partir dos quais foram obtidos trés compostos homobinucleares de cobre(Il)
[Cuy(Hybbppnol)( -OAc)(H,0),]CL-2H,0 ®2; [Cuy(Habbppnol)( -OAc)( -Cl04)]Cl04H,0
‘EtOAc " e [Cuy(Hbtppnol)( -OAc)](ClO4), ®.

O e OO
O O O O

Hsbbppnol Hsbtppnol

Figura 1.18. Ligantes binucleantes contendo braco(s) pendente(s) fenodlico(s) e as suas respectivas estruturas:
H;bbppnol (simétrico) ®+**™* ¢ H,btppnol (ndo-simétrico) ®* — Neves e colaboradores.

Os complexos binucleares sintetizados a partir dos ligantes Hibbppnol e H,btppnol

apresentam geometrias octaédricas distorcidas em ambos os centros de cobre. Dos trés, o que
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mostrou a maior atividade na catédlise da reagdo de oxidagdo do 3,5-dtbc foi o composto
[Cuy(Hybbppnol)( -OAc)(H,0),]Cl,-2H,0, para o qual foram obtidas as constantes cinéticas:
keat = 7,90 x 107 75 K = 7,9 x 10 mol L € kcar / Kyt = 10,0 L mol™ s 72,

Mais recentemente, R. Peralta (também do grupo de pesquisa do Prof. Ademir Neves)
publicou a sintese de um interessante sistema a partir do ligante binucleante inédito H,Ldtb
(Figura 1.19) 7®. Os complexos [Cuy(HLdtb)( -OCH3)](ClOs), e [Cux(Ldtb)( -OCH;)]BPhy
tiveram as suas estruturas determinadas por difracao de raios-X. Em solucao, as duas espécies
encontram-se em equilibrio: [Cu,(HLdtb)( -OCH3)]*" = [Cuy(Ldtb)( -OCH;)]" + H, sendo
que a forma desprotonada ¢ a responsavel pela catalise na reacdo de oxidacao do 3,5-dtbc, a

qual segue um comportamento classico do tipo Michaelis-Menten, com ke = 5,33 x 107 s ¢

Ky =4,0x 107 mol L.

CHs

H,Ldtb

Figura 1.19. Estrutura do ligante binucleante ndo-simétrico possuindo um brago pendente fenélico H,Ldtb 76 _
Neves e colaboradores.

f) Estratégia de acao adotada

“Avancos notaveis na compreensao das propriedades estruturais e quimicas da catecol
oxidase tém sido conseguidos através de estudos modelos de andlogos sintéticos. O interesse
atual tem foco em investigagdes da atividade como catecolase de compostos de coordenacao
de cobre com diferentes parametros estruturais e propriedades eletronicas em torno dos ions
metalicos” (Krebs et al., 1999). Estas diretrizes, apontadas por Krebs hd quase dez anos atras,
tém se mantido mais ou menos constantes neste campo de pesquisa. Assim, procurando dar a
nossa contribui¢ao para o entendimento da Quimica das metaloenzimas de cobre, com énfase

na catecol oxidase, CO, sao apresentados neste trabalho de Tese quatro ligantes binucleantes
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inéditos (Figura 1.20), a partir dos quais foram sintetizados trés novos complexos binucleares

contendo o motivo estrutural Cu"—( -OH)—Cu".

S Ol Ol
ARy A

N
Ol
HL1 HL2
CH3 CH3
HO HO
\
N OH N N OH |_l]l
@) @)
o Ol
HoL3 H,L4

Figura 1.20. Novos ligantes binucleantes, simétrico e ndo-simétricos, sintetizados no presente trabalho de Tese.

Ligantes binucleantes sdo aqueles capazes de formar complexos bimetélicos e podem
ser classificados de acordo com o grupo central que atua como ponte entre os metais . Em
todos os ligantes mostrados na Figura 1.20, a unidade fenolato ¢ responsavel por esta funcao.
HLI1 e HL2 sao ligantes heptadentados simétrico e nao-simétrico, respectivamente, possuindo,
a modo de brago(s) pendente(s), uma amina ciclica cuja sintese foi recentemente publicada
por Aime e colaboradores ®”. A importancia destes compostos reside no fato de que o novo

heterociclo, denominado AAZ, pode, de acordo com as atuais pesquisas de A. Neves ef al. @7

mimetizar de forma muito satisfatoria as propriedades do versatil 1,4,7-triazaciclononano ®*).
HL?2 apresenta também como braco pendente uma unidade do tipo bis(2-piridilmetil)amina.
Os ligantes ndo-simétricos H,L3 e HyL4, por sua parte, foram inicialmente planejados para
mimetizar a esfera de coordenacao presente no sitio ativo da metaloenzima calcineurina. Eles

tém um lado macio constituido por duas unidades de 2-metilpiridina, uma amina terciaria e o
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grupo fenol que, uma vez desprotonado, servird como ponte intermetalica. No lado duro dos

mesmos, o ja mencionado fenol central, um nitrogénio de imina (H,L3) ou amina secundaria

(H,L4) e um grupo fenol terminal.
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OBJETIVOS DO TRABALHO

Na tentativa de se obter uma maior compreensdo da fun¢do mecanistica desempenhada
pelos ions metalicos presentes nos sitios ativos do sistema enzimatico em estudo, assim como
visando a preparacao de metalo-catalisadores de cobre(Il) capazes de promover a oxidacao de
substratos organicos sob condi¢des de reacdo brandas e potenciais hidrolases sintéticas, este

trabalho tem como seus principais objetivos:

1. Desenvolvimento e caracterizacdo de novos ligantes binucleantes simétricos € nao-
simétricos contendo como atomos doadores nitrogénios e oxigénio(s), buscando mimetizar o

ambiente de coordenacdo dos metais presente no sitio ativo das catecol oxidases.

2. Sintese e caracterizagio de complexos homobimetalicos inéditos do tipo Cu"Cu" no
contexto da enzima de interesse, principalmente aqueles possuindo uma ponte -hidroxo entre

os metais, como modelos bioinorganicos para os centros ativos da enzima.

3. Realizagao de estudos eletroquimicos, espectroscopicos e estruturais dos compostos
de coordenacdo obtidos, tentando-se efetuar quando possivel correlagdes com as propriedades

da metaloenzima-alvo.

4. Determinacao das constantes de equilibrio (protonagdo) em solugdo dos complexos

metalicos isolados.

5. Avaliacao dos potenciais cataliticos (atividades como catecolase e fosfatase) desses

compostos de coordenagdo frente aos substratos modelo 3,5-dtbc e BDNPP, respectivamente.

6. Estudo da reatividade dos complexos obtidos frente a clivagem de DNA plasmidial.

7. Ensaios quantitativos da citotoxicidade e acumulagdo celular dos novos compostos
frente a linhagem K562 de leucemia mieloide cronica e teste para a avaliacdo da viabilidade

celular em macrofagos peritoneais inflamatorios.
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REAGENTES, METODOLOGIA E INSTRUMENTACAO
a) Reagentes utilizados

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes empregados nas sinteses e analises
foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem qualquer tipo de purificagdo prévia ou
tratamento adicional: para-cresol; hidroxido de sédio; acido cloridrico conc.; sulfato de sodio
anidro; formaldeido 37%; gases argdnio, hidrogénio, nitrogénio e oxigénio; paraformaldeido;
acido acético glacial; urotropina; acido sulfurico conc.; etilenodiamina; benzenocarbaldeido;
nitroetano; carbonato de sodio; silica-gel 70-230 mesh, 60 A; catalisador de paladio (10%)
suportado em C; Celite® 545; 2-(aminometil)piridina; catalisador de paladio (5%) suportado
em C; trietilamina; bicarbonato de sédio; 2-aminofenol; boridreto de sodio; oxocloreto de
fosforo; piridina; 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-dtbc); tetrametilsilano; cloroférmio deuterado
(CDCls); brometo de potéssio, grau espectroscopico; perclorato de cobre(Il) hexaidratado;
perclorato de zinco(Il) hexaidratado; ferroceno; Ascarite®; Drierity”™; cloreto de cromio(Il);
zinco amalgamado; perclorato de sdédio; cloreto de soédio; perclorato de litio hexaidratado;
tampdes bioldgicos MES, TRIS, HEPES, CHES e CAPS; iodeto de potassio; molibdato de
amonio e os solventes acetonitrila UV/HPLC, acetonitrila PA, metanol UV/HPLC, metanol
PA, etanol absoluto, isopropanol PA, cloroférmio PA, diclorometano PA, tetraidrofurano PA,
éter etilico PA e tolueno PA. Por sua vez, foram purificados antes de utilizados os reagentes:
hexafluorfosfato de tetrabutilaménio (recristalizagio em etanol abs) ®, 2-piridinacarbaldeido
(destilagdo sob pressdo reduzida) e 2,4-dinitrofenol (recristalizagio em cloroférmio PA) ®”. O
diacetato de N,N’-di(benzil)etilenodiamina foi obtido por uma reacdo de aminacao redutiva
envolvendo os compostos benzenocarbaldeido (2 equiv.) e etilenodiamina e, posteriormente,
precipitado pelo gotejamento de acido acético glacial. O substrato bis(2,4-dinitrofenil)fosfato
(BDNPP), por sua parte, foi sintetizado e purificado de acordo com procedimentos descritos

na literatura por Bunton e Farber ©°.

b) Metodologia e instrumentacio
Analise elementar de C, He N

A determinacdo dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes nas amostras
de ligantes e complexos foi realizada num analisador de CHN Perkin Elmer, modelo 2400, no

Laboratorio de Analise Elementar — Departamento de Quimica — UFMG.
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Temperatura de fusdo

Os pontos (ou, eventualmente, faixas) de fusdo dos sélidos organicos isolados foram
medidos utilizando-se um aparelho BUCHI, modelo Melting Point B-540, no Laboratério de

Bioinorganica e Cristalografia — Departamento de Quimica — UFSC.

Espectroscopia vibracional (IV)

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho médio (4000 a 400 cm™) foram
obtidos num espectrofotdometro Perkin Elmer FTIR-2000, no Laboratorio de Bioinorganica e
Cristalografia — Departamento de Quimica — UFSC. As amostras s6lidas foram analisadas em

pastilha de KBr (grau espectroscopico) e as amostras liquidas em filme (entre placas de sal).

Espectroscopia eletronica (UV-vis)

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho proximo
foram obtidos num espectrofotometro Perkin Elmer, modelo Lambda-19, no Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia — Departamento de Quimica — UFSC. As analises em solugao
foram realizadas com solventes (acetonitrila e metanol) de grau espectroscopico e cubetas de
quartzo de caminho 6ptico 1,0 cm. Os espectros no estado solido (reflectancia difusa) foram

registrados no mesmo equipamento, utilizando-se, na amostragem, discos prensados de KBr.

Ressonincia magnética nuclear de 'H e C

Espectros de RMN de "H dos centros precursores, bragos pendentes ¢ do intermediario
bpmamff foram obtidos através de um espectrometro Bruker FT-200, na Central de Analises —
Departamento de Quimica — UFSC. Um estudo pormenorizado envolvendo a atribuigdo total
dos espectros de RMN de 'H e "°C dos ligantes H,L3 e H,L4 foi realizado em espectrdmetros
Varian Mercury Plus AS 400 (Central de Analises — Departamento de Quimica — UFSC) e
Bruker DRX-400 (LAREMAR — Departamento de Quimica — UFMG). Em todos os casos, os
espectros foram registrados a temperatura ambiente utilizando-se cloroféormio deuterado como
solvente e tetrametilsilano (TMS, = 0,00 ppm) como padrao interno. Os experimentos 2D

(COSY, HSQC e HMBC) foram efetuados com gradientes de campo.

Difracao de raios-X

As determinagdes estruturais por difragdo de raios-X de monocristal dos ligantes H,L.3

e HyL4 e dos complexos [Cuy( -OH)(L1)](ClO4),'H,0 e [Cuy( -OH)(L2)(ClO4)]ClO4 foram
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realizadas pelo Prof. Dr. Adailton Jodo Bortoluzzi na Central de Analises — Departamento de

Quimica — UFSC. A coleta dos dados foi efetuada a 293(2) K num difratometro Enraf-Nonius

CAD-4 equipado com um tubo de molibdénio (Mo K = 0,71069 A) e monocromador de

grafite. Os dados referentes ao complexo [Cuy( -OH)(L3)]ClO4, por sua vez, foram coletados
a 294(2) K no difratometro Bruker KAPPA APEX II, também equipado com monocromador
de grafite e tubo de molibdénio, em colaboragdo com o grupo do Prof. Dr. Manfredo Horner
(Departamento de Quimica — UFSM). As estruturas cristalinas foram resolvidas por métodos
diretos com a utilizagdo do programa computacional SIR97 O ¢ refinadas pelo método dos
minimos quadrados com matriz completa através do programa SHELXL97 ©2.

As representagdes graficas das estruturas moleculares foram geradas utilizando-se o

programa ORTEP-3 for Windows ©3),

Ressonancia paramagnética eletronica (EPR)

Medidas de ressonancia paramagnética eletronica foram realizadas num equipamento
Bruker ESP 300E com freqiiéncia de modulagdo de 100 kHz e operando a 9,5 GHz (banda X)
pela aluna de doutorado Silvana Castaman, através de uma cooperagdao com o grupo do Prof.
Dr. Anténio S. Mangrich (Departamento de Quimica — UFPR). Amostras solidas e solucdes
(acetonitrila) dos complexos de cobre foram acomodadas em tubos de quartzo e os espectros,

registrados a temperatura ambiente (298 K) e sob condi¢des de nitrogénio liquido (77 K).

Magnetoquimica

O estudo das propriedades magnéticas dos complexos sintetizados foi realizado pelo
Dr. Z. Tomkowicz (Institute of Physics — Jagiellonian University, Polonia) nas instalagdes do
Institut fiir Physikalische Chemie — Technische Universitdt Darmstadt, Alemanha, por meio
de uma colaboracao com o grupo do Prof. Dr. Wolfgang Haase.

As medidas de susceptibilidade magnética em funcao da temperatura foram realizadas
numa balanga de Faraday, que consiste de uma micro-balanga eletromagnética CAHN D200
com precisdo maxima de 0,1 g. Um controlador de temperatura Leybold LTC 60 foi usado,
sendo que as temperaturas baixas foram medidas com uma resisténcia de carbono vitreo e as
temperaturas maiores do que 60 K, com um diodo de silicone. A corrente maxima aplicada de
60 A produz um campo magnético de 1,5 Tesla entre os pdlos do magneto. A determinagao da
susceptibilidade magnética foi entdo feita através da medida da diferenca de massa da amostra

sem aplicar campo e com campo magnético aplicado, na faixa de temperatura de 2 a 300 K.
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As massas da amostra antes de aplicar o campo magnético (m;), durante a aplicacdo do campo
magnético (my) e apds aplicar o campo magnético (ms) foram anotadas e a diferenga de massa

m=m; (m; m3)/2, calculada. Para as determinagdes da susceptibilidade magnética ( ),
em emu/mol, e do momento magnético efetivo ( .f), em p, s3o usadas as equagdes abaixo,
com o auxilio de um programa em linguagem FORTRAN:

=[( m  Mamostrador) X 981 X M]/ [Mamosira X (HAH/dZ)]  dia
e
=8 T)"

em que: m = diferenga de massa da amostra; Mymostrador = diferenca de massa do amostrador
vazio; M = massa molecular do composto; mymestra = Mmassa da amostra (normalmente entre 10
e 30 mg de amostra sélida); HdH/dz = produto entre a for¢a do campo e o gradiente do campo
aplicado na amostra (9,5241 x 10°G*em™M) e gia = susceptibilidade diamagnética calculada a
partir das constantes de Pascal tabeladas Y. Desta maneira, foram construidos os graficos da
susceptibilidade magnética e do momento magnético efetivo em fun¢do da temperatura. O

ajuste dos dados experimentais sera tratado brevemente no Capitulo 3 deste trabalho.

Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado pelas técnicas de voltametria
ciclica e de onda quadrada num potenciostato-galvanostato PAR, modelo 273, no Laboratorio
de Bioinorganica e Cristalografia — Departamento de Quimica — UFSC. Estes experimentos
foram feitos em solugdes de acetonitrila a temperatura ambiente, sob atmosfera de argonio.
Utilizou-se hexafluorfosfato de tetrabutilaménio (0,1 mol L) como eletrélito suporte ¢ uma
célula eletrolitica com trés eletrodos, a saber: eletrodo de trabalho — carbono vitreo, contra-
eletrodo — fio de platina e eletrodo de referéncia — Ag/AgCl (NaCl 3 mol L™). Para a corregéo
do potencial relativo ao eletrodo de referéncia, usou-se o par redox ferrocinio/ferroceno como

padrao interno de calibragao.

Condutimetria

As medidas de condutividade molar dos compostos, em solucao de acetonitrila (grau
HPLC), foram realizadas a temperatura ambiente num condutivimetro Digimed, modelo DM
31, equipado com célula condutométrica do mesmo fabricante (constante de célula: 1,18 cm™)
pertencente ao Departamento de Quimica — UFMG. As solucdes utilizadas foram preparadas

na concentragao de 10° mol L.
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Titulacées potenciométricas

As titulagdes potenciométricas foram realizadas no titulador automatico Titroprocessor
Metrohm 670, utilizando-se bureta Metrohm 665 Dosimat, agitador Metrohm 649 e recipiente
de titulagdo Metrohm EA 876-20, no Departamento de Quimica — UFMG. Para a medi¢do dos
potenciais, usou-se um eletrodo indicador de vidro EA 109 e, como referéncia, um eletrodo de
calomelano [Hg/Hg,Cly()] (NaCl 0,1 mol L") Metrohm EA 404. Foi empregado o método de
titulagdo dindmica, no qual o incremento de volume do titulante ¢ variavel.

A calibragdo do par eletrodico foi feita por meio de duas titulagdes potenciométricas:
uma para se obter dados do meio 4cido e outra para se obter dados do meio basico. Os dados
do meio acido foram obtidos mediante a titulacdo de 15,00 mL de solug¢do padronizada de
acido cloridrico com solugdo, também padronizada, de hidroxido de sédio. O procedimento
inverso foi realizado para se levantar dados referentes ao meio béasico. No presente trabalho,
foi utilizada a metodologia para calibracdo de um sistema potenciométrico para a medida de

concentragdo hidrogenidnica publicada por Molina et al. ©3)

(96)

, com a inclusao da modificacao
proposta por Yamaki

Todas as titulagdes foram efetuadas em solugdes aquosas, sob atmosfera de nitrogénio
purificado e umidificado ®®. O tratamento do gis N, (White Martins Co.) foi realizado pela
passagem deste através de frascos contendo Ascarite” (A. H. Thomas Co.) e Drierity” (W. A.
Hammond Drierity Co.) e, em seguida, por dois frascos lavadores de gas: o primeiro contendo
solucdo redutora de cloreto cloreto de cromio(II) em contato permanente com Zn amalgamado
(garantindo assim a sua constante regeneracio) e o segundo, contendo solugdo 0,10 mol L de
perclorato de sdédio, para possibilitar a saturacao do nitrogénio com vapor d’agua. Em cada
experimento, a forca idnica foi mantida constante em 0,10 mol L™ pela adigio de cloreto de
sodio solido (0,1134 g) e a temperatura do recipiente de titulagdo, controlada (25,0 0,1 °C)
através da circulacdo de dgua termostatizada (termostato Masterline, modelo 2095).

Os complexos foram pesados de forma a se trabalhar com uma concentracao final, no
recipiente de titulacdo, igual a 10 mol L. Essa massa foi dissolvida em 4gua deionizada e a
solucdo resultante, acidificada pelo acréscimo de acido cloridrico aquoso 0,10175 mol L. O
volume inicial das solugdes a serem tituladas foi sempre acertado para 20,00 mL pela adigao
de 4gua deionizada. As solucdes assim preparadas foram entdo tituladas com solucdo aquosa
padronizada de hidroxido de sédio 0,10164 mol L. A partir desses dados potenciométricos,

calcularam-se as constantes de estabilidade com o auxilio do programa SUPERQUAD ©7.
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Titulagdes espectrofotométricas

O acompanhamento das mudancas sofridas pelo espectro eletrénico dos complexos na
regido compreendida entre 300 e 500 nm com o aumento progressivo do pH do meio foi feito
num espectrofotometro HP 8453 (Departamento de Quimica — UFMG), utilizando-se cubetas
de quartzo de caminho 6ptico 1,0 cm (Thomas Scientific, modelo 8490-D42). A concentragao
hidrogenidnica foi medida num pHmetro Metrohm, modelo 744, equipado com um eletrodo
combinado Metrohm 6.0204.100.

Todas as titulagdes foram efetuadas em solugdes aquosas, sob atmosfera de nitrogénio
purificado e umidificado ©9 Trabalhou-se a uma temperatura constante igual a 25,0 0,1 °C,
controlada pela circulagdo de agua termostatizada nos termostatos Masterline 2095 (recipiente
de titulacdo) e PolyScience 1160A (cubeta, através de um suporte especifico, da marca HP).
Em cada experimento, a forca idnica foi mantida constante em 0,10 mol L' pela adigdo de
cloreto de sodio sélido (0,1159 g).

Os complexos metalicos foram pesados de modo a se obter uma concentragao final, no
recipiente de titulacdo, de 2,5 x 10 mol L. Essa massa foi dissolvida em agua deionizada e
a solucdo resultante, acidificada pelo acréscimo de 4cido cloridrico aquoso 0,10175 mol L™
O volume inicial das solugdes a serem tituladas foi sempre acertado para 20,00 mL com agua
deionizada. As solucdes assim preparadas foram tituladas com solug¢des aquosas de hidroxido
de sodio ~0,1 e ~0,01 mol L. A cada nova adigio de base, o pH era medido ¢ uma aliquota
da solu¢do era transferida para a cubeta, com o objetivo de se registrar o espectro eletronico
da mesma. Apds leitura no espectrofotdmetro, a aliquota retirada era devolvida ao recipiente
de titulagdo. As constantes de estabilidade foram calculadas a partir dos dados titulométricos

através do programa computacional SQUAD ¥,

Reatividade quimica

As atividades cataliticas dos complexos foram avaliadas através da reagao de oxidagao
do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-dtbc), assim como através da reacdo de hidrdlise do
substrato bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (BDNPP). Todos os experimentos cinéticos foram feitos
em duplicata e sob condigdes de excesso de substrato, num espectrofotdmetro Varian Cary 50
BIO (Laboratorio de Bioinorganica e Cristalografia — Departamento de Quimica — UFSC)
acoplado a um banho termostatizado. O monitoramento espectrofotométrico das variagdes de

absorvancia ocorridas a 400 nm, devido a formacdo do produto 3,5-di-terc-butilquinona 7%
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(e =1900 L mol”! cm'l) na reacao oxidativa ou a liberagdo do anion 2,4-dinitrofenolato )

(e = 12100 L mol"" ¢cm™) na hidrélise do diéster BDNPP, foi efetuado até 5% de conversio do
substrato. Esses dados cinéticos foram tratados pelo método das velocidades iniciais, as quais

foram obtidas diretamente do grafico de absorvancia do sistema versus tempo de reagao.

Atividade de Catecolase

Os estudos em fun¢do do pH para a atividade como catecolase foram realizados numa
faixa de pH entre 6,5 ¢ 9,5 a temperatura de 25,0 0,1 °C. Utilizaram-se cubetas de quartzo
de caminho 6ptico 1,0 cm seladas com tampa de teflon, nas quais foram adicionados 100 L
de solugdo aquosa ([tampao]sna = 3,0 x 10 mol L") dos tampdes MES (pH 6,5), TRIS (pH
7,0 a2 9,0) e CHES ou CAPS (pH 9,5); 100 L de uma solu¢ao metandlica do complexo em
estudo ([Clena = 2,4 x 10° mol L™ ¢ 3000 L de metanol saturado com oxigénio. A reagdo
foi entdo iniciada pela adicdo de 100 L de uma solugdo metanolica do substrato 3,5-di-ferc-
butilcatecol ([S]fna = 5,0 x 10~ mol L") e monitorada durante os primeiros 15 (pH 6,5 a 7,5),
10 (pH 8,0) ou 5 minutos (pH 8,5 a 9,5).

Experimentos cinéticos para se avaliar a dependéncia das velocidades de reagdo com a
concentragdo de substrato foram realizados como descrito a seguir: 100 L de solucdo aquosa
de tampao TRIS, pH 9,0 ([tampao]sna = 3,0 x 10 mol L'l); 100 L de solugao metandlica de
complexo ([Clsina = 2,4 x 10 mol L") ¢ quantidades variaveis (de forma a se trabalhar com
um volume final de 3300 L) de metanol saturado com gés oxigénio foram transferidos para
cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico seladas com tampa de teflon, sob condi¢des
de temperatura controlada (25,0 0,1 °C). A reagdo foi entdo iniciada pela adi¢do de volumes
variaveis (25 a 240 L) de uma solugao metandlica do substrato 3,5-dtbc ([S]fina = 1,2 X 107 a
1,2 x 107 mol L'"). As velocidades iniciais foram calculadas a partir da inclinacdo da curva
“absorvancia versus tempo” nos primeiros 5 minutos de reagdo. OBSERVACAO: por causa
de problemas de solubilidade apresentados pelo composto [Cuy( -OH)(L2)(ClO4)]Cl04, uma
solucdo diluida do mesmo teve que ser preparada. Por esse motivo, durante a realizacao dos
experimentos cinéticos, pipetou-se um volume de 250 L do composto, ao invés dos 100 L
relatados. Deve-se levar em consideragao que esta modificacdo altera também os volumes de
solvente a serem adicionados.

O teste para a detec¢dao de peroxido de hidrogénio no meio reacional foi efetuado de

acordo com a literatura, por modifica¢do do método iodométrico ’>. Uma mistura ‘modelo’
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foi preparada como descrito para os experimentos cinéticos, isto é: concentracdo de complexo
[Clfinal = 2,4 x 10” mol L'l; concentragcdo de tampao [tampao]sina = 3,0 x 10 mol L'l; pH 9,0
e concentragao de substrato [S]gna = 5,0 x 10™ mol L. Apo6s 1 hora de reacdo, igual volume
de 4cido sulfurico 5 x 10° mol L™ foi adicionado com o objetivo de provocar a interrup¢io do
processo reacional. A seguir, o sistema foi transferido para um funil de separacdo pequeno e
lavado com diclorometano (2 x 5,0 mL) para a retirada da o-quinona. Tomou-se entdo uma
aliquota de 2,0 mL da fase aquosa, a qual acrescentou-se 1,0 mL de solu¢dao de KI em agua
([iodeto] = 0,3 mol L) e 3 gotas de uma solugdo de molibdato de aménio ([molibdato] igual
a 0,1 mol L. A reagdo: H,O, + 2I' + 2H"  2H,0 + L, na presenca de excesso de iodeto,
leva a formagdo da espécie tri-iodeto, Irq) + I I3". Esta reacdo ¢ geralmente lenta mas, em
meio acido e com a adi¢ao do sal molibdato de amonio, torna-se praticamente instantanea. A
formacdo do tri-iodeto pode ser acompanhada espectrofotometricamente, pelo surgimento de
uma banda caracteristica com centro em 353 nm ( = 26000 L mol”! cm'l) 3 Para todos os
experimentos, corregdes em relagdo a oxidagdo espontanea do substrato foram realizadas sob

condi¢des experimentais idénticas as descritas, porém sem a adigdo do catalisador.

Atividade de Fosfatase

Estudos em fun¢ao do pH para a atividade hidrolitica dos complexos obtidos frente ao

substrato bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (BDNPP) foram realizados numa faixa de pH entre 3,5 ¢
10,0 a temperatura de 50,0 0,1 °C. Usaram-se cubetas de quartzo de caminho Optico igual a
1,0 cm seladas com tampa de teflon, nas quais foram adicionados 1500 L de solugdo aquosa
0,1 mol L™ dos tampdes MES (pH 3,5 a 6,5), HEPES (pH 7,0 a 8,5) ¢ CHES (pH 9,0 a 10,0)
com forca i6nica constante (/ = 0,1 mol L, LiClO4); 200 L de uma solu¢io em acetonitrila
do complexo ([Clinal = 4,0 x 10° mol L) e 500 L de acetonitrila pura. Apds 10 minutos de
pré-estabilizacdo da temperatura, a reagdo foi iniciada pela adigdo de 800 L de uma solugado

do substrato em acetonitrila ([S]fina = 5,0 x 10 mol L'l) e acompanhada durante os primeiros
40 minutos.
Experimentos cinéticos para se avaliar a dependéncia das velocidades de reagdo com a

concentracdo de substrato foram realizados da seguinte maneira: 1500 L de solugdo aquosa

de tampdo HEPES (pH 8,0) ou CHES (pH 9,6) ([tampao]sina = 5,0 x 102 mol L™); 200 L de
uma solu¢do do complexo em acetonitrila ([Clgna = 4,0 x 10” mol L'l) e aliquotas variaveis

(de forma a se trabalhar com um volume final de 3000 L) de acetonitrila foram transferidos
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para cubetas de quartzo com caminho Optico igual a 1,0 cm seladas com tampa de teflon, sob
condi¢des de temperatura controlada (50,0 0,1 °C). Apos 10 minutos de pré-estabilizagdo da
temperatura, a reagdo foi iniciada pela adicdo de volumes variaveis (80 a 1280 L) de solugao
do substrato BDNPP em acetonitrila ([S]fina = 5,0 X 10%a 8,0 x 10 mol L'l). As velocidades
iniciais foram obtidas da inclinacdo da curva “absorvancia versus tempo”, considerando-se
apenas os primeiros 40 minutos de reagdo. OBSERVACAO: No caso especifico do complexo
[Cuy( -OH)(L1)](ClO4),°H,0, inconvenientes de ordem experimental obrigaram a optar pelo
estudo em fun¢do da concentragdo de catalisador, ao invés da concentracao de BDNPP. Para
isto, 1500 L de solucdo aquosa de tampdo MES (pH 6,0) ([tampao]fina = 5,0 x 10 mol L™);
200 L de uma solu¢do do substrato em acetonitrila ([S]gna = 4,1 X 107 mol L'l) e aliquotas

varidveis (para se atingir um volume final de 3000 L) de acetonitrila foram adicionados em
cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico seladas com tampa de teflon, sob condi¢des

de temperatura controlada (50,0 0,1 °C). Apos 10 minutos de pré-estabilizagao, a reagdo foi

iniciada pela adi¢io de volumes variaveis (160 a 960 L) de soluc¢io de [Cuy( -OH)(L1)]*"

em acetonitrila ([Clgna = 1,3 X 10%a 7,6 X 10 mol L'l). As velocidades iniciais foram obtidas
da inclinagdo da curva “absorvancia versus tempo” nos primeiros 60 minutos de reagdo. Estes
valores foram entdo divididos por [S]sna para se determinar os diferentes kops. A constante de
velocidade de segunda ordem foi assim extraida de um grafico de kops em fungdo de [Clgpal.
Para todos os experimentos, corre¢des em relagdo a hidrolise espontanea do substrato
foram realizadas sob condi¢des experimentais idénticas as descritas nesta se¢ao, porém sem a

adi¢ao do catalisador.

SINTESE DOS LIGANTES BINUCLEANTES E SEUS PRECURSORES

Nos processos de obtencdo dos ligantes binucleantes hexa- e heptadentados, foram
utilizados dois centros precursores obtidos a partir do para-cresol: o composto 2-hidroxi-5-
metilisoftaldeido (Hdfmp) para o ligante simétrico HL1 e o 3-clorometil-5-metilsalicilaldeido
(cmff), para os nao-simétricos HL2, H,L3 e H,L4.

a) Preparacio dos centros precursores

Sintese do 2-hidroxi-5-metilisoftaldeido (Hdfmp)
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1. HCHO/urotropina
(HOAC, refluxo de 3h)

2. H,SO,4 concentrado g O\ /O
(refluxo de 30 min)
OH 3. H,0 H
Hdfmp

O centro precursor Hdfmp foi preparado de acordo com o protocolo descrito na Tese
de Doutoramento de C. N. Verani '°Y. Num baldo de rea¢dao de 250 mL, foram dissolvidos
10,8 g (0,1 mol) de para-cresol e 28,2 g (0,2 mol) de urotropina em 50 mL de acido acético
glacial. Adicionou-se entdo paraformaldeido (30,0 g; 1,0 mol; excesso de 500%) lentamente,
sob agitacdo constante, e a suspensao resultante foi aquecida até o refluxo, o qual foi mantido
por 3 horas. Apos deixar a mistura esfriar, gotejaram-se 10 mL de 4cido sulfirico concentrado
e a solucdo foi refluxada por mais 30 minutos. O contetido do baldo foi entdo transferido para
um béquer de 1,0 L e o produto, precipitado pelo gotejamento de 400 mL de 4gua deionizada.
O solido obtido foi filtrado, lavado com metanol gelado, recristalizado em tolueno a quente e
deixado em repouso no freezer por 24 horas. O Hdfmp puro foi filtrado em funil de Biichner,
lavado com tolueno e seco sob vacuo. Foram isolados 1,21 g (~7,4 mmol; 164,16 g mol™';
rendimento: 8%) de 2-hidroxi-5-metilisoftaldeido (C9HgO3), como um so6lido amarelo-palido.
p.f.: 127-128 °C (Catalogo Aldrich: 128-130 °C).

IV (KBr): 3024-2871, 1682, 1603-1459, 1303, 1216, 962 ¢ 626 cm™".

Sintese do 3-clorometil-5-metilsalicilaldeido (cmff)

1. NaOH
Q (CHCls, 56-60 °C por 4h) HCHO 37%
> JE— >
2.H,0 0 HCI concentrado Cl 0
OH 3. HCI concentrado OH (refluxo de 30 min) H

cmff

O centro precursor cmff foi preparado em duas etapas de sintese. Na primeira delas,
obteve-se o intermediario 5-metilsalicilaldeido (Hmb) através da formilacao do para-cresol,
baseada no procedimento descrito para a reagio de Reimer-Tiemann Y. Apos essa etapa
inicial, a realizacdo de uma clorometilacio com formaldeido e acido cloridrico concentrado
transforma finalmente o Hmb no 3-clorometil-5-metilsalicilaldeido.

Num baldo de reagdo de 5,0 L equipado com condensador e agitador mecanico, foram

adicionados 3,0 L de cloroférmio e 173,7 g de para-cresol (1,6 mol). O baldo de trés bocas foi
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colocado num banho com temperatura controlada (56-60 °C) e, sob agitacdo constante,
adicionou-se, em pequenas porcdes, 480,0 g (12 mol) de hidroxido de sédio previamente
dissolvido em 300 mL de agua destilada. (4 adi¢do de NaOH deve ser feita de forma lenta e
cuidadosa ao longo de 3 horas, pois a reagdo é muito exotérmica). A mistura reacional foi
mantida sob agitagdo e refluxo por mais 1 hora e, entdo, desligou-se o aquecimento e deixou-
se o sistema atingir a temperatura ambiente. A seguir, foram adicionados cerca de 1,5 L de
agua destilada e, ainda sob agita¢do, iniciou-se a acidificagdo com HCI concentrado até pH 2.
A fase organica foi separada, lavada com agua destilada, seca com sulfato de sodio anidro e o
solvente, evaporado no rotaecvaporador. Destilou-se o material restante (6leo escuro viscoso)
sob pressdo reduzida com auxilio de uma coluna Vigreaux de 40 cm (55-65 °C a 0,1 mmHg).
Foram obtidos 100,0 g (0,73 mol; 136,15 g mol'l; rendimento: 46%) de 5-metilsalicilaldeido
(CsHg0O»), na forma de um so6lido branco cristalino. p.f.: 56 °C (Catalogo Aldrich: 54-57 °C).
OBSERVACAO: Caso seja necessrio purificar o Hmb antes de seu uso na proxima etapa da
sintese, a purificacdo pode ser realizada por cromatografia em coluna de silica, utilizando-se
diclorometano como eluente.

IV (KBr): 3024-2864, 2738, 1658, 1590-1484, 1372, 1282 ¢ 742 cm’".

RMN de '"H- (CDCl3, 200 MHz): 10,84 (s, 1H); 9,85 (s, 1H); 7,34 (m, 2H); 6,90 (m, 1H) e
2,34 (s, 3H).

Na ultima parte do processo sintético, o cmff foi preparado pela clorometilagdo do
Hmb: num baldo de reagdao de 500 mL, adicionaram-se 25,6 g de 5-metilsalicilaldeido, Hmb
(0,188 mol), 30 mL de formaldeido 37% (0,384 mol) e 100 mL de HCI concentrado. Essa
mistura reacional permaneceu sob agitacdo e refluxo durante 30 minutos e, em seguida, foi
resfriada em banho de gelo, formando uma massa avermelhada compacta no fundo do baldo;
massa esta que foi triturada com o auxilio de um bastao de vidro, filtrada sob vacuo e lavada
com HCI concentrado. No processo, um 6leo avermelhado (impureza) ¢ separado do sélido
pela compactagdo do produto no funil. O s6lido branco resultante foi entdo solubilizado numa
quantidade minima de diclorometano a quente e deixado em banho de gelo para cristalizar. O
produto assim obtido foi filtrado, lavado uma unica vez com etanol gelado, seco sob vacuo
por 12 horas em dessecador contendo silica e estocado sob atmosfera inerte de argénio numa
temperatura inferior a 10 °C. Obtiveram-se 20,5 g (0,111 mol; 184,62 g mol'l; rendimento de
59% em relacdo ao Hmb) de sélido branco, 3-clorometil-5-metilsalicilaldeido (CoHqO,Cl).
p.f.: 95-96 °C, em concordéncia com o valor previamente determinado %%,

IV (KBr): 3048-2852, 2749, 1664, 1600-1470, 1378, 1257, 703 ¢ 613 cm’".
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RMN de 'H - (CDCls, 200 MHz): 11,25 (s, 1H); 9,86 (s, 1H): 7,46 (“s”, 1H); 7,35 (“s”,
1H); 4,67 (s, 2H) € 2,35 (s, 3H).

ATENCAO: Durante esta vltima etapa sintética, pode ser produzido bis(clorometil)éter,
CICH; O CH:CI, altamente toxico e, comprovadamente, um potente agente carcinogénico.
Portanto, essa reagdo deve ser integralmente realizada em capela de exaustdo, utilizando-se
mascara e luvas. Alem disso, todo o material utilizado deve ser lavado com solugdo alcalina
na propria capela (por exemplo, CH;CH,OH / H,O / KOH: 60 mL / 40 mL / 5,0 g), ja que o
bis(clorometil)éter ¢ rapidamente hidrolisado a formaldeido na presenca de base. A solugdo
reacional e todos os residuos devem ser descartados somente apos corre¢do do pH (pH>9,0)

por adi¢do de hidroxido de sodio ou potassio.

b) Bracos pendentes primarios e secundarios e a sua obtenc¢ao

Bragos pendentes sdo aqueles que, uma vez acoplados aos anteriormente descritos
centros precursores, fornecem atomos doadores exclusivos para cada um dos metais, isto &,
que ndo atuam como ponte entre os mesmos. Classificamos os bracos pendentes em duas
categorias diferentes, de acordo com o tipo de amina (primaria ou secundaria) utilizada no
processo de incorporacdo destes aos respectivos centros precursores. Os bragos denominados
primarios foram anexados pela reagdao de formacao da base de Schiff correspondente, seguida
ou nao de redug¢do com boridreto de sddio. Ja o brago secundario bpma foi acoplado através

da reagdo de substitui¢do nucleofilica do cloro, no precursor cmff, pelo grupo amina.

Sintese da 6-amino-6-metilperidro-1,4-diazepina (AAZ)

HyCCH,NO,/HCHO 0, H, - Pd/C NH,

HN (EtOH, refluxo de 3h) (EtOH/H50 9:1) H
HN\> ‘2HOAC N NJ

Este brago primario Ns-doador foi sintetizado em duas etapas, conforme descrito na

literatura 9. A primeira delas constitui a etapa-chave e envolve a formagao do anel de sete
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membros através de um protocolo do tipo nitro-Mannich. Numa segunda instancia, foi feita a
hidrogenacao catalitica para se chegar ao composto desejado.

Ao fim da primeira etapa, ¢ obtido o intermedidrio 1,4-dibenzil-6-metil-6-nitroperidro-
1,4-diazepina. Num baldo de reagao de 250 mL, foram dissolvidos em 50 mL de etanol 5,41 g
(15 mmol) de diacetato de N,N’-di(benzil)etilenodiamina e 1,08 mL (15 mmol) de nitroetano.
Entdo, paraformaldeido (1,47 g; 49 mmol; excesso de ~63%) foi adicionado, aos poucos, sob
agitacdo constante e a suspensao resultante foi aquecida até o refluxo. Apds alguns minutos de
refluxo, o qual foi mantido por 3 horas, o paraformaldeido dissolveu-se completamente no
etanol. Ao término deste periodo, o solvente da mistura reacional foi totalmente evaporado e o
residuo resultante foi entdo dissolvido em ~75 mL de diclorometano, transferido para um
funil de separagdo e lavado exaustivamente (8 x 20 mL) com uma solugao aquosa saturada de
bicarbonato de sodio. A fase aquosa foi lavada com diclorometano para se obter uma maior
quantidade do produto. As fragdes organicas foram entdo misturadas, lavadas uma vez com
agua deionizada, secas com sulfato de sodio anidro e filtradas em algoddo. O diclorometano
foi evaporado no rotaevaporador, a 40 °C. O 6leo viscoso de coloracdo ambar resultante foi
purificado em coluna comatografica empacotada com silica-gel (70-230 mesh, 60 A), usando-
se diclorometano como eluente. Ao final do processo, foram obtidos 4,79 g (14,1 mmol;
33948 g mol™'; rendimento de 94%) de 6leo amarelo-palido, identificado como 1,4-dibenzil-
6-metil-6-nitroperidro-1,4-diazepina (C,oH250,N3) por RMN de 'H.

RMN de 'H - (CDCls, 200 MHz): 7,32 (m, 10H); 3,78 (d, 2H, J = 13,2 Hz); 3,65 (d, 2H,
13,2 Hz); 3,60 (d, 2H, 14,1 Hz); 2,96 (d, 2H, 14,1 Hz); 2,60 (m, 4H) ¢ 1,35 (s, 3H).

Na segunda etapa da reagdo, toda a massa de 1,4-dibenzil-6-metil-6-nitroperidro-1,4-
diazepina obtida foi dissolvida, com o auxilio de leve aquecimento, numa mistura de etanol
(135 mL) / agua (15 mL) dentro de um recipiente de hidrogenacao. Entdo, 1,0 g de catalisador
de paladio (10%) suportado em carbono foi adicionado em pequenas por¢des. A mistura foi
carregada numa bomba do tipo Parr e hidrogenada a 28 psi, a temperatura ambiente, durante
12 horas. A solucdo contendo o AAZ foi separada do catalisador por filtragdo em Celite® 545
e o solvente, evaporado no rotaevaporador, a 70-80 °C, no periodo de 2 horas. Obtiveram-se
1,46 g (11,3 mmol; 129,24 ¢ mol™'; com rendimento igual a 80% em relacao a 1,4-dibenzil-6-
metil-6-nitroperidro-1,4-diazepina) de 6-amino-6-metilperidro-1,4-diazepina (C¢H;sN3) pura,
como um O6leo cuja tonalidade pode variar de incolor a amarelo-palido.

RMN de 'H - (CDCl3, 200 MHz): 2,82 (m, 4H); 2,63 (d, 2H, J = 13,6 Hz); 2,57 (d, 2H,
13,6 Hz); 1,86 (s largo, 4H) e 0,96 (s, 3H).
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ATENCAO: O manuseio do catalisador Pd/C deve ser cauteloso devido a possibilidade

de combustdo espontdnea e explosdo.

Sintese da bis(2-piridilmetil)Jamina (bpma)

@
@j\/ . @L MeOH Hp-PdIC
N NH> N -0 (banho de gelo, 1h) N/ (40 psi, 15h)

Q bpma

O braco secundario N3-doador bpma foi obtido através de uma reacdo de aminagao

redutiva entre a 2-(aminometil)piridina e o 2-piridinacarbaldeido, seguindo-se, com pequenas
modificacdes, o procedimento descrito na literatura 9.

Solubilizaram-se 10,8 g (100 mmol) de 2-(aminometil)piridina em 50 mL de metanol,
e a solugdo resultante foi mantida em banho de gelo. Adicionaram-se entdo, lentamente e sob
agitacdo constante, 10,7 g (100 mmol) de 2-piridinacarbaldeido. Apos a adigdo, retirou-se o
banho de gelo e a reagdo permaneceu sob agitagdo por mais 1 hora. Em seguida, a solugdo foi
transferida para um recipiente de hidrogenagdo, ao qual foi acrescentado, aos poucos, 1,0 g de
catalisador de paladio (5%) suportado em carbono. O sistema foi submetido a hidrogenacao
no aparelho Parr a 40 psi (temperatura ambiente) ao longo de 15 horas. A solugdo foi entdo
separada do catalisador por filtracdo e o solvente, evaporado em rotaevaporador. Para a
eliminagdo completa do metanol, deixou-se o baldo sob vacuo (0,1 mmHg) durante 12 horas,
aquecido a 40 °C. Foram obtidos 19,7 g (99 mmol; 199,26 g mol™'; rendimento de 99%) de
bis(2-piridilmetil)amina (C;,H;3N), na forma de um 6leo amarelo.
IV (filme): 3300, 3062-2828, 1592-1434, 1148 ¢ 758 cm”.
RMN de 'H - (CDCl3, 200 MHz): 8,56 (d, 2H, 4,0 Hz); 7,63 (t, 2H, 8,0 Hz); 7,35 (d, 2H,
8,0 Hz); 7,15 (dd, 2H, 8,0 e 4,0 Hz); 3,99 (s, 4H) e 2,90 (s largo, 1H).
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Preparacio do intermediario sintético 3-|/V,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-
5-metilsalicilaldeido (bpmamff)

@L/H\/@
cl _0O ELN > _0
(CHJCl,, 3h de agitagéo)
OH

N OH
O

N bpmamff
O

O intermediario 3-[NV,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-5-metilsalicilaldeido, bpmamff,
foi sintetizado através de uma reacdo de substitui¢do nucleofilica bimolecular de acordo com
uma rota modificada, desenvolvida a partir do protocolo experimental publicado (103,104)

Colocaram-se, num balao de reagdao de 250 mL, 5,54 g de cmff (30 mmol) dissolvidos
em 80 mL de diclorometano. A esta solugdo, resfriada a 0 °C em banho de gelo, adicionou-se,
vagarosamente (com o auxilio de um funil de adi¢@0) e sob agitagdo constante, outra solucao
contendo bpma (5,98 g; 30 mmol) e trietilamina (3,04 g; 30 mmol) dissolvidos em 80 mL de
diclorometano. Terminada a adi¢ao, retirou-se o banho de gelo e deixou-se a mistura reacional
sob agitacdo por mais 3 horas a temperatura ambiente. A solugdo resultante foi transferida
para um funil de separacdo e lavada exaustivamente (8 x 50 mL) com uma solu¢do aquosa
saturada de bicarbonato de sodio. A fase organica foi entdo seca com sulfato de sddio anidro,
filtrada e o solvente, evaporado no rotaevaporador, a 40 °C. Obteve-se um 6leo amarelo, que
foi dissolvido em 40 mL de isopropanol a quente, transferido para um béquer de 100 mL e
levado ao freezer para favorecer a precipitacdo. Apds algumas horas, o produto, um so6lido
cristalino de coloragdao amarela, foi filtrado em funil de Biichner, lavado com isopropanol

gelado e guardado sob vacuo em dessecador contendo silica. Isolaram-se 8,00 g (23,0 mmol;
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347,42 g mol'l) de 3-[N,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-5-metilsalicilaldeido (C,;H;;0,N3),
com rendimento igual a 77%. p.f.: 127-130 °C / literatura: 135 °C 1*.
IV (KBr): 3038-2849, 1680, 1591-1437, 1378, 1276, 1114 ¢ 773 cm’.
RMN de 'H- (CDCls, 200 MHz): 10,43 (s, 1H); 8,58 (m, 2H); 7,65 (m, 2H); 7,44 (m, 3H);
7,21 (m, 3H); 3,89 (s, 4H); 3,80 (s, 2H) e 2,27 (s, 3H). OBS.: o sinal referente ao hidrogénio

fendlico nao foi observado no espectro.

¢) Preparacdo dos ligantes binucleantes
Sintese do 4-metil-2,6-bis[(6-metil-1,4-diazepan-6-il)iminometil]fenol (HL1)

Este ligante binucleante simétrico heptadentado diazepinico foi preparado e utilizado
no processo de complexacao sem prévio isolamento. Por esse motivo, sua sintese serd tratada

junto com a de seu complexo metélico [Cuy( -OH)(L1)](ClO4),-H,O0.

Sintese do 2-[NV,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[ (6-metil-1,4-
diazepan-6-il)iminometil]fenol (HL2)
O ligante binucleante ndo-simétrico heptadentado diazepinico HL2 também foi gerado
e utilizado na complexagdo sem isolamento prévio. Por isso, a exemplo do que foi feito para
HLI, discutir-se-a4 sua obtengdo na proxima se¢do deste trabalho, juntamente com aquela de

seu complexo metalico [Cuy( -OH)(L2)(ClO4)]CIOs.

Sintese do 2-[NV,N-bis(2-piridilmetil)Jaminometil]-6-[(2-hidroxifenil)
iminometil]-4-metilfenol (H,L3)

Este ligante binucleante nao-simétrico hexadentado foi preparado a partir do precursor
3-[N,N-bis(2-piridilmetil)Jaminometil]-5-metilsalicilaldeido. Uma solugdo metandlica (10 mL)
de 2-aminofenol (0,32 g; 2,9 mmol) foi gotejada, sob agitacdo constante, numa outra solucao
de bpmamff (1,0 g; 2,9 mmol) em metanol / tetraidrofurano (10 mL / 10 mL), previamente
preparada num baldo de reagao de 50 mL. A mistura foi deixada reagir por 30 minutos. Nesse
periodo, a solu¢do foi adquirindo progressivamente uma forte coloracao alaranjada devido a
formacao da base de Schiff. Ao término da reacdo, transferiu-se o conteudo do baldo para um
béquer de 100 mL e deixou-se 0 mesmo em repouso para que, com a evaporagdo gradual do
solvente, o produto pudesse precipitar. Dessa maneira, foi isolada uma grande quantidade de
cristais, porém de reduzido tamanho e muito geminados, os quais foram recristalizados em

acetonitrila a quente. Este novo material foi filtrado em papel e lavado com acetonitrila e éter
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etilico gelados. Obtiveram-se entdo 0,68 g (~1,6 mmol; 438,52 g mol'l; rendimento: 54%) do
pro-ligante 2-[N,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-6-[(2-hidroxifenil)iminometil]-4-metilfenol
(C27H260,N4), na forma de pequenos monocristais de cor laranja adequados ao processo de
determinagao estrutural. p.f.: 154 °C. Analise elementar Porcentagens encontradas: C 73,41;
H 5,76; N 12,62. Porcentagens calculadas com base na férmula C,7H»cO,N4: C 73,95; H 5,98;
N 12,78. OBSERVACAO: Os espectros de IV e RMN de 'H deste ligante serdo apresentados

e discutidos em detalhe no Capitulo 4 do presente trabalho.

Sintese do 2-[NV,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-6-[(2-hidroxifenil)
aminometil]-4-metilfenol (H,L4)

A versdo reduzida de H,L3 também foi sintetizada a partir do composto intermediério
bpmamff. De inicio, o protocolo experimental seguido foi idéntico ao acima descrito para o
ligante imina. Entretanto, apds deixar o 2-aminofenol reagir com o bpmamff pelo periodo de
30 minutos, a mistura reacional foi resfriada a 0 °C num banho de gelo e a redugdo da imina,
realizada pela adi¢@o, aos poucos e sob agitacdo, de boridreto de sédio (0,11 g; 2,9 mmol).
Uma vez terminada a etapa de reducdo, o pH do meio reacional era de aproximadamente 10.
Esse valor foi entdo cuidadosamente ajustado para 6,0-7,0 com HCI 4 mol L'eo solvente,
evaporado até metade do seu volume inicial no rotaevaporador. Filtrou-se a solugdo resultante
em papel com o intuito de se eliminar qualquer tipo de impureza solida indesejavel. Depois de
algumas horas, monocristais de H,[.4 de qualidade para a determinagao estrutural pela técnica
de difracdo de raios-X foram separados por filtracdo, lavados com pequenas quantidades de
metanol e éter etilico gelados e secos ao ar. Obtiveram-se 0,56 g (~1,3 mmol; 440,53 g mol™';
rendimento de 44%) de 2-[NV,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-6-[(2-hidroxifenilJaminometil]-
4-metilfenol (C,7H230,N4), como placas cristalinas superpostas de coloracdo amarelo-palida.
p.f.: 142-143 °C. Analise elementar  Porcentagens encontradas: C 73,56; H 6,33; N 12,55.
Calculadas com base na formula C»7H»30,N4: C 73,61; H 6,41; N 12,72. OBSERVACAO: Os
espectros de IV ¢ RMN de 'H deste ligante serfio apresentados e discutidos em detalhe no

Capitulo 4 do presente trabalho.

SINTESE DOS COMPLEXOS METALICOS
Sintese do perclorato de -hidroxo-{4-metil-2,6-bis[(6-metil-1,4-diazepan-6-

il)iminometil|fenoxo}bis[cobre(I)] monoidratado —
[Cuz( -OH)(L1)](C104),'H,0
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Num baldo de reagdo de 50 mL, foram dissolvidos 0,17 g (1,0 mmol) de 2-hidroxi-5-
metilisoftaldeido em 20 mL de é4lcool metilico. A essa solugdo, adicionou-se, gota a gota e
sob agita¢ao constante, uma outra solu¢ao metanélica (10 mL) de AAZ (0,26 g; 2,0 mmol). A
mistura foi entdo refluxada durante 2 horas e, ao término desse periodo, o aquecimento foi
interrompido, mantendo-se apenas a agitagdo. Foram adicionados entdo 0,74 g (2,0 mmol) de
perclorato de cobre(Il) hexaidratado e, 20 minutos depois, 2,0 mL (2,0 mmol) de uma solucao
aquosa 1 mol L de hidroxido de sodio (gotejamento lento). Uns 10 minutos apés a adi¢io da
base, a agita¢do foi desligada e o baldo, deixado a temperatura ambiente durante 15 minutos
antes de se filtrar em papel a solu¢do de tom verde-escuro nele contida. A finalidade desta
ultima etapa foi a de se eliminar eventuais impurezas solidas presentes no meio. Algumas
horas depois, verificou-se a precipitacdo de um material cristalino, o qual foi filtrado em funil
de Biichner, lavado com pequenas aliquotas de metanol e éter etilico gelados e seco no vacuo.
Foram isolados 0,33 g (0,44 mmol; 746,54 g mol'l; rendimento: 44%) de monocristais verdes,
correspondentes ao composto perclorato de -hidroxo-{4-metil-2,6-bis[(6-metil-1,4-diazepan-
6-il)iminometil]fenoxo} bis[cobre(II)] monoidratado (C;1H360,;N¢Cl,Cuy). Andlise elementar

Porcentagens encontradas: C 33,37; H 4,73; N 10,94. Porcentagens calculadas com base na
formula C,1H3601NCLCuy: C 33,79; H 4,86; N 11,26. OBSERVACAO: O espectro de IV

deste complexo serd apresentado e discutido em detalhe no Capitulo 3 do trabalho.

ATENCAO: Apesar de ndo ter sido enfrentado nenhum problema maior no processo de
sintese dos compostos de coordenagdo aqui descritos, caberia relembrar que percloratos de
complexos metdalicos contendo ligantes de natureza organica sdo potencialmente explosivos e

devem ser manuseados em pequenas quantidades e tomando-se as devidas precaugoes.

Sintese do perclorato de -hidroxo-{2-[V,N-bis(2-piridilmetil)Jaminometil]-4-
metil-6-[(6-metil-1,4-diazepan-6-
iliminometil]fenoxo}(perclorato)bis[cobre(Il)] — [Cuy( -OH)(L2)(ClO4)]|ClO4
Para a obtencdo deste complexo, foi adotado um procedimento muito similar aquele
descrito acima para a preparacdo de [Cuy( -OH)(L1)](ClO4),-H,O. Num baldo de reagao de
50 mL, dissolveram-se 0,35 g (1,0 mmol) de bpmamff numa mistura metanol / tetraidrofurano
(10 mL / 10 mL). A essa solucao, adicionou-se, gota a gota e sob agitagdo constante, uma
outra solucdo metandlica (10 mL) de AAZ (0,13 g; 1,0 mmol). A mistura foi entdo refluxada
durante 2 horas e, ao término desse periodo, o aquecimento foi interrompido, mantendo-se a

agitacdo. Adicionaram-se 0,74 g (2,0 mmol) de perclorato de cobre(Il) hexaidratado e, 20

53



Capitulo 2 — Parte Experimental

minutos depois, 2,0 mL (2,0 mmol) de uma solugdo aquosa 1 mol L de hidréxido de sodio
(gotejamento lento). Uns 10 minutos ap6s a adi¢do da base, a agitacdo foi desligada e o balao,
deixado a temperatura ambiente durante 15 minutos antes de se filtrar em papel a solugdo nele
contida. Algumas horas depois, verificou-se a precipitagdo de um material microcristalino, o
qual foi filtrado em funil de Biichner, lavado com pequenas aliquotas de metanol e éter etilico
gelados e seco no vacuo. Este solido verde, sendo formado em sua maior parte por pequenos
cristais extremamente geminados, foi re-cristalizado em acetonitrila a quente para fornecer
monocristais de coloracdo verde-escura adequados a determinagdo estrutural por difracdo de
raios-X. Isolaram-se 0,22 g (~0,28 mmol; 800,58 g mol™; rendimento: 28%) do sal perclorato
de -hidroxo-{2-[N,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[ (6-metil-1,4-diazepan-6-il)i_
minometil]fenoxo} (perclorato)bis[cobre(Il)] (C,7H340,90NsCl,Cu,) puro. Andlise elementar

Porcentagens encontradas: C 40,59; H 4,08; N 10,50. Porcentagens calculadas com base na
formula C»7H340,0NsCLL,.Cu,: C 40,51; H 4,28; N 10,50. OBSERVACAO: O espectro de IV

deste complexo serd apresentado e discutido em detalhe no Capitulo 3 do trabalho.

Sintese do perclorato de -hidroxo-{2-[/N,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-6-

[(2-oxofenil)iminometil]-4-metilfenoxo}bis[cobre(1)] —

[Cuy( -OH)(L3)]ClO4

Num baldo de reacdo de 50 mL, foram dissolvidos 0,22 g (0,5 mmol) de 2-[N,N-bis(2-

piridilmetil)aminometil]-6-[ (2-hidroxifenil)iminometil]-4-metilfenol (H,L3) em aproximados
20 mL de metanol. A essa solugdo, adicionou-se 0,37 g (1,0 mmol) de perclorato de cobre(II)
hexaidratado e, 20 minutos depois, foram lentamente gotejados 1,5 mL (1,5 mmol) de NaOH
aquoso de concentragio igual a 1 mol L. Apos 10 minutos, o sistema reacional apresentava
coloragdao marrom-esverdeada com um fino sélido em suspensao, o qual foi eliminado através
de filtragdo em papel. 5 dias depois, foram isolados da solucdo resultante grande quantidade
de pequenos cristais, os quais mostraram-se extremamente intercrescidos. Este material foi
recristalizado em acetonitrila a quente e os novos monocristais assim formados, filtrados em
funil de Biichner, lavados com pequenas quantidades de acetonitrila e éter etilico gelados e
secos sob vacuo Foram obtidos 0,12 g (0,18 mmol; 680,04 g mol'l; rendimento de 36%) de
perclorato de -hidroxo-{2-[N,N-bis(2-piridilmetil)Jaminometil]-6-[ (2-oxofenil)iminometil]-4-
metilfenoxo}bis[cobre(Il)] (C,7H,507N4CICu;) puro. Anélise  Porcentagens encontradas: C
47,55; H 3,55; N 8,18. Porcentagens calculadas com base na féormula C,7H,507N4CICu,: C
47,69; H 3,71; N 8,24. OBSERVACAO: O espectro de IV deste complexo sera apresentado e
discutido em detalhe no Capitulo 4 do trabalho.
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Surpreendentemente, quando se tentou preparar o composto binuclear de cobre(Il) do
ligante reduzido (contendo a fungdo amina secundaria ao invés de imina) H,L4, foi isolado
novamente o complexo [Cuy( -OH)(L3)]ClO4: num baldo de reagdo, foram dissolvidos, com
o auxilio de leve aquecimento, 0,22 g (0,5 mmol) de 2-[ N,N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-6-
[(2-hidroxifenil)aminometil]-4-metilfenol (H,L4) em 20 mL de metanol. Adicionou-se a essa
solugdo 0,37 g (1,0 mmol) de perclorato de cobre(Il) hexaidratado e, uns 20 minutos depois,
foram lentamente gotejados 1,5 mL (1,5 mmol) de soluc¢io aquosa 1 mol L de hidréxido de
sodio. Apos 10 minutos de reacdo, o sistema apresentava uma coloracdo marrom-esverdeada.
E oportuno salientar aqui a quase inexisténcia de solido em suspensdo. Filtrou-se a mistura
em papel e, uma semana depois, foram isolados da mesma um so6lido amorfo e alguns cristais
intercrescidos de reduzido tamanho. Este material foi recristalizado em acetonitrila a quente,
formando rapidamente pequenos monocristais verdes adequados a determinacao estrutural por
difra¢do de raios-X, que foram filtrados em funil de Biichner, lavados com pequenas aliquotas
de acetonitrila e éter etilico gelados e secos sob vacuo. Sintetizaram-se 0,053 g (0,078 mmol;
rendimento de ~16%) de C,7H,507N4CICu; puro. Assim, estamos apresentando em esta Tese

duas rotas sintéticas diferentes para a obtencdo do composto [Cuy( -OH)(L3)]ClOs.
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Capitulo 3 — Ligantes Binucleantes Diazepinicos e seus Complexos Bimetalicos de Cobre(Il)

SINTESES

Ambos os ligantes binucleantes heptadentados derivados da 6-amino-6-metilperidro-
1,4-diazepina foram gerados e empregados in situ, isto ¢, ndo foram isolados antes da sua
utilizacao na sintese dos complexos metalicos. O método utilizado na preparagdo dos ligantes
foi rapido e simples: uma tipica reacao de condensacao, na qual a formagao da base de Schiff
¢ acompanhada pela eliminagdo de uma molécula de 4gua. Este procedimento mostrou-se
bastante efetivo para a obtengdo dos sistemas binucleares de cobre, fornecendo os compostos
[Cuy( -OH)(L1)](ClO4)2'H,0 e [Cuy( -OH)(L2)(Cl04)]ClO4 em sua forma cristalina € com
rendimentos satisfatorios. Durante a tentativa de sintese dos andlogos binucleares de zinco(II),
entretanto, houve inesperadas complicagdes e os complexos isolados foram, respectivamente,
[Zn(AAZ);](ClO4); e [Zny(bpmamff),](ClOs4),. Estes ultimos correspondem a compostos de
fragmentos utilizados na geracdo dos ligantes binucleantes, e ndo a complexos dos ligantes
desejados. Portanto, para a obtencdo das espécies binucleares de zinco(Il), acreditamos seja
mister o prévio isolamento de HL1 e HL2.

HL1 ¢ um ligante simétrico diiminico contendo duas unidades tridentadas diazepinicas
a modo de bragos pendentes. O objetivo inicial era o de verificar até que ponto os nitrogénios
aminicos e de imina poderiam mimetizar os nitrogénios imidazdlicos que atuam como atomos
doadores no sitio ativo da catecol oxidase. Seria conveniente lembrar neste momento que a
propria enzima também apresenta um arranjo simétrico de ligantes ao redor dos seus centros
metalicos. HL2, por sua vez, ¢ um ligante iminico nao-simétrico, no qual uma das unidades
AAZ ¢ substituida por um braco pendente constituido por dois anéis metilpiridinicos e um
nitrogénio de amina terciaria. Espera-se que os anéis piridinicos possam mimetizar de forma
bastante satisfatoria os grupos imidazol dos residuos de histidina. Além disso, hd um interesse
em observar o efeito que a assimetria do ligante possa causar nas propriedades fisico-quimicas

e na atividade do complexo.

CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS (ESTADO SOLIDO)

Os compostos [Cuy( -OH)(L1)](ClO4),'H,O (1) e [Cuy( -OH)(L2)(CIO4)]CIO4 (2)
foram caracterizados por andlise elementar, espectroscopia vibracional, reflectancia difusa
(UV-vis no estado solido), EPR e magnetoquimica. Ambos os complexos sintetizados tiveram
a sua estrutura determinada por difragdo de raios-X em monocristal. Os dados decorrentes
dessas analises serdo discutidos a seguir, com exce¢cdo do CHN, cujos resultados ja foram

tratados na parte experimental do trabalho.
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a) Estruturas cristalinas

Na Figura 3.1, pode ser observada a estrutura do cation complexo [Cuy( -OH)(LD]*".
J4 a Figura 3.2 mostra a estrutura do cation complexo [Cua( -OH)(L2)(ClO4)]". A Tabela 3.1,

por sua vez, apresenta alguns dados dos cristais utilizados e outros relacionados com a coleta
e o refinamento das estruturas. Comprimentos e angulos de ligagao selecionados podem ser
observados na Tabela 3.2. Nesta tltima incluimos, como referéncia, trés outros compostos

binucleares de cobre(Il) publicados na literatura contendo simultaneamente pontes -hidroxo

e -fenoxo entre os metais, a saber, A (105), B ©® ¢ 109

Tabela 3.1. Selecdo de dados cristalograficos para os complexos 1 e 2

Complexo 1 2
Formula empirica C21H36011N6Cl,Cuy C27H34010N6Cl,Cuy
Massa formula 746,54 g/mol 800,58 g/mol
Temperatura de coleta 2932)K 2932) K
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2/c P2/n
a=14452(1)A a=16,607(1) A
b=13,254(1) A b=11,022(2) A
Cela unitaria
c=16,386(3) A c=17330(1) A
=109,158(9) ° =91,561(5) °
Volume da cela 2964,9(6) A’ 3170,9(6) A’
z 4 4
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Tabela 3.1. Selecdo de dados cristalograficos para os complexos 1 e 2 (continuagdo)

Complexo 1 2
Densidade (calculada) 1,672 g/em’ 1,677 g/em’
Tamanho do cristal utilizado 0,43 x 0,30 x 0,26 mm’ 0,50 x 0,40 x 0,13 mm’
Reflexdes coletadas 5468 5829
Unicas 5265 [R(int) = 0,0315] 5633 [R(int) = 0,0263]
Parametros refinados 373 451
“Goodness-of-fit on F* 1,048 1,065

Indices R finais[I>2  (D)]

[ndices R (todos os dados)

R1=10,0598; wR2 =0,1637

R1=0,1223; wR2 = 0,1880

R1=10,0508; wR2 =0,1268

R1=0,1118; wR2 = 0,1449
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Figura 3.1. ORTEP para o cation complexo [Cu,( -OH)(C,H3;0Ng)]*". Todos os atomos de hidrogénio, com
excegdo daquele presente na ponte -hidroxo, foram omitidos por motivos de simplificagao.
O cation bivalente do complexo 1 possui dois ions cupricos pentacoordenados, os

quais encontram-se ponteados pelo oxigénio O1 do grupo fenolato presente no ligante e por
um hidréxido exogeno (02). O hidrogénio deste grupo OH™ foi localizado no correspondente
mapa de Fourier. Os 4tomos que constituem aquelas duas pontes ocupam posicdes relativas
“cis” no plano equatorial da esfera de coordenagao dos nucleos Cul e Cu2. A geometria de
coordenagdo para os centros pentacoordenados de cobre foi atribuida com base na equagdo

descrita por Addison e colaboradores

, com a qual pode-se distinguir entre uma geometria
piramidal quadrada e uma do tipo bipiramidal trigonal. O indice , que representa o grau de
trigonalidade da geometria, ¢ dado por /60, onde  corresponde ao maior angulo e

ao segundo maior angulo na esfera de coordenacdo do metal. Segundo essa equacao, uma
geometria piramidal quadrada perfeita ¢ caracterizada por = 0, enquanto que uma geometria
bipiramidal trigonal perfeita ¢ caracterizada por = 1. No caso do composto 1, a geometria
em torno de cada cobre(Il) ¢ a de uma pirdmide de base quadrada distorcida, com valores para
o parametro de Addison de 0,19 (Cul) e 0,34 (Cu2). O Cul completa a base de seu poliedro
com dois atomos de nitrogénio (N1 e N23) provenientes do brago pendente AAZ. Pela sua
caracteristica mais macia, devido a hidridag¢ao sp2 do atomo doador, a ligagdo do nitrogénio
iminico, N1, ao centro de cobre(Il) é ligeiramente mais curta [Cul N1 = 1,928(6) A] do que
aquela formada entre a espécie central e N23 [2,041(7) A]. Essa diferenca serd ainda mais
marcante no caso do centro Cu2. A distancia média de ligagdo Cul-ligante equatorial ¢ de

1,961 0,055 A. Conforme esperado, a por¢do diazepinica AAZ atua como quelante facial,

fornecendo o 4tomo doador que ocupa a posicdo axial da piramide. Trata-se do nitrogénio
N26 [Cul-N26 = 2,524(7) A]. Por sua vez, o plano de coordenagdo equatorial do Cu2 é
completado pelos atomos doadores N4 e N33, da segunda unidade AAZ. A distancia média de
ligagdo Cu2-ligante equatorial ¢ 1,970 0,085. O nitrogénio N36 ocupa a posi¢do apical,
completando assim a esfera de coordenacdo de Cu2 [Cu2-N36 = 2,372(6) A]. Sem lugar a
duvidas, uma das caracteristicas mais importantes deste complexo ¢ a sua curta distancia
intermetalica de 2,896(1) A, a qual se encontra, de fato, entre as menores ja descritas na
literatura para compostos do tipo Cu"( -hidroxo)Cu" “*'°9. As distancias de ligagio N1-C2
e C3-N4 sdo, respectivamente, iguais a 1,256(9) e 1,258(9) A, em concordancia com a

natureza iminica de tais jungdes. Cada cela unitaria possui quatro unidades assimétricas do
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complexo, sendo que fazem parte ainda do arranjo cristalino oito contra-ions perclorato e
quatro moléculas de dgua por cela. O angulo Cul—Opjgroxila—Cu2 € igual a 98,1(2)°.

Pelo que foi discutido acima, 1 possui uma posicdo de coordenagdo livre em cada
atomo de cobre, sendo que as duas posi¢des ocorrem segundo eixos paralelos € na mesma
face do complexo, o que permitiria, eventualmente, uma coordenacdo em ponte por parte de
um ligante bidentado. Isto ndo acontece no complexo 2 e nem em nenhum dos outros trés

compostos da literatura que estamos usando para efeitos de comparagao.

Figura 3.2. ORTEP para o cation complexo [Cuy( -OH)(C,7H330Ng)(ClO,)]". Todos os dtomos de hidrogénio,
com exceg¢do daquele presente na ponte -hidroxo, foram omitidos por motivos de simplificagao.

A estrutura molecular do cation monovalente presente em 2 também apresenta dois
centros cupricos, com o oxigénio do grupo fenolato e um ion hidréxido exdgeno como pontes.
Aqui, novamente, o hidrogénio da ponte exdégena OH" foi localizado de forma inequivoca no
respectivo mapa de Fourier. O brago pendente constituido pela unidade AAZ atua, a exemplo
do que foi observado para o composto anterior, como um ligante de coordenacao facial. Ja o
lado contendo os grupos 2-metilpiridina atua como ligante meridional, o que acaba causando
uma assimetria bastante pronunciada no complexo. Isto fica em evidéncia ao compararmos

entre si as esferas de coordenagdo dos metais (Cul e Cu2). A distancia intermetalica aumenta
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para 3,0302(11) Aeco angulo Cul—Opjgroxia—Cu2, para 103,7(2)°. A esfera de coordenacdo de
Cul ¢ praticamente idéntica nos dois complexos. O parametro de Addison assume, neste caso,
um valor de 0,16 e a distAncia média de ligagio Cul—ligante equatorial é de 1,960 0,052 A.
Como no caso anterior, o nitrogénio N26 ocupa a posi¢do axial [Cul-N26 = 2,498(6) A]. O
comprimento da ligagio N1-C2 é 1,260(8) A, de acordo com a natureza iminica da mesma. Ja
o centro Cu2 apresenta um ambiente de coordenacao completamente diferente, exibindo uma
geometria tetragonal distorcida (NC = 6). O aumento no numero de coordenagdo, de 5 para 6,
¢ ocasionado pela ligacdo de um dos percloratos ao centro de Cu2 segundo o eixo z. Essa
interagdo, entretanto, ¢ extremamente fraca (pseudo-coordenagio) [Cu2—Olp = 2,979(6) A] e
esse contra-ion deve estar completamente dissociado em solugdo, tornando Cu2 um centro
pentacoordenado de geometria piramidal quadrada distorcida ( = 0,17). O eixo z, como ¢ de
se esperar para um composto hexacoordenado de cobre(Il), apresenta um pronunciado efeito
Jahn-Teller. O outro ligante axial ¢ o oxigénio do fenolato, o qual se encontra a uma distancia
de 2,262(4) A da espécie central. No plano equatorial, a ponte -hidroxo parece exercer um
forte efeito trans sobre o nitrogénio N4, uma vez que a ligagdo Cu2-O1 ¢ 0,102 A mais curta
do que a ligagdo Cu2—-N4. A distancia média de ligacdo Cu2-ligante equatorial ¢ aqui igual a
1,986 0,042 A. Cada cela unitaria possui quatro unidades assimétricas do complexo, sendo
que fazem parte ainda do arranjo cristalino quatro contra-ions perclorato por cela.

Tabela 3.2. Principais distancias interatdmicas e angulos de ligacdo para os compostos 1 e 2, sintetizados neste
trabalho, e os complexos da literatura A, B e C, relacionados aqui para efeito de comparagdo

Distancias interatémicas (A) e Angulos de liga¢io (°)

LIGACOES

1 ) A (105) B (63) C (106)
Cul—Cu2 2,8957(13) 3,0302(11) 3,082(3)  2,966(1) 3,0107(8)
Cul-Nimina 1,928(6)  1,936(5) — — -
Cul—Ofenolato ponte 1,954(4)  1,944(4) 1,979(10) 1,962(7)  1,965(3)
Cul—Ohidgroxo ponte 1,920(5)  1,923(4)  1,938(10) 1,891(8)  1,956(3)
Cul—N uns-fenolato ponte 2,041(7)  2,036(5) 2,006(16) — 1,991(4)

Cu2—Niminal 1,912(6) - - - -
Cu2—Ofenolatoponte| 1,963(4)  2,262(4)  1,972(11)  2,039(7)  1,981(3)
Cu2—Ohigroxoponte]  1,914(3)  1,930(5)  1,962(10)  1,922(8)  1,963(3)

Cuz—Ntrans-fenolato ponte 2,092(6) - 2,027( 1 4) - 2,002(3)
Cul—Ofenolato ponte—Cu2 95,33(19) 91,87(16)  102,5(5) 95,7(2) -
Cul—Ohidroxo ponte—Cu2 98,1(2) 103,7(2) 104,45 102,1(3) -

Piramide  Piramide Piramid Bipirdmide Piramide
Geometria Cul tetragonal tetragonal fratice trigonal  tetragonal
tetragonal

distorcida  distorcida distorcida  distorcida
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Piramide o Bipiramide Pirdmide
. Tetragonal Piramide .
Geometria Cu2 tetragonal . : trigonal  tetragonal
. . distorcida tetragonal . . . .
distorcida distorcida  distorcida

b) Espectroscopia vibracional

Os espectros de infravermelho dos compostos 1 e 2 podem ser observados nas Figuras
3.3 e 3.4, respectivamente. Como os ligantes diazepinicos aqui descritos ndo foram isolados e
caracterizados previamente a sua utilizagdo, nao € possivel fazer aqui uma comparagdo direta
entre os espectros destes e os de seus complexos de cobre. Em virtude da similaridade
estrutural entre os compostos 1 e 2, os seus espectros sdo muito parecidos, apresentado bandas
provenientes de vibragdes caracteristicas dos ligantes, bandas referentes aos contra-ions
perclorato e bandas relacionadas com o ligante exdgeno (hidroxido em ponte) e agua de
cristalizacao (no caso de 1). A seguir, uma listagem completa de todas as absor¢des referentes
a esses complexos (F, banda forte; m, banda média; f, banda fraca; o, ombro):
Composto 1: 3410 (F), 3275 (F), 3210 (o), 2976 (m), 2947 (m), 2924 (m), 2890 (m), 2878
(0), 2855 (m), 1643 (F), 1635 (0), 1614 (0), 1551 (m), 1476 (m), 1458 (m), 1444 (m), 1392
(m), 1371 (f), 1329 (m), 1311 (m), 1261 (f), 1234 (m), 1186 (0), 1175 (0), 1148 (F), 1119 (F),
1080 (F), 1068 (F), 1014 (m), 990 (m), 967 (m), 909 (o), 887 (m), 825 (m), 793 (f), 768 (m),
659 (f), 636 (m), 625 (m), 589 (m), 571 (m), 557 (m), 542 (m), 509 (m), 484 (m), 464 (m),
437 (f), 422 (f) e 410 (f) cm™.
Composto 2: 3422 (m), 3352 (m), 3274 (m), 3081 (m), 3034 (m), 3000 (m), 2978 (m), 2956
(m), 2946 (m), 2920 (m), 2887 (m), 2854 (m), 1642 (F), 1638 (o), 1625 (o), 1608 (m), 1572
(m), 1560 (m), 1550 (0), 1484 (m), 1479 (m), 1465 (0), 1456 (m), 1446 (m), 1438 (m), 1422
(0), 1390 (m), 1374 (f), 1371 (0), 1356 (f), 1340 (f), 1318 (m), 1304 (m), 1284 (m), 1270 (m),
1258 (0), 1242 (1), 1236 (0), 1220 (f), 1178 (m), 1158 (0), 1142 (0), 1117 (0), 1091 (F), 1080
(F), 1028 (m), 1010 (m), 998 (m), 990 (0), 974 (m), 958 (m), 934 (m), 892 (m), 872 (m), 840
(m), 818 (m), 810 (m), 780 (m), 770 (m), 728 (), 656 (f), 636 (m), 622 (F), 583 (f), 572 (m),
560 (f), 536 (f), 518 (m), 501 (f), 484 (m), 469 (m), 460 (m), 453 (m) e 420 (m) cm”".
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Figura 3.3. Espectro vibracional do composto 1 (amostragem: pastilha de KBr).
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Figura 3.4. Espectro vibracional do composto 2 (amostragem: pastilha de KBr).

A absor¢ao de estiramento C=N da func¢do imina ¢ muito caracteristica em ambos 0s
complexos, aparecendo como uma banda fina e intensa em 1643 cm™ e 1642 cm™ para 1 e 2,
respectivamente. Essas bandas apresentam um ombro no sentido de menores freqiiéncias,
possivelmente relacionado as vibragdes de estiramento assimétrico da ligacdo. O composto 2
¢ mais rico em bandas na regido aromatica de estiramentos C=C e C=N, em virtude dos anéis
piridinicos presentes em L2. As absor¢des referentes aos grupos perclorato aparecem como

uma Unica banda em 1080 cm™ para 1 (onde ambos os grupos C10,” atuam como contra-ions)
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¢ como um par de bandas muito préximas em 1091 e 1080 cm™ para 2 (onde um dos

percloratos encontra-se fracamente coordenado ao centro Cu2).

¢) EPR e reflectancia difusa (espectroscopia eletronica no estado solido)

A temperatura ambiente, ambos os complexos sio silenciosos no EPR, indicando um
forte acoplamento entre os centros de cobre. Isto estd em plena concordancia com estruturas
duplamente ponteadas e curtas distdncias intermetalicas, caracteristicas estas observadas nas
analises de difracdo de raios-X. Quando os experimentos sdo realizados a 77 K, entretanto,
espectros bem definidos, consistindo de sinais de baixa intensidade, sdo observados. Estes
sinais foram atribuidos a presenca de pequenas quantidades de impurezas paramagnéticas
incorporadas as amostras durante o processo de sintese dos complexos metélicos. No caso do
composto 1, ndo existe absor¢do a “meio-campo”, o que indica inexisténcia de interagdo
magnética entre os nucleos de cobre e, portanto, a presenca de um complexo mononuclear
como impureza. Por outro lado, o complexo 2 exibe um sinal adicional a “meio-campo”,
sugerindo interagdo magnética cobre-cobre e a presenca de um sistema do tipo binuclear
como impureza.

A espectroscopia eletronica no estado soélido de 1 (Figura 3.5), por sua vez, mostra
uma absor¢do simétrica centrada em 368 nm, a qual pode ser atribuida a um par de bandas de
transferéncia de carga (do tipo ligante metal) superpostas: Cu’  OH e Cu"  OPh (105)
A contribui¢do de absor¢des provenientes das iminas, entretanto, ndo pode, a principio, ser
completamente descartada. Ha também uma absor¢do assimétrica muito larga (indicativo de
mais de uma transi¢ao eletronica com energias relativamente proximas), com um maximo em
608 nm, que pode ser associada a transi¢des d-d caracteristicas dos cations cobre(Il). No caso
do complexo 2, ¢ verificada a presenca da absor¢do simétrica relacionada com os processos de
transferéncia de carga em 370 nm (Figura 3.6). Na regido visivel do espectro, observam-se
duas bandas largas parcialmente superpostas com maximos em 606 e 702 nm. Elas podem ser
atribuidas as transi¢des d-d de cada um dos centros cupricos nao-equivalentes. Através de
comparac¢do direta com a posicdo da banda assimétrica em 1, pode-se afirmar que a absorc¢ao

em 702 nm esta relacionada com o centro de cobre(Il) ligado as piridinas.
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Figura 3.5. Espectro eletronico do complexo 1 no estado solido (reflectancia difusa).
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Figura 3.6. Espectro eletronico do complexo 2 no estado solido (reflectancia difusa).

d) Propriedades magnéticas

A dependéncia da susceptibilidade magnética e do momento magnético efetivo ( f)
com a temperatura ¢ mostrada na Figura 3.7 (para o composto 1) e na Figura 3.8 (para 2). Em
ambos os casos, efetuaram-se corregdes diamagnéticas utilizando-se dados padrdes relativos
as constantes de Pascal extraidos da literatura ®¥. O valor de off € igual a 2,192 g para o
composto 1 e a 2,531 ppara o complexo 2 a 300K e caipara0,190 ge0,150 pa?2K para
1 e 2, respectivamente. Isto estd em concordancia com uma interagdo antiferromagnética entre

os dois centros de cobre(Il). A andlise das curvas de susceptibilidade foi realizada de duas
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formas diferentes: (a) através da formula de Bleaney-Bowers e (b) utilizando um programa
universal desenvolvido pelo nosso colaborador, o Dr. Z. Tomkowicz (Institute of Physics —
Jagiellonian University, Polonia). Neste ultimo caso, também as impurezas foram levadas em
consideragdo. Apesar das referidas impurezas, os valores de J foram bem determinados para
ambos os complexos. Para 1, os pardmetros que forneceram o melhor ajuste entre os dados
experimentais e aqueles calculados foram J =-3442 0,6 K, g=2,12 0,3 e, finalmente,
C =3,270 0,007 emu/mol. Por outro lado, calculos efetuados com o complexo 2 levaram
aos parametros J =-146,5 05K, g=197 0,1 e C=2,820 0,007 emu/mol. Nos dois
casos, os resultados obtidos por ambos os métodos encontram-se em plena concordancia.
Pode ser observado que a constante de acoplamento apresentada pelo composto 1 ¢
aproximadamente o dobro do valor correspondente determinado para 2, o que indica uma
interacdo antiferromagnética muito mais efetiva na espécie simétrica 1. Este comportamento
ndo pode ser explicado em termos das distancias intermetalicas ou da natureza dos ligantes
envolvidos na formagao das pontes entre os centros de cobre, j4 que em ambos 0s compostos
os ions cupricos encontram-se separados por distincias similares (2,896 A para 1 e 3,030 A,
no caso de 2) e apresentam uma ponte fenoxo e uma ponte hidroxo exdgena em suas esferas
de coordenagdo. A diferenga no angulo Cul-O(H)—Cu2, o qual assume um valor de 98,1 ° no
complexo 1 e ¢ levemente maior para 2 (103,7 °), a principio, deveria apontar para um maior
acoplamento antiferromagnético em 2 e, portanto, também nao pode ser responsavel pelo
efeito observado. Em vista do exposto acima, uma possivel explicagdo para os resultados
obtidos pode emergir do arranjo dos orbitais magnéticos nos complexos sintetizados. Em 1,
ambos os centros de cobre(Il) possuem geometrias de piramides de base quadrada distorcidas
€, por esse motivo, os orbitais magnéticos sdo do tipo dy2.,2, com os seus lobos direcionados
para os atomos de oxigénio das pontes -hidroxo e -fenoxo, as quais ocupam posigdes
equatoriais nas esferas de coordenacao. Em 2, entretanto, Cul tem uma geometria de piramide
de base quadrada distorcida enquanto Cu2 apresenta uma geometria do tipo tetragonal. Neste
ultimo caso, o orbital magnético dy2.,2 possui densidade eletronica desemparelhada orientada
no sentido do atomo de oxigénio da ponte hidroxo e do nitrogénio de piridina N32. Assim, a
interacao magnética entre Cul e Cu2 se vé dificultada no composto 2. Além disso, diferentes
geometrias implicam que os orbitais magnéticos terdo também diferentes energias. Em outras
palavras, no complexo 1, os centros de cobre interagem através de ambas as pontes enquanto
no composto 2 a interacao s6 acontece via ponte hidroxo. Portanto, 1 e 2 nos permitem avaliar

as contribui¢des individuais de ambos os tipos de ponte (isto ¢, -hidroxo e -fenoxo) para o
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acoplamento antiferromagnético, resguardado o fato de que esses dois complexos possuem

geometrias semelhantes porém arranjos diferentes em torno dos sitios de coordenacdo dos

seus ions cobre(II).
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Figura 3.7. Dependéncia da susceptibilidade magnética, grafico superior, e do momento magnético efetivo (),
grafico inferior, do composto 1 com a temperatura.
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Figura 3.8. Dependéncia da susceptibilidade magnética, grafico superior, e do momento magnético efetivo (),
grafico inferior, do composto 2 com a temperatura.

CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS (SOLUCAO)
a) Propriedades espectroscopicas (UV-vis e EPR)

O espectro obtido para 1 em solugdo ¢ idéntico aquele observado no estado solido, o
que sugere que a estrutura molecular do complexo ¢ mantida ap6s dissolucdo. Por exemplo,
utilizando-se acetonitrila como solvente, foi registrado um espectro com bandas em 366 nm
(7700 L mol™ cm™) e 607 nm (165 L mol™ cm™). No caso de 2, uma solugio deste composto
em acetonitrila mostra um leve deslocamento hipsocrdmico, para 364 nm (4350 L mol™ cm™),

na banda de transferéncia de carga localizada a 370 nm no espectro da amostra soélida. As
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transi¢cdes d-d foram observadas na forma de uma tnica banda larga, cujo maximo sofre um
importante deslocamento batocrémico para 757 nm (165 L mol™ ¢m™). Esta banda apresenta
um ombro em 606 nm (145 L mol” cm™). As mudancas espectrais descritas para 2 estio
provavelmente relacionadas com a saida do perclorato da esfera de coordenacdo do centro
Cu2 durante o processo de solvatagdo.

Tanto 1 quanto 2, em solugdo de acetonitrila, mostram-se silenciosos no EPR a

temperatura ambiente. Isto constitui um indicativo de que a ponte -hidroxo permanece

inalterada ap6s o processo de dissolugdo em ambos os complexos.

b) Eletroquimica

O comportamento eletroquimico dos compostos sintetizados foi avaliado em solucao
de acetonitrila a temperatura ambiente. Os voltamogramas ciclicos de 1 e 2 podem ser vistos

na Figura 3.9.
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Figura 3.9. Voltamogramas ciclicos, obtidos a diferentes velocidades de varredura, para os complexos 1 (grafico
superior) e 2 (gréafico inferior) em acetonitrila, a 25 °C. Eletrolito suporte: 0,1 mol L' TBAP; trabalho: eletrodo
de carbono vitreo; referéncia: Ag/AgCl (NaCl 3 mol.L™); contra-eletrodo: fio de Pt; padrio interno: ferroceno.

Ambos se caracterizam pela presenga de dois processos bem definidos. No caso de 1,
o primeiro sinal ¢ uma onda quasi-reversivel a E,, = —0,70 V versus NHE, a qual pode ser
atribuida ao par redox Cu"Cu"/Cu"Cu'. Quando a velocidade de varredura ¢ aumentada, um
segundo processo, evidenciado por um pico catodico a —1,08 V versus NHE, aparece. Este
Gltimo pico pode ser atribuido a formacio da espécie Cu'Cu'. O fato do processo ser
completamente irreversivel sugere uma rapida decomposi¢io da espécie Cu'Cu', como
evidenciado por Torelli e al. > para um composto binuclear de cobre do ligante simétrico
H-BPMP. O complexo 2, por sua vez, apresenta uma onda a £, = —0,60 V versus NHE que,
se bem nao chega a ser totalmente reversivel, mostra uma reversibilidade muito maior do que

aquela observada para a primeira onda do composto 1. Esse processo foi atribuido ao par
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redox CuCu"/Cu"'Cu', o qual corresponde, muito provavelmente, a mudangas no estado de
oxidagdo do centro de cobre ligado as piridinas. Um segundo processo, praticamente
irreversivel, ¢ caracterizado pela presenca de um pico catodico intenso a —1,24 V versus NHE.
O pico parece apresentar um ombro no sentido dos potenciais menos negativos, o que poderia
ser um indicativo da ocorréncia simultanea de mais de uma reducdo. Apesar disso,
acreditamos que a principal contribuigdo aqui seja aquela da reducio da espécie Cu"'Cu' para
Cu'Cu'. Um pardmetro importante a ser considerado ¢ a diferenca entre Ey, e Epe ( E). Foi
observado um valor de 0,38 V em 1 contra 0,64 V em 2, o que mostra que a assimetria
imposta por L2 aumenta a faixa de estabilidade da espécie de valéncia mista Cu''Cu'. Estes
resultados foram confirmados por voltametria de onda quadrada (Figura 3.10) e estdo em boa

A . 63,108
concordancia com dados obtidos por outros autores “*'%,
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Figura 3.10. Voltamogramas de onda quadrada para os complexos 1 (grafico superior) e 2 (grafico inferior) em
acetonitrila, a 25 °C. Eletrélito suporte: 0,1 mol L! TBAP; trabalho: eletrodo de carbono vitreo; referéncia:
Ag/AgCl (NaCl 3 mol.L™"); contra-eletrodo: fio de Pt; padrdo interno: ferroceno. Os respectivos voltamogramas
ciclicos foram adicionados na figura (linha pontilhada) para efeito de comparagao.

¢) Condutimetria

A condutividade elétrica molar de solugdes dos compostos 1 e 2 também foi avaliada
em acetonitrila, a temperatura ambiente. Para o composto 1, foi encontrado um valor igual a
358,6 ' cm” mol™, bastante acima da faixa tipica esperada para eletrolitos do tipo 2:1 neste
solvente (220-300 ' cm? mol™) “*. O complexo 2, por sua vez, apresentou um valor de
3454 ' cm® mol™. Este valor é muito similar aquele determinado para 1, o que indica que

ambos 0s compostos pertencem ao mesmo tipo eletrolitico. Tem-se, desta maneira, um forte
indicativo de que o ligante perclorato axial dissocia-se completamente de 2 em solugdo, como

ja era esperado em virtude dos dados cristalograficos discutidos anteriormente.
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d) Titulacdes potenciométricas

As especiagdes dos sistemas constituidos, separadamente, pelos compostos 1 e 2 em
solucdo aquosa foram estudadas pelos métodos potenciométrico e espectrofotométrico. Para o
complexo 1, o melhor ajuste entre os dados potenciométricos e os calculados pelo algoritmo
do programa SUPERQUAD ©”, ver Figura 3.11, foi obtido com a proposicio de um sistema
contendo sete diferentes estados de protonagdo, os quais sao susceptiveis a interconversao pH-

direcionada através de seis constantes de equilibrio (Tabela 3.3).

i1.00

pH

10.107

Volume de NaOH (mL)

Figura 3.11. Curvas de titulagdo experimental (---) e calculada (- - -) correspondentes a uma solugdo aquosa de 1
de concentragio igual a 10° mol L™, utilizando-se como titulante uma solugdo aquosa padronizada de hidroxido
de sodio 0,10164 mol L™, Temperatura: 25,0 °C; /= 0,10 mol L! (NaCl).

Tabela 3.3. Constantes cumulativas de protonagdo / desprotonagdo para 1 em solugdo aquosa, obtidas a partir de
dados potenciométricos com o auxilio do programa SUPERQUAD. Os respectivos equilibrios quimicos também
sdo mostrados. Temperatura: 25,0 °C; /= 0,10 mol L' (NaCl)

Equilibrio - log
[Cu(LDHOH]™" + H30" 5 [Cuy(L1)(OH,)]™ 540 0,01
[Cuy(L1)OHJ*" + 2H;0" S [Cup(HL1)(OH,)2]* + H,0 9,72 0,01
[Cuy(LDOH]*" + 3H;0" S [Cuy(H,L1)(OH,),]™" + 2H,0 12,82 0,01
2[Cuy(L1)OHJ*" + H;0" 5 [(L1)Cuz~(OH)-Cup(L1)(OHy), ] 8,05 0,08
3[Cux(L1)OH]* + OH S 35 o1
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[HO(L1)Cuy—(OH)-Cu(L1)Cu~(OH)~Cuy(L1)OH]**
2[Cux(L1)OH]*" + OH" S [HO(L1)Cur—(OH)—Cuy(L1)OH]** 598 0,03

As curvas de distribuicao das espécies foram calculadas a partir das constantes obtidas

através do programa SCECS ' ¢ sdo mostradas na Figura 3.12.

Porcentagem das espécies
100.00

Cuz{L1)OH]2
[Cu2(H2L1){OH2)2]5+ [Cuzil) ]+\

[Cu2{HL1){OH2)2]4+

90. 00—

g80. 00

[HO(L1)Cu2-{OH)-Cu2(L ) OH]3+
[CuZ(L1){OH2)2]3+
F0.00

&60. 00—
30. 00—

40. 00— L1} Cu2 {OH)-Cu2{L1){OH2)2]5+

30.00— [HO(L1) Cu2-{OH)-Cu(L1)Cu-{OH)-Cu2{L1)OH]5+

20. 00—

10. 00

3 .00 4.00 3.00 E.DJ 7 .00 &.00 9.00 10.00

Figura 3.12. Curvas de distribui¢do das espécies para 1, calculadas pelo programa computacional SCECS. As
porcentagens foram determinadas em relagdo a quantidade total de complexo 1 em solugdo. [1] = 10° mol L.

Pode ser observado que a espécie do tipo -hidroxo [Cu,(L1)OH]*, cuja estrutura foi
determinada por difratometria de raios-X, predomina numa ampla faixa de pH (de 5,4 2 9,0) e
apresenta um maximo de concentracdo (acima de 90%) em torno de pH 7. Em meio &cido,
[Cuy(L1)OH]* reage com ions H;O" em diversas estequiometrias, fornecendo uma série de
formas protonadas. Inicialmente, o cation [Cuy(L1)OH]*" aceita um préton gerando o didqua-
complexo [Cuy(L1)(OH,),]*", que se torna a principal espécie do sistema por volta de pH 5.
Este comportamento foi observado também por Torelli e al. e Belle et al. para uma série de
complexos simétricos do tipo Cu''Cu" “**9_ A titulo de exemplo, Torelli encontrou um pK, de

4,95 0,05 para a formacao da espécie -hidroxo no composto do ligante simétrico H-BPMP,
o qual ¢ condizente com o valor aqui obtido de 5,40 0,01. Entretanto, um ponto de diferenca

reside no fato de que, nos sistemas estudados por S. Torelli, C. Belle e seus colaboradores, o
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didqua-complexo constituia a espécie com maior grau de protonagdo detectada. No presente
trabalho, verificou-se que [Cux(L1)(OH,),]*, por sua vez, ¢ capaz de reagir novamente (uma
ou até duas vezes) com ions hidronio para protonar o(s) brago(s) pendente(s) AAZ de LI
no(s) atomo(s) de nitrogénio que ocupam as posicoes de coordenagdo apicais (N26 ¢ N36).
Isto implica que esses atomos doadores devem deixar as esferas de coordenagdo dos centros
cupricos no processo. Em virtude deste fato, ¢ provavel que as espécies [Cuy(HL1)(OH),]* e
[Cuy(H,L1)(OH,),]" possuam, respectivamente, um e dois centros de cobre(I) de geometria
quadratica planar em suas estruturas.

Outra caracteristica interessante deste sistema ¢ que, além das espécies monoméricas
binucleares discutidas acima, foi necessaria a proposi¢do de espécies diméricas e trimérica
[contendo quatro e seis ions cobre(Il), respectivamente] para se conseguir um ajuste adequado
entre os dados experimentais € o modelo tedrico de equilibrio. A formacao de dimeros nao €
fato raro na Quimica dos compostos binucleares de cobre. Apenas para citar um exemplo, na
sua Tese de Doutoramento, R. Peralta '°? descreve o isolamento de duas espécies diméricas
de cobre(Il) na tentativa de sintese de complexos binucleares monoméricos desse metal. Estes
dimeros foram caracterizados cristalograficamente como [Cu,(bpbpmp-CH;)OH],*", no qual
duas pontes do tipo -hidroxo conectam ambas as subunidades, e [Cuy(bpbpmp)OH],>", onde
o dimero em questao ¢ estabilizado através de duas pontes -hidroxo e duas pontes -fenoxo
inter-mondmero. Voltando ao sistema de nosso interesse, envolvendo compostos do ligante
diazepinico HL1, a primeira forma dimérica, [(L1)Cu,—(OH)—Cu,(L1)(OH,),]’", aparece em
pH 4, atinge a sua maxima concentracdo (15% de abundancia relativa) em torno de pH 5,5 e
se mantém presente em solugdo até pH 7,7. Este complexo provavelmente apresenta o seu
ligante hidroxo atuando como ponte intermolecular e conectando assim ambas subunidades.
Em meio neutro a fracamente basico, uma outra espécie dimérica € uma trimérica sao geradas
simultaneamente pela reacdo de [Cuy(L1)OH]*" com fons hidroxido, cuja concentracio se vé
aumentada nesta faixa de pH. O complexo trimérico [HO(L1)Cu,—(OH)-Cu(L1)Cu—(OH)—
Cuy(L1)OH]’" parece ser menos estavel e ndo contribui de forma significativa para o esquema
de especiacdo (nunca ultrapassa 20% de abundancia relativa). O dimero [HO(L1)Cu,—(OH)-
Cuy(L1)OHT*", entretanto, é a mais importante dentre as formas poliméricas descritas e torna-
se a espécie predominante do sistema acima de pH 9. E plausivel que este composto possua

duas ou trés pontes -hidroxo inter-monomero.
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No caso do complexo 2, o melhor ajuste entre os dados experimentais e os calculados

entre pH 2,6 € 9,5 (Figura 3.13) foi

contendo quatro espécies (Tabela 3

obtido através da proposi¢do de um esquema de equilibrio

4).

10.

oo

pH

Volume de NaOH (mL)

Figura 3.13. Curvas de titulagdo experimental (---) e calculada (- - -) correspondentes a uma solugdo aquosa de 2
de concentracdo igual a 10° mol L™, utilizando-se como titulante uma solugio aquosa padronizada de hidroxido
de sodio 0,10164 mol L', Temperatura: 25,0 °C; /= 0,10 mol L™ (NaCl).

Tabela 3.4. Constantes cumulativas de protonagao / desprotonagdo para 2 em solug@o aquosa, obtidas a partir de
dados potenciométricos com o auxilio do programa SUPERQUAD. Os respectivos equilibrios quimicos também
sdo mostrados. Temperatura: 25,0 °C; /= 0,10 mol L' (NaCl)

Equilibrio - log
[Cuy(L2)OH]™ + H30" S [Cuy(L2)(OH,),]™ 534 0,04
[Cux(L2)OH]*" + 2H;0" 5 [Cuy(HL2)(OH,),]* + H,0 10,63 0,02
[Cux(L2)OHJ*" + OH" S [Cuy(L2)(OH),] ~10,2 0,1

As curvas de distribuicdo das espécies, como calculadas pelo algoritmo do programa

SCECS, sao mostradas na Figura 3.

14.
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Porcentagem das especies
100.00

[Cu2(L2)OH]2+
90. 00

80.00]

70.00 /

60.00— [CUZ(HLZ){OHZ)Z|4+

30.00—
[Cuz(L2)(OH)2]+

40. 00—
[Cuz(L2){OH2)2]3+

30. 00

20.00—

10. 00

3.00 4,00 5.00 G.DJ 7.00 8.00 9.00 10.00

Figura 3.14. Curvas de distribuigdo das espécies para 2, calculadas pelo programa computacional SCECS. As
porcentagens foram determinadas em relagio a quantidade total de complexo 2 em solugio. [2] =10 mol L™

Pode ser observado que, em comparagdo com 1, o composto 2 apresenta um conjunto
reduzido de espécies, provavelmente como conseqiiéncia de duas particularidades estruturais
desse sistema: (i) a presenga de apenas uma unidade AAZ em L2, e (ii) a grande assimetria
apresentada pelo complexo 2, a qual parece prevenir a formagdo dos agregados diméricos e
triméricos observados no caso de 1. A principal espécie do sistema, predominando de meio
fracamente 4cido a basico, ¢ aquela contendo a ponte -hidroxo [Cu,(L2)OH]*", que teve a
sua estrutura resolvida por cristalografia de raios-X. Ela comeca a predominar em solugdo a
partir de pH 5,4 ¢ mantém essa condigdo por sobre toda a faixa de pHs estudada. A medida
que o pH decresce, [Cuy(L2)OH]*" reage com fons hidrénio para originar um par de estados
protonados diferentes: o didqua-complexo [Cuy(L2)(OH,),]> e a espécie [Cuy(HL2)(OH»),]",
em que o brago pendente AAZ encontra-se protonado no nitrogénio N26. As constantes de
equilibrio macroscopicas determinadas para ambas as formas sdo praticamente idénticas, o
que significa que ha uma sobreposi¢cdo entre os processos de dissociacao por elas descritos.
Assim, essas constantes macroscopicas sdo compostas e, a rigor, ndo podem ser atribuidas a
equilibrios individuais. [Cuz(L2)(OH2)2]3+ nunca chega a se tornar a principal espécie dentro

do seu sistema, outro ponto de diferenca em relacdo ao comportamento de especiagdo de 1.
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Abaixo de pH 5.4, [Cup(HL2)(OH,),]*" predomina. Por outro lado, em meio bésico (acima de
pH 8), a reacdo de [Cux(L2)OH]*" com ions OH fornece a espécie [Cuy(L2)(OH),]", na qual
propomos a presenca de dois ligantes hidroxo exogenos terminalmente coordenados, um para

cada centro de cobre(II).

e) Titulagdes espectrofotométricas

A espectroscopia eletronica também foi utilizada na caracterizagdo dos equilibrios de
especiagdo dos complexos 1 ¢ 2 em solugdo aquosa. Os melhores resultados foram obtidos
monitorando-se a banda de transferéncia de carga ligante metal na faixa de 300 a 500 nm.
Testes preliminares mostraram que os sistemas em questdo apresentavam um comportamento
muito mais estavel em meio acido que em meio basico. Acima de pH 7,0, para o complexo 1,
e acima de pH 35,5, para 2, as medidas da concentragdo hidrogenionica ndo estabilizaram e
uma diminuig¢do progressiva no valor do pH foi verificado com o passar do tempo. Isto sugere
a ocorréncia de algum tipo de reacdo paralela indesejada que libera H' para o meio, ou que
consome OH". Em vista disso, as titulagdes espectrofotométricas foram realizadas somente

abaixo de pH 7.

Composto 1. Por motivos de simplificagdo, o conjunto de espectros obtido para o composto 1
foi dividido em trés diferentes se¢des de acordo com as faixas de pH estudadas, o que permite
a melhor visualizagdo das principais mudangas espectrais ocorridas quando o pH ¢ aumentado

progressivamente de 2,56 a 6,98 (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Espectros eletronicos registrados durante a titulagio de uma solugdo aquosa 2,5 x 10 mol L™ de 1.

(a) pH 2,56 2 4,09; (b) pH 3,92 a 5,41; (c) pH 5,56 a 6,98. Temperatura: 25,0 °C; I = 0,10 mol L' (NaCl).
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A Figura 3.15(a) mostra a secao que vai de pH 2,56 a pH 4,09. As curvas relacionadas
com os menores valores de pH se caracterizam pela presenga de banda a aproximadamente
370 nm, com um ombro em freqiiéncias um pouco menores. A medida que o pH aumenta, a
absor¢do se intensifica e um progressivo deslocamento batocromico ¢ observado, resultando
num espectro que possui uma banda a aproximadamente 395 nm e um ombro em freqliéncias
maiores. A ndo existéncia de um ponto isosbéstico bem definido constitui indicativo de que
mais de duas espécies coexistem no equilibrio. Uma analise direta através do método grafico,
colocando-se a absorvancia a 394 nm em funcdo do pH, forneceu um pK, de 3,26 0,03, o
qual encontra-se em boa concordancia com aquele obtido via titulagdo potenciométrica (isto €,
12,82 — 9,72 = 3,10). A se¢do compreendida entre pH 3,92 e pH 5,41 pode ser vista na Figura
3.15(b). Neste caso, o aumento no pH do meio provoca um deslocamento hipsocromico com
uma concomitante porém leve diminui¢do na intensidade da absor¢ao. O ultimo espectro (pH
5,41) apresenta uma banda simétrica a aproximadamente 380 nm. Um pK, de 4,81 0,06 foi
obtido graficamente a partir deste conjunto de curvas (absorvancia a 394 nm), o qual, dentro
de um erro de 10%, estd de acordo com os dados potenciométricos (9,72 — 5,40 = 4,32). A
ultima sec¢do, que vai de pH 5,56 a pH 6,98 encontra-se representada na Figura (3.15c). As
mudancgas espectrais observadas com a elevacao do pH ndo sdo muito significativas neste
caso: somente um acréscimo na intensidade e um pequeno deslocamento batocrémico foram
detectados. Um valor de “pK,” igual a 6,10 0,05 pode ser derivado a partir desses pontos
experimentais (absorvancia a 385 nm). Provavelmente, trata-se de uma constante composta,
descrevendo dois fendmenos que ocorrem simultaneamente, a saber, a formacao do diaqua-
complexo [Cuy(L1)(OH,),]*" e a dimerizagdo de 1, a gerar [(L1)Cu,~(OH)—Cux(L1)(OH,),]>".
O espectro a pH 6,98 consiste em uma banda bastante simétrica centrada a aproximadamente
385 nm, bem diferente daquele obtido apos dissolugdo direta do complexo em meio aquoso
(ou seja, sem abaixar o pH até 2,56 para depois voltar a neutralidade titulando com NaOH), o
qual ¢ constituido de uma banda simétrica centrada em 367 nm. Isto sugere a existéncia de

uma certa irreversibilidade em um ou mais dos processos descritos acima para 1.

Composto 2. Para este composto, as mudangas espectrais decorrentes do aumento de pH, as
quais podem ser observadas na Figura 3.16, ocorrem numa unica e continua etapa ao longo do
intervalo 2,98-7,02. O espectro a pH 2,98 caracteriza-se pela presenca de uma banda bastante
simétrica, com maximo em aproximadamente 390 nm. Um aumento no pH do meio provoca

uma diminui¢do progressiva na intensidade desta absor¢do e o concomitante aparecimento de
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uma outra, igualmente simétrica, centrada a aproximadamente 360 nm. Pelo método grafico
(absorvancia a 388 nm), um tnico pK, de 5,462 0,003 foi determinado, o qual estd em 6tima
concordancia com os valores de 5,34 e 5,29 obtidos potenciometricamente. Apesar de ndo se
ter um ponto isosbéstico perfeitamente definido, o que indica a coexisténcia de mais de duas
espécies no equilibrio, acredita-se, dentro da faixa de erro, estar observando principalmente
dois compostos: [Cux(HL2)(OH,),]*" e [Cux(L2)OH]*". A espécie [Cua(L2)(OH,),]*", por sua
vez, se encontraria presente em baixas concentragdes. Diferentemente do observado para 1, o
sistema constituido pelo complexo 2 e suas formas protonadas apresenta-se completamente
reversivel. O composto binuclear de cobre contendo apenas grupos metilpiridina como bragos
pendentes, descrito por Torelli et al., também mostra esta caracteristica, o que pode sugerir
que a irreversibilidade observada em 1 esteja relacionada com a presenca de duas unidades

AAZ no ligante e a conseqiiente possibilidade de protona¢do multipla deste no complexo.

0,84

0,6 1

0,44

0,24

0,0 1

(nm)

Figura 3.16. Espectros eletronicos registrados durante a titulagio de uma solugio aquosa 2,5 x 10 mol L™ de 2.
Valores de pH variando entre 2,98 e 7,02. Temperatura: 25,0 °C; I = 0,10 mol L! (NaCl).

Uma forma muito mais acurada e elegante de se empregar os dados provenientes das
titulagdes espectrofotométricas na obteng¢do de informagdes sobre o sistema em equilibrio ¢
mediante a utilizagdo de programas computacionais especialmente desenvolvidos para esse
fim. Neste trabalho, optou-se pelo programa SQUAD, publicado originalmente por Leggett e
McBryde em 1975 ©®. O algoritmo do SQUAD permite calcular constantes de estabilidade de
espécies em equilibrio quimico a partir de dados espectrofotométricos nas regides do visivel e
ultravioleta, onde a absorvancia total medida ¢ resultante das contribuicdes individuais dos
constituintes do sistema. Ele também ¢ capaz de estimar os espectros tedricos (absortividades

molares) de cada uma das espécies absorventes envolvidas nos modelos de equilibrio. Uma
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vantagem deste programa ¢ que nem todas as constantes de estabilidade e absortividades
molares precisam ser calculadas simultaneamente, podendo algumas delas ser mantidas fixas
a critério do usuario. Assim, caso as constantes de formagao sejam conhecidas, o programa
pode ser usado para calcular somente as absortividades molares. Analogamente, sendo as
absortividades conhecidas, pode-se calcular apenas constantes de formacdo. Para o caso do
composto 1, o melhor ajuste entre os dados experimentais obtidos na faixa de pH 2,87-6,98 ¢
aqueles calculados pelo programa foi conseguido pela proposi¢ao de um modelo que inclui
todos os quatro equilibrios identificados potenciometricamente em meio acido, o que reforga a
validade do sistema proposto. As absortividades molares das quatro espécies monoméricas
envolvidas foram calculadas simultaneamente, assim como trés das quatro constantes de
equilibrio. Somente a constante de formagdo do dimero [(L1)Cu,—(OH)—Cu,(L1)(OH,),]*" foi
fixada em 8,05, valor este calculado via titulagdes potenciométricas. Na Figura 3.17, podem
ser apreciados os espectros tedricos das espécies monoméricas presentes em meio acido. Para
o complexo 2, o modelo de equilibrio proposto com suporte nos dados espectrofotométricos
registrados entre pH 2,90 e 7,02 também estd em perfeita concordancia com aquele obtido via
potenciometria. Neste caso, as duas constantes de equilibrio e as absortividades molares das
trés espécies envolvidas foram calculadas de forma concomitante. A Figura 3.18 mostra os
espectros teoricos das trés espécies presentes em meio acido para o sistema 2. Cabe destacar
ainda que os valores obtidos através dos programas SUPERQUAD (dados potenciométricos)
e SQUAD (espectrofotométricos) estdo em boa concordancia mutua. A Tabela 3.5 apresenta
um panorama geral comparativo das constantes calculadas pelas técnicas potenciométrica e

espectrofotométrica (métodos grafico e computacional) para os sistemas 1 ¢ 2.

Tabela 3.5. Panorama geral comparativo das constantes cumulativas de protonagao / desprotonagdo calculadas a
partir de dados potenciométricos e espectrofotométricos (método grafico e computacional) para os sistemas 1 e 2
em solugdo aquosa. Temperatura: 25,0 °C; /= 0,10 mol L' (NaCl)

, ESPECTROFOTOMETRIA
ESPECIE POTENCIOMETRIA Gréafico SQUAD
[Cuy(L1)(OH,), 5,40 0,01 6,10 0,05 5,79 0,01
[Cuy(HL1)(OH,),]* 9,72 0,01 10,91 0,06 9,97 0,04
. [Cuy(H,L1)(OH,),]*" 12,82 0,01 14,17 0,06 12,98 0,03
[(L1)Cus—(OH)-Cu(L1)(OH,),]* 8.05 0,08 - -
[HO(L1)Cu,—(OH)—Cu(L1)Cu—
(OH)—Cuy(L1)OH]*" =32 0,1 - -
[HO(L1)Cu,~(OH)—Cu,(L1)OHJ*" -598 0,03 - —
[Cuy(L2)(OH,),]*" 5,34 0,04 5,066 0,004
2 [Cuy(HL2)(OH,),]* 10,63 0,02 3,462 0,003 10,956 0,004
[Cuy(L2)(OH),]" -102 0,1 — -
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Figura 3.17. Espectros tedricos (absortividades molares), calculados pelo programa computacional SQUAD, do
complexo 1 e das suas formas protonadas monoméricas presentes em equilibrio abaixo de pH 7.
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Figura 3.18. Espectros tedricos (absortividades molares), calculados pelo programa computacional SQUAD, do
complexo 2 e das suas formas protonadas monoméricas presentes em equilibrio abaixo de pH 7.

REATIVIDADE QUIMICA E TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA

a) Atividade de catecolase
Efeito do pH e determinacio dos parametros cinéticos
Como era de se esperar em virtude da sua semelhanca estrutural com o sitio ativo das
catecol oxidases, tanto o composto 1 quanto 2 sdo capazes de catalisar a oxidagdo do substrato
modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-dtbc) a correspondente o-quinona 3,5-dtbq (Figura 3.19).
Este substrato foi escolhido para esses estudos por apresentar um baixo potencial redox, o que
facilita a formagao da 3,5-di-ferc-butilquinona, além de possuir substituintes volumosos que

impedem a ocorréncia de outras reagdes de oxidacdo-redugdo e polimerizagao indesejadas.
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OH . _0
Catalisador
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Figura 3.19. Esquema ilustrativo mostrando a reagdo de oxidag@o do substrato modelo 3,5-di-terc-butilcatecol.

Inicialmente, um estudo sobre a dependéncia da velocidade da reagdo com o pH foi
realizado para se determinar a faixa de concentragdes hidrogenionicas em que cada complexo
mostra a sua maxima atividade catalitica. Ambos os compostos apresentaram perfis cinéticos

semelhantes (Figuras 3.20 e 3.21, respectivamente).
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Figura 3.20. Dependéncia, em relagdo ao pH, da atividade oxidativa de 1 frente ao substrato modelo 3,5-dtbc,
numa mistura solvente metanol / dgua (32:1 v/v). Condigdes experimentais usadas: [1]g. = 2,4 X 10° mol L';
[S]fna = 5,0 x 10 mol L'l; temperatura: 25,0 °C.
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Figura 3.21. Dependéncia, em relagdo ao pH, da atividade oxidativa de 2 frente ao substrato modelo 3,5-dtbc,
numa mistura solvente metanol / dgua (32:1 v/v). Condigdes experimentais usadas: [2]gn. = 2,4 X 10° mol L'l;
[S]fna = 5,0 x 10 mol L'l; temperatura: 25,0 °C.

Para o complexo 1, um pK, cinético de 8,36 0,06 foi encontrado. Quando cruzamos
esse valor com a curva de distribui¢do das espécies obtida a partir dos dados das titulagdes
potenciométricas, duas possiveis hipoteses surgem. A primeira: que a espécie cataliticamente
ativa seja a forma trimérica [HO(L1)Cu,—(OH)—-Cu(L1)Cu—(OH)—Cu,(L1)OH]"", presente a
baixas concentra¢des em solucdo e de detalhes estruturais desconhecidos (o que praticamente
impossibilitaria a proposi¢cdo de um mecanismo para a reagdo). J& a outra possibilidade, mais
plausivel, seria a de que a espécie ativa fosse, de fato, o proprio composto 1, cuja estrutura foi
elucidada por difragdo de raios-X. Neste caso, o pK, cinético encontrado estaria relacionado
com a desprotona¢do da primeira hidroxila do substrato, o qual, de inicio, se coordenaria a 1
em forma monodentada a apenas um dos centros ctpricos. Os pK,s para a primeira e segunda
desprotonacdes do 3,5-di-terc-butilcatecol “livre” sdo, respectivamente, iguais a 10,3 ¢ 14,7.
Assim, a coordenagdo abaixaria o primeiro pK, do substrato de 10,3 para o valor observado de
~8,4. Para o complexo 2, por outro lado, um pK, cinético igual a 8,47 0,09 foi obtido. Aqui,
a Unica possibilidade a ser aventada ¢ a de que o valor encontrado se relacione com a primeira
desprotonacdo do substrato, coordenado de modo monodentado a apenas um dos centros de
cobre, uma vez que a curva de distribui¢do de espécies para 2 ndo mostra nenhuma forma
desprotonada sendo gerada em quantidades aprecidveis nessa faixa de pH. Neste caso, uma
coordenagdo bidentada em ponte a 2 seria impensavel, ja que a posi¢do de coordenagao livre
existente no centro Cul ocorre segundo um eixo perpendicular ao eixo z da espécie central
Cu2. Como o substrato ndo estava presente na realizacdo dos experimentos potenciométricos,

a sua desprotonacao nao pdde ser registrada nos mesmos. Levando-se em consideragao os
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pK,s cinéticos encontrados, a dependéncia da velocidade da reacdo em relagdo a concentragdo
de substrato foi estudada em pH 9,0 para ambos os compostos. Para efeito de comparagdo, a
atividade das catecol oxidases ¢ observada entre pH 5 e 8, com um maximo em pH 8 g
importante salientar que, abaixo de pH 4 ou acima de pH 9, a enzima sofre perda irreversivel
da sua atividade. As velocidades iniciais obtidas para a faixa de concentra¢des de substrato
utilizadas seguem uma cinética de saturacao (Figuras 3.22 e 3.23 para 1 e 2, respectivamente).
Sendo assim, a equagdo de Michaelis-Menten pode ser utilizada com o intuito de se ajustar os
dados experimentais a um modelo de reacdo enzimatica. A linearizagao foi realizada através
do método de Lineweaver-Burk (“inset” nas Figuras), para se obter os parametros cinéticos de

cada um dos sistemas.
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Figura 3.22. Dependéncia da velocidade da reacdo de oxidag@o catalisada pelo complexo 1 com a concentragdo
de substrato a pH 9,0, numa mistura solvente metanol / agua (32:1 v/v). “Inset”: grafico dos duplos reciprocos.
Condigdes experimentais: [1]gn. = 2,4 X 107 mol L'l; [STfnar = 1,2 x 10° a 1,1 x 10~ mol L'l; 25,0 °C.
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Figura 3.23. Dependéncia da velocidade da reacdo de oxidag@o catalisada pelo complexo 2 com a concentragdo
de substrato a pH 9,0, numa mistura solvente metanol / agua (32:1 v/v). “Inset”: grafico dos duplos reciprocos.
Condigdes experimentais: [2]fina = 2,4 X 10° mol L; [S]na = 2,4 x 10° a 1,1 x 107 mol L™'; 25,0 °C.
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Os parametros cinéticos encontrados para 1 e 2 sdo apresentados na Tabela 3.6. Dados
pertencentes a outros compostos binucleares de cobre(Il) publicados na literatura também sao
incluidos a modo de referéncia. Entre eles, estdo dois dos complexos com melhor desempenho

sintetizados nos laboratorios do Prof. Ademir Neves: [Cux(HLdtb)( -OCH;)](Cl04), (D) 1%
e [Cuy(Hybbppnol)( -CH3;COO)(H,0),]Cl,-2H,0 (E) (112). assim como o composto mais ativo
de todos os reportados até o momento (F) €.

Tabela 3.6. Pardmetros cinéticos para a reacdo de oxidagdo do substrato 3,5-dtbc promovidapor1e2apH 9,0 e

25,0 °C. Dados referentes aos complexos da literatura B, D, E e F sdo incluidos aqui para efeito de comparagao.
No caso de F, os valores referem-se a primeira e segunda etapas de reacdo, respectivamente

Complexo Ky (mol L'l) Vmax (mol L! s'l) Keat (s'l) keat / Ky (L mol! s'l)
1 40x 107 83x10° 3,46 x 10™ 0,88
2 2,7x 107 1,5x 107 6,25 x 10 2,31
B 9 1,5x 107 1,1 x 10° — —

D’ 40x 107 1,3x 107 5,33x 107 1,35
E° 7,9x 10" 1,9x 107 7,90 x 107 10,0
- 1,5x 107 - 1,40 ~900

24x107° - 0,33 ~140

Condig¢des experimentais utilizadas: a- 25 °C (acetonitrila); b- 25 °C e pH 8,5 (metanol / 4gua); c- 25 °C e pH 8,0
(metanol / dgua); d- 20 °C e pH 5,1 (metanol / dgua).

E interessante notar que o complexo ndo-simétrico, 2, é o mais efetivo na oxidagio do
substrato 3,5-dtbc a correspondente quinona, apresentando uma eficiéncia catalitica (ke / Knm)
de 2,31 L mol™ s™". Isto contesta alguns resultados obtidos anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisa para outros compostos modelos do tipo Cu, (75.102) Nesses complexos, foi verificado
um aumento da atividade catalitica com a diminuicao da diferenca de potencial para a redugao
dos centros de cobre ( E). Este comportamento ¢ o inverso daquele apresentado por 1 € 2. Em
termos comparativos, a isoforma da ibCO com massa igual a 39 kDa apresenta valores de Ky
(constante de Michaelis) de 2,5 x 107 , 3,8 x 10% e 3,0x 107 mol L! para os difendis catecol,
4-metilcatecol e acido caféico, respectivamente @) Em relagdo aos mesmos substratos, foram
reportados valores para a constante catalitica k., de 2293, 3756 e 7852 s'l, respectivamente.
Do exposto acima, pode-se concluir que os compostos modelos aqui sintetizados apresentam
uma interagdo muito forte com o substrato 3,5-dtbc, com valores de Ky da mesma ordem de
grandeza do que aqueles apresentados pela ibCO. Entretanto, uma vez formado o complexo
catalisador-substrato, a reacao catalitica ocorre muito mais lentamente nos modelos descritos
aqui que na enzima, com constantes k¢, algumas centenas de milhares de vezes menores.

Outro experimento importante para a compreensdao do mecanismo envolvido na rea¢ao

(75)

foi efetuado através de modificagdo do método de iodometria **~’, estudando-se a formagao de
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peroxido de hidrogénio durante a oxidagao do 3,5-dtbe catalisada pelos complexos 1 e 2. Para
ambos os casos, foi detectado o acumulo de peréxido de hidrogénio no meio reacional, em
comparagdo com experimentos feitos na auséncia do catalisador. Assim, a reacdo segue uma

estequiometria 3,5-dtbc + O,  3,5-dtbq + H,0,, e ndo 3,5-dtbc + /20,  3,5-dtbq + H,O.

Proposiciao de mecanismo

Os resultados cinéticos obtidos permitiram a formulagdo de um possivel mecanismo
para a reagdo de oxidagdo do substrato 3,5-dtbc mediada pelos complexos 1 e 2, o qual esta

esquematizado na Figura 3.24.

OH

H,0, + OH"
‘ OH
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2 0 NIRCHER/Y
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Figura 3.24. Mecanismo proposto para a oxida¢ao do substrato 3,5-dtbc catalisada pelos compostos 1 e 2.
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O ciclo catalitico comeca a partir do estado met dos complexos, o qual, tanto para 1
quanto para 2, foi caracterizado por difracdo de raios-X. A fixacdo do substrato ocorreria em
duas etapas. Inicialmente, uma molécula do 3,5-dtbc se coordenaria, de modo monodentado, a
apenas um dos centros de cobre(Il) do composto, gerando assim o primeiro aduto catalisador-
substrato. No caso de 2 propde-se, por questdes de geometria, que a espécie central envolvida
seja, especificamente, Cu2. Como mencionado anteriormente, os pK,s cinéticos observados
em 8,36 (complexo 1) e 8,47 (2) corresponderiam entdo a primeira desprotonagdo do 3,5-dtbc
coordenado. Cabe salientar que a ponte -hidroxo permanece no composto apos a entrada do
substrato. Essa ponte exogena tem papel fundamental na proxima etapa do ciclo, ajudando a
desprotonar a segunda hidroxila do catecol, o qual mudaria a sua forma de coordenagdo para

- 2: 1 conforme proposicdo de Casella “>. Com o substrato completamente desprotonado,

ocorre a reacao de transferéncia de elétrons, o que resulta na liberagdo da quinona 3,5-dtbq e
na conseqliente reducdo dos centros cupricos, produzindo a forma reduzida do catalisador. A
seguir, oxigénio molecular se coordena aos ions cuprosos presentes no complexo, levando a
um estado intermediario cuja estrutura ¢ tdo somente uma proposi¢cao, uma vez que a assim
chamada forma oxy ndo foi identificada experimentalmente no presente trabalho. Isto traz
consigo a re-oxidagdo dos centros de cobre. Finalmente, duas moléculas de dgua reagiriam
com o sistema formando peréxido de hidrogénio (subproduto este detectado quimicamente no

meio) e regenerando o estado met do complexo, o que completaria o ciclo catalitico.

b) Atividade de fosfatase: promiscuidade catalitica

Como os compostos 1 e 2 apresentam em suas estruturas um potencial nucleofilo,
constituido pelo ligante hidroxo em ponte, a habilidade dos mesmos em promover a hidrolise
do diéster de fosfato ativado bis(2,4-dinitrofenil)fosfato, ou BDNPP, foi também investigada
(Figura 3.25). Muitas vezes, ¢ésteres de fosfato ativados contendo bons grupos abandonadores
sao usados como modelos para ésteres de fosfato ndo-ativados de grande relevancia bioldgica,

tais como o0 DNA e o RNA.

>
NOZ 02N 02
NO

N Q NO,  Catalisador 2 Q NO,

P.. —— + P..

o\ Ho— |\

o o

NO,
BDNPP 2,4-dinitrofenolato

Figura 3.25. Esquema ilustrativo para a reag@o de hidrélise do substrato bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (BDNPP).
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A possibilidade dos complexos aqui sintetizados clivarem diésteres de fosfato possui
interessantes implicagcdes no ambito do fendmeno conhecido como promiscuidade catalitica.
A promiscuidade catalitica ¢ definida como a habilidade de um tnico sitio ativo de catalisar
mais de uma transformacgdo quimica diferente. Ela constitui uma importante propriedade de
muitas enzimas e desempenha um papel natural na evolugdo e, ocasionalmente, na biossintese

de metabolitos secundarios ')

Efeito do pH e determinac¢ao dos parametros cinéticos

Tanto 1 quanto 2 foram capazes de hidrolisar a molécula de BDNPP. Assim, pode-se
afirmar que ambos compostos exibem promiscuidade catalitica pelo fato de catalisarem nao
somente reagdes redox, mas também de hidrolise.

A atividade hidrolitica desses complexos mostrou uma forte dependéncia em relagao
ao pH do meio reacional (Figuras 3.26 ¢ 3.27 para 1 e 2, respectivamente). Contudo, os perfis
desses graficos sdo completamente diferentes nos dois compostos estudados. Por um lado, 1
apresenta perfil cinético em formato de duplo sino, podendo o menor deles ser considerado
desprezivel em relagdo ao maior. A atividade maxima € observada por volta de pH 7. A partir
dos dados obtidos em meio acido, pdde ser calculado um pK, cinético de 6,2 0,1. Este valor
encontra-se em Otima concordancia com aquele determinado para a formacao da espécie do
tipo -hidroxo (6,10 0,05 pelo método grafico, utilizando-se dados espectrofotométricos).
Além disso, o pico de atividade coincide de forma precisa com o valor de pH no qual a
concentracio de [Cuy(L1)OH]*" ¢ maxima (comparar as Figuras 3.26 e 3.12). Estas evidéncias
apontam [Cuy(L1)OH]*" como sendo a espécie cataliticamente ativa na hidrélise de BDNPP.
Por outro lado, o complexo 2 mostra um perfil sigmoidal classico, com um pK, cinético de
aproximadamente 10,5. Comportamento este similar ao observado por Rossi para uma série
de compostos binucleares do tipo Cu"'Cu" (112) " Ao cruzarmos estas informacdes com aquelas
contidas na Figura 3.14, foi possivel se inferir que [Cuy(L2)(OH),]", no qual ndo ha pontes
exogenas mas um ligante hidroxo terminalmente coordenado a cada centro de cobre, constitui
a espécie cataliticamente ativa. Desta maneira, pode-se concluir que a natureza das espécies

que catalisam a hidrolise do substrato BDNPP ¢ diferente para os compostos 1 e 2.
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Figura 3.26. Dependéncia, em relacdo ao pH, da atividade hidrolitica de 1 frente ao substrato modelo BDNPP,

numa mistura solvente dgua / acetonitrila (1:1 v/v). Condi¢des experimentais usadas: [1]g,, = 4,0 X 107 mol L'l;
[STfinar = 5,0 x 10 mol L'l; temperatura: 50,0 °C.
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Figura 3.27. Dependéncia, em relagdo ao pH, da atividade hidrolitica de 2 frente ao substrato modelo BDNPP,

numa mistura solvente dgua / acetonitrila (1:1 v/v). Condi¢des experimentais usadas: [2]gn. = 4,0 X 10 mol L'l;
[S]fna = 5,0 x 10 mol L'l; temperatura: 50,0 °C.

Em virtude dos complexos serem ativos em diferentes faixas de pH, a dependéncia da
velocidade da reagdo de hidrélise com a concentragdao de catalisador foi estudada em pH 6,0
para 1, enquanto a dependéncia em relagdo a concentra¢do de substrato foi avaliada em pH
9,6 para 2. Alguns inconvenientes de ordem experimental enfrentados durante as cinéticas de
hidrolise envolvendo o composto 1 obrigaram a optar-se pela realizagdo do estudo em fungao
da concentracao de complexo, ao invés da concentracdo de BDNPP. Desta maneira, obteve-se

uma constante de velocidade de segunda ordem igual a 2,1 x 10” L mol™ s, comparéavel s
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constantes publicadas por Young et al. para a clivagem hidrolitica do mesmo BDNPP por
dois complexos mononucleares de cobre(II) ai4)

No caso do composto 2, as velocidades iniciais obtidas para a faixa de concentracdes
de substrato utilizadas seguem uma cinética de saturagdo caracteristica (Figura 3.28). Isto
possibilitou o uso da equacdo de Michaelis-Menten, com linearizacdo via Lineweaver-Burk
(Figura 3.28, “inset”), para se determinar os parametros cinéticos Ky = 8,9 x 10 mol L'l;
Vinax = 7,7 X 10°mol L' st e keat = 1,93 x 10 s'l, 0 que resulta num valor para a eficiéncia
catalitica keae / Ky de 2,17 X 102 L mol! s, A catalise mediada pelo complexo 2 apresenta
uma taxa de acelera¢do de aproximadamente 500 vezes em relagdo a velocidade de hidrélise

da reacdo ndo-catalisada, a pH 9,0 e 25,0 °C de temperatura (k = 3,88 x 107 s'l) 60
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Figura 3.28. Dependéncia da velocidade da reagdo de hidrélise com a concentragdo de substrato a pH 9,6, numa
mistura solvente dgua / acetonitrila (1:1 v/v). “Inset”: grafico dos duplos reciprocos. Condigdes experimentais
usadas: [2]fna = 4,0 X 107 mol L'l; [STfinar = 5,0 x 10*a 7,0 x 10 mol L'l; temperatura: 50,0 °C.

Calculos de modelagem computacional (composto 1)

Apesar de possuirmos informagdes bastante detalhadas, obtidas através da difracao de
raios-X em monocristal, sobre os parametros estruturais do complexo 1, ndo podemos dizer a
mesma coisa em relacdo ao aduto CS (catalisador-substrato) formado quando o diéster de
fosfato BDNPP se coordena ao cation complexo presente em 1 (“cation 1”). Pela sua propria

natureza, a de intermediario numa reacgao catalitica, a espécie CS tem existéncia relativamente
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efémera, o que dificulta o seu estudo por técnicas espectroscopicas e impossibilita totalmente
a sua andlise difratométrica, devido ao fato de ndo ser possivel se cristalizar tal sistema. Neste
contexto, os métodos de modelagem molecular podem se mostrar extremamente uteis como
uma ferramenta que permite explorar os parametros estruturais de tais adutos transientes,
assim como também os parametros energéticos relacionados a sua formacdo. Esta constitui
uma abordagem muito interessante, ¢ que tem sido bastante usada nos ultimos anos, na qual
métodos ab initio complementam resultados obtidos experimentalmente ' °=Y.

Nesta parte do trabalho, realizada em colaboracdo com o Dr. Luiz Antonio S. Costa,
empregou-se a teoria do funcional de densidade (DFT) para calcular a estrutura do “cation 1”
e a do aduto CS formado quando este cation reage com o substrato BDNPP em fase gasosa. O
funcional DFT mais amplamente utilizado para aplica¢des bioquimicas ¢ o B3LYP (115,116,117)
sendo a nossa escolha para a realizagdo dos célculos.

A estrutura em fase gasosa otimizada para o “cation 1’ ¢ mostrada na Figura 3.29 e os
dados relacionados aos principais distdncias e angulos de ligacdo envolvendo os dtomos de

cobre (além dos comprimentos C=N de imina) sao listados na Tabela 3.7.

Figura 3.29. Estrutura otimizada [nivel de teoria usado: B3LYP/6-311G*/LanL.2DZ(f)] para o cation complexo
[Cuy( -OH)(C»H;330Ng)]*" em fase gasosa. Note-se a grande semelhanca existente com o ORTEP da Figura 3.1.
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Tabela 3.7. Principais comprimentos e angulos de ligacdo calculados para o cation [Cus( -OH)(C,H3;0Ng)]*

em fase gasosa. Valores experimentais, obtidos por difracdo de raios-X, também sdo incluidos

Distancias inter- Estrutura B3LYP/
atdmicas (4) de raios-X  6-311G*/LanL2DZ(f)
Cu(1)-Cu(2) 2,896 3,117
Cu(1)-0(2) 1,920 1,924
Cu(1)-N(1) 1,928 1,949
Cu(1)-0O(1) 1,954 2,045
Cu(1)-N(23) 2,041 2,169
Cu(1)-N(26) 2,524 2,361
Cu(2)-0(2) 1,914 1,924
Cu(2)-N#4) 1,911 1,949
Cu(2)-0O(1) 1,964 2,045
Cu(2)-N(33) 2,093 2,169
Cu(2)-N(36) 2,372 2,361

N(1)-C(2) 1,256 1,283
N(4)-C(3) 1,258 1,283
Angulos ()
Cu(1)-O(1)—Cu(2) 95,3 99,3
Cu(2)-0(2)—Cu(l) 98,1 108,2
O(2)-Cu(1)-N(1) 172,2 165,2
0(2)-Cu(1)-0(1) 81,3 76,2
N(1)-Cu(1)-0O(1) 90,9 89,0
O(2)—Cu(1)-N(23) 100,6 107,3
N(1)-Cu(1)-N(23) 86,8 84,5
O(1)—Cu(1)-N(23) 160,8 150,2
O(2)—Cu(1)-N(26) 108,4 110,0
N(1)-Cu(1)-N(26) 76,3 81,7
O(1)—Cu(1)-N(26) 127,7 135,7
N(23)—Cu(1)-N(26) 70,2 72,0
N(4)-Cu(2)-0(2) 172,1 165,2
0(2)—-Cu(2)-0(1) 81,2 76,2
N(4)-Cu(2)-0(1) 91,1 89,0
O(2)—Cu(2)-N(33) 102,1 107,3
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Tabela 3.7. Principais comprimentos e angulos de ligacdo calculados para o cation [Cuy( -OH)(C, H3;0Ng)*
em fase gasosa. Valores experimentais, obtidos por difragdo de raios-X, também sdo incluidos (continuago)

Distancias inter- Estrutura B3LYP/
atdmicas (4) de raios-X  6-311G*/LanL2DZ(f)

N(4)-Cu(2)-N(33) 85,3 84,5
O(1)—Cu(2)-N(33) 151,7 150,2
O(2)—Cu(2)-N(306) 104,1 110,0
N(4)-Cu(2)-N(36) 80,5 81,7
O(1)—Cu(2)-N(36) 134,9 135,7
N(33)—Cu(2)-N(36) 72,1 72,0

Pode ser observado que, quando comparada com a obtida por cristalografia de raios-X,

a estrutura calculada parece ser muito mais simétrica. Rey e colaboradores ''®

mostraram que
h4 uma diferenca razodvel entre as distancias de ligagdo Cu—Njpicai determinadas para ambos
os centros metalicos (2,524 e 2,372 A, relativas aos atomos Cul e Cu2, respectivamente).
Tais diferengas sdo inexistentes na estrutura teorica. O parametro de Addison , indice angular
que descreve o grau de trigonalidade de centros pentacoordenados, também mostra esse
aumento na simetria da estrutura calculada (0,25 para ambos os centros de cobre) em relagdo
a de raios-X (0,19 para Cul e 0,34 para Cu2). Estas variagcdes poderiam ser esperadas, ja que
o calculo em fase gasosa ndo levou em consideracdo os dois contra-ions perclorato nem a
molécula de agua de cristaliza¢do presente no arranjo cristalino de 1. Além disso, no estado
solido, interacdes intermoleculares podem causar distor¢des estruturais como as acima
citadas. Entretanto, apesar destas pequenas discrepancias em torno da simetria da molécula, os
calculos aqui descritos indicam que a estrutura em fase gasosa pode ser utilizada como um
bom modelo para a conformagdo adotada pelo “cation 1” em solucdo, onde as moléculas nao
mais estao presas a uma rede cristalina e os cations encontram-se completamente dissociados
dos seus contra-ions.

Como foi mencionado antes, a distancia Cu" Cu" constitui um importante parametro
estrutural quando se considera a Quimica das metaloenzimas binucleares e de seus modelos
biomiméticos. Para o “cation 17, o0 método B3LYP forneceu um valor igual a 3,117 A para a

distancia intermetélica, o qual ¢ um pouco maior do que aquele obtido experimentalmente

(2,896 A). Os angulos tedricos Cul O1 Cu2 (99,3 ) e Cul 02 Cu2 (108,2 ) também sdo
algo maiores que aqueles observados na estrutura de raios-X (95,3 e 98,1 , respectivamente).

Estas variagdes podem ser explicadas pela conformacao encontrada para o “cation 1” em fase
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gasosa e estdo relacionadas com as razdes acima discutidas. De uma forma geral, as distancias
e angulos calculados, mostrados na Tabela 3.7, apresentam boa concordancia com os dados de
raios-X. Concordancia esta também observada nos comprimentos de ligagdo C=N dos grupos
imina presentes no complexo [1,256(9) e 1,258(9) A], quando comparados ao valor calculado
(1,283 A). Essas distancias sdo fundamentais na caracteriza¢iio da natureza iminica do ligante.

A estrutura otimizada para o “cation 1” em fase gasosa foi utilizada como ponto de
partida numa investigagdo envolvendo o modo de coordenagdo do substrato BDNPP a esse

cation. A Figura 3.30 mostra a estrutura otimizada para o aduto CS.

Figura 3.30. Estrutura otimizada [nivel de teoria usado: B3LYP/6-311G*/LanL2DZ(f)] para o aduto catalisador-
substrato gerado quando o diéster de fosfato BDNPP se coordena a [Cuy( -OH)(C,;H330N)]*", em fase gasosa.
A estrutura ¢ apresentada sob duas perspectivas diferentes com o intuito de facilitar a visualizagdo da mesma.

Pode ser observado que o substrato coordena-se de forma monodentada a apenas um
dos 4atomos de cobre(Il) do complexo (Cu2—Olfosfato = 2,413 A). Isto, a principio, é motivo
de surpresa uma vez que existe a possibilidade de uma coordenacdo bidentada em ponte a
ambos 0s metais, que parece nao se concretizar. A interagdo com o substrato afeta seriamente
a esfera de coordenagdo do centro Cu2: a distdncia Cu2-N36 aumenta para 2,815 A, muito
possivelmente devido ao efeito trans induzido pelo oxigénio Olfosfato do diéster BDNPP. A
distancia intermetalica ndo sofre grandes alteragdes, apresentando o valor de 3,049 A (o que
representa uma diminuico de 0,068 A em relagdo a observada no “cétion 1”). O pardmetro de
Addison para o centro Cul aumenta ligeiramente para 0,26. Com este modo de coordenagao,
a distancia entre o nucleofilo (oxigénio da ponte -hidroxo) e o atomo de fésforo do substrato
assume um valor igual a 3,706 A. Essa distancia, relativamente curta, possibilitaria um ataque

nucleofilico intramolecular, de acordo com os mecanismos ja propostos para a clivagem de
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ésteres de fosfato pelas fosfatases acidas purpuras ©’=*4**Y) Uma caracteristica extremamente
interessante da estrutura otimizada reside no valor do angulo Opgroxe—P—O2fosfato (em que
O2fosfato ¢ o atomo de oxigénio que liga o grupo abandonador ao atomo de fosforo), igual a
166,3°. Este valor ¢ muito préximo de 180°, angulo esperado para o estado de transi¢do
decorrente de um ataque nucleofilico numa reagdo de substitui¢do nucleofilica bimolecular
(Sn2). Isto significa que o nucledfilo, o atomo de fésforo e o grupo abandonador ja se
encontram “em linha” antes mesmo de dito ataque acontecer (Figura 3.30). Uma conclusdo
importante que emerge destes calculos ¢ o fato de nao ser necessaria a presenca de dois sitios
labeis, ou vagos, em posi¢des relativas cis para que um composto seja capaz de catalisar a
hidrolise de ésteres de fosfato, um dos paradigmas atuais na sintese de complexos metalicos
que possam atuar como hidrolases quimicas. Contudo, a conclusao fundamental deste trabalho
de modelagem computacional diz respeito ao mecanismo envolvido na reagao de hidrolise. A
etapa relativa ao ataque nucleofilico aqui proposta apresenta uma novidade em relagdo a dos

. . . 40 itulo 1 desta T
mecanismos descritos anteriormente (0:ver © Capitulo 1 desta Tese)

, pois um substrato terminalmente
ligado a APENAS UM dos centros metélicos ¢ atacado por um ion hidroxido (nucleéfilo)
coordenado em ponte.

Duas ligag¢des de hidrogénio estabilizam o aduto CS e contribuem para a orientagao do

substrato, a saber, N23—H O3fosfato (de tipo moderada, N O =2,912 A) e O2-H Nlnitro
(moderada, O N = 2,885 A). E possivel que estas interagdes estejam diretamente envolvidas
no direcionamento do substrato para o ataque por parte da hidroxila. Orientagdes de substratos
via ligacdes de hidrogénio constituem uma caracteristica de muitos sitios ativos enzimaticos, a
qual foi possivel reproduzir parcialmente neste trabalho por meio de um composto modelo de

relativa simplicidade estrutural.

Proposiciao de mecanismo

Os resultados cinéticos obtidos, aliados a otimizagdo estrutural do aduto CS em fase
gasosa, permitiram a formulagdo de um mecanismo para a reagdo de hidrolise do BDNPP

mediada pelo complexo 1, o qual encontra-se esquematizado na Figura 3.31.
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Figura 3.31. Mecanismo proposto para a reagdo de hidrdlise do substrato BDNPP catalisada pelo composto 1.

O ciclo catalitico tem inicio com a coordenagdo do BDNPP ao “cation 1. O modo de
interacao catalisador-substrato, proposto com suporte em céalculos de modelagem molecular,
seria do tipo monodentado e a apenas um dos centros de cobre(I). Como a ponte -hidroxo se
mantém intacta apos a entrada do substrato na esfera de coordenacao de Cu2, sugere-se que
seja esse ligante exdgeno quem inicia a segunda etapa do ciclo, atuando como nucleo6filo num
ataque intramolecular ao 4&tomo de fosforo do BDNPP. Isto ocasiona a clivagem da ligacao
fosfodiéster e a conseqiiente liberacdo do ion 2,4-dinitrofenolato. Cabe ressaltar novamente
que essa hipdtese mecanistica, isto ¢, coordenacdo monodentada do substrato e subseqiiente
ataque por um nucleéfilo que faz ponte entre os metais, ¢ completamente inédita em termos
de compostos homobinucleares de cobre(Il). Até o momento, alguns mecanismos haviam sido
propostos para a hidrélise de mono- e diésteres de fosfato por sistemas bimetalicos ©7%44)
mas a maior parte deles pode ser enquadrada dentro de duas possibilidades: 1) coordenagado
monodentada do substrato e ataque de um nucleo6filo terminalmente ligado a um dos centros
metalicos, ou ii) coordenagdo bidentada, em ponte, do substrato e ataque por parte de um
nucleofilo também ligado em ponte. Proposi¢cdes mecanisticas semelhantes a nossa s6 foram

feitas anteriormente para os sistemas binucleares de zinco(Il) presentes nos sitios ativos das
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enzimas fosfotriesterase '*120 ¢ 5°

-nucleotidase '?V. Dando continuidade ao ciclo catalitico,
segue uma etapa relacionada a transferéncia intramolecular de H' entre dois oxigénios do
monoéster 2,4-dinitrofenilfosfato, que permanece coordenado ao complexo apods o ataque.
Finalmente, esse monoéster pode ser deslocado da esfera de coordenagao dos metais por duas
moléculas de dgua. O didqua-complexo formado perde facilmente um préton para o meio em
pH 6,0 (pK, de 540 0,01 determinado por potenciometria), regenerando assim a espécie
cataliticamente ativa. E importante salientar aqui que o estado de oxidacdo dos centros de
cobre ndo sofre nenhuma alteracdo ao longo do ciclo catalitico, como seria esperado para um
processo estritamente hidrolitico.

Para o composto 2, a espécie ativa ¢ completamente diferente, ndo apresentando a
ponte -hidroxo entre os metais e sim duas hidroxilas terminalmente ligadas aos centros de
cobre. Assim, pode-se prever um mecanismo de outra natureza para a reagdo de hidrolise
promovida por esse complexo, talvez até¢ envolvendo um modo de coordenagao diferente por
parte do substrato. Por este motivo, optou-se por ndo fazer uma proposta mecanistica para o
sistema. Contudo, calculos de otimizagao estrutural do aduto formado quando 2 reage com o
diéster BDNPP, em fase gasosa, estio em andamento e poderdo vir a fornecer informagdes

importantes, levando a proposi¢do de um mecanismo melhor fundamentado para a reagao.

¢) Clivagem de DNA plasmidial

O fato de 1 e 2 serem capazes de hidrolisar a ligacao fosfodiéster presente na molécula
de BDNPP, serviu como incentivo para a realizacdo de testes visando avaliar o efeito que
esses complexos poderiam causar nos acidos nucléicos. Estes ensaios sdo importantes para o
desenvolvimento de novas nucleases sintéticas, um campo de pesquisa que tem se mostrado
extremamente promissor, com possiveis aplicagdes médicas e biotecnologicas.

Todos os sistemas vivos contém nucleases, enzimas capazes de interagir com 0s
acidos nucléicos e hidrolisar as suas liga¢des fosfodiéster.

Na Quimica dos compostos biomiméticos, a hidrolise de DNA e RNA promovida por
complexos metéalicos mono-, bi- ou multinucleares, de forma nao degradativa e com elevados
niveis de seletividade para um determinado sitio, seqiiéncia ou estrutura, vem se tornando
matéria de grande importancia em biotecnologia e medicina, pela enorme gama de possiveis
aplicagdes desses sistemas na manipulagdo de genes, proje¢do de sondas estruturais e

desenvolvimento de novos agentes terap€uticos. Além disso, a hidrolise de ésteres de fosfato
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mediada por complexos metalicos tem fornecido valiosas informag¢des na modelagem e
elucidacdo da reatividade das metalonucleases 2.

Uma grande parte desses testes de hidrolise ¢ realizada utilizando-se plasmidios como
substratos. Os plasmidios sao moléculas circulares de DNA, covalentemente ligadas, extraidas
de fontes bacterianas. Eles sdo de mil a dez vezes menores que o cromossomo bacteriano. Os
genes que eles carregam ndo sdo essenciais a sobrevivéncia da bactéria, mas podem
condicionar caracteristicas adicionais, tais como fatores de viruléncia, resisténcia a agentes
antimicrobianos e fixacdo de nitrogénio. Muitas das caracteristicas condicionadas por genes
plasmidianos contribuem para a adaptabilidade da bactéria em condigdes especiais '*¥. Sob
condi¢des normais, os plasmidios encontram-se majoritariamente na forma superenovelada
(ou forma I). Entretanto, na presenca de agentes de clivagem, estes podem assumir as formas
circular relaxada (forma II) ou linear (forma III), segundo seja clivada uma unica fita ou as
duas fitas do DNA em pontos proximos da seqiiéncia, respectivamente. Por este motivo, a
capacidade de linearizagdo do DNA constitui um indicativo de que o agente de clivagem
usado apresenta certa especificidade na sua regido de atuagao. Nos estudos descritos a seguir,
realizados em colaboracao com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Hernan Terenzi (Laboratério
de Expressdo Génica — Departamento de Bioquimica — UFSC) pelo doutorando Claus Troger
Pich, foi utilizado o DNA plasmidial pBSKII.

Inicialmente, foi efetuado um estudo com o intuito de determinar a atividade dos
compostos em fun¢do do pH. Para isto, os complexos foram incubados nas concentragdes de
0,5, 10, 20 ¢ 40 umol L em presenca de DNA plasmidial superenovelado (600 ng) nos pHs
6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0 por um periodo de 16 horas a 50 °C. Todas as incuba¢des foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose e fotografadas, sendo observada a transformacgao
da forma superenovelada em circular relaxada e linear, cujas propor¢des foram calculadas
com o auxilio do programa LabWorks® para analise de intensidade e tamanho de bandas.

Ambos os compostos descritos neste capitulo demonstraram atividade nucleésica
diretamente correlacionada a concentragdo em todos os pHs testados, sendo o complexo 2

mais ativo do que 1 (Figura 3.32). Assim, eles podem ser considerados nucleases quimicas.
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Figura 3.32. Clivagem do DNA plasmidial pBSKII promovida pelos complexos 1 (esquerda) e 2 (direita), apds
16 horas de incubagdo em diferentes valores de pH. FI: forma superenovelada; FII: forma circular relaxada; FIII:
forma linear. Resultados expressos como porcentagem da forma plasmidial. Condi¢Ses experimentais: [1 € 2]
variando de ZERO (controle) a 4,0 x 10° mol L'; temperatura: 50 °C.
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Tanto para o complexo 1 quanto para 2, a atividade nucleésica ¢ mais pronunciada em
pH 7.,5. Nestas condigdes, e na auséncia do agente de clivagem, aproximadamente 85% dos
plasmidios encontram-se na forma superenovelada e apenas 15%, na forma circular relaxada.
A incubagdo com o composto 1, na concentragio de 40 mol L, hidrolisa completamente a
forma I nas formas II (90%) e III (10%). No caso do complexo 2, uma concentragdo de apenas

20 mol L™ ja é capaz de transformar a forma plasmidial I nas formas II (85%) e III (15%).

Para este ultimo composto, utilizando-se uma concentragao de 40 mol L'l, obteve-se 25% da
forma linear. Como mencionado acima, a capacidade de linearizagdo do DNA apresentada,
inclusive a baixas concentragdes, pelos sistemas 1 e 2 sugere uma especificidade sitio-dirigida
na clivagem. Em pH 8,0, observa-se uma subita e acentuada diminui¢dao da atividade para
ambos 0os compostos, a qual possivelmente esta relacionada a inativacdo dos mesmos.

A determinagdo dos parametros cinéticos, através da equacao de Michaelis-Menten,
foi realizada a pH 7,5. Para isto, cinéticas de clivagem foram medidas nas concentragdes de
complexo 0, 5, 10, 15, 20 ¢ 25 umol L'l, coletando-se aliquotas do meio reacional a cada 15
minutos no intervalo de 0 a 90 minutos. O composto 1 mostrou Ky, igual a 136 x 10° mol L™,
uma eficiéncia catalitica de 7.232,17 L mol! h™! e um valor para o ke, de 2,73 x 10% s, Isto
representa uma aceleragdo total de 2,73 x 107 vezes em relacdo a velocidade de degradacao
espontanea (ndo-catalisada) do DNA dupla-fita, para o qual estima-se & da ordem de 107" s,
O complexo 2, por sua vez, apresentou Ky de 15,4 x 10° mol L, eficiéncia catalitica igual a
72.752,8 L mol! h'! e um keat de 3,11 x 10 s'l, implicando assim um aumento de 3,11 x 107
vezes sobre a velocidade da reag¢do ndo-catalisada. Como pardmetro de comparagdo, a enzima
Mg-EcoRV exibe, na hidrélise de oligodesoxinucleotideos, valores para as constantes Ky e

kear 1guais a 5,5 x 10" mol L' e 0,75 s'l, respectivamente 1249,

d) Efeito citotoxico e acumulacio dos compostos em células tumorais

Entre os complexos de metais de transicdo com atividade antitumoral, os compostos
de platina(Il) sdo os mais ativos. Entretanto, o aparecimento de linhagens celulares resistentes
a essa classe de drogas e os efeitos colaterais toxicos associados as mesmas tém estimulado a

125
procura por novos compostos ( ).

Efeito citotoxico em células de leucemia mieldide cronica K562

Estes ensaios foram realizados pela aluna de doutorado Flavia Cristina Silva de Paula,

do grupo de pesquisa da Profa. Dra. Elene Cristina Pereira-Maia (Departamento de Quimica —
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UFMG). A linhagem celular utilizada, K562, foi adquirida no Banco de C¢lulas do Rio de
Janeiro (nimero CR083 da colecdo BCRJ). As células foram cultivadas em meio RPMI 1640
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) suplementado com soro fetal bovino 10%
(CULTLAB, Sao Paulo, SP, Brasil) a 37 °C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,.
A cultura ¢ iniciada a uma concentracio de 1 x 10° células mL™; as células se multiplicam
exponencialmente e, apos trés dias, atingem uma concentragio de aproximadamente 8 x 10’
células mL™". A viabilidade celular foi determinada por exclusdo com azul de Tripan.

A sensibilidade aos compostos foi avaliada pela concentracdo necessaria para inibir o
crescimento celular em 50%, parametro este conhecido como Clsy. Para isto, 10° células mL™"
foram incubadas durante 72 horas na auséncia e na presenca de diferentes concentragdes dos
complexos 1 ou 2 (Figura 3.33). Apds este periodo, as c€lulas foram contadas e o valor da
Clso, calculado. Prepararam-se solugdes-estoque de ambos compostos em acetonitrila. Testes
controle foram realizados incubando-se as células apenas com o solvente e foi verificado que
ele ndo afeta o crescimento nem a viabilidade celular nas condigdes destes estudos.

As concentragdes dos complexos 1 e 2 necessarias para provocar uma inibi¢ao de 50%

no crescimento das células K562 sdo mostradas na Tabela 3.8.

Tabela 3.8. Valores de Cls, frente a linhagem celular K562 determinados para 1 e 2, usando-se mistura solvente
agua / acetonitrila (37 °C). Os valores representam a média de trés experiéncias independentes

Complexo Clso
metélico ( mol L
1 44,70
2 95,20
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Figura 3.33. Inibicdo do crescimento celular em células de leucemia mieloide cronica da linhagem K562 em

fungo da concentragdo dos complexos 1 (grafico superior) e 2 (grafico inferior), ap6s incubagdo por 72 horas.
Resultados expressos como porcentagem de inibigao.

Pode ser observado que a atividade exibida pelo composto 2 ¢ praticamente a metade

daquela apresentada por 1, a despeito de o complexo 2 ter se mostrado mais ativo nos testes

oxidativos e de clivagem do DNA.

Incorporac¢ao dos compostos nas células K562

Para atingir o seu alvo, uma droga precisa, inicialmente, passar pela membrana celular

e esta etapa ¢ crucial para a atividade farmacoldgica. A maior parte dos casos de resisténcia
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celular aos antitumorais parece estar relacionada com uma diminui¢ao do teor intracelular de
droga. A acumulagdo celular dos complexos foi aqui determinada através de espectroscopia
de absor¢ao atdomica (AAS) em forno de grafite. Resumidamente, as células foram incubadas
em presenca e auséncia de diferentes concentracdes do composto por 3 dias e a concentragao
intracelular de cobre foi medida usando-se um espectrometro Varian®, modelo Zeeman 220,
equipado com forno de grafite, atomizador e amostrador automatico com a colaboracdo da
Profa. Josianne N. Silveira (Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas — Faculdade
de Farmacia — UFMG).

A concentragio de cobre na auséncia dos complexos estudados foi igual a 1,30 x 107
mol célula™, o que supostamente corresponde a concentragio fisiologica do metal nas células
da linhagem K562. Considerando-se um volume celular médio igual a 1,0 x 10"* L (126) 4
concentragdo intracelular de cobre seria de 1,30 x 10™ mol L. O teor intracelular de cobre
determinado sem a adicdo do complexo foi subtraido dos valores encontrados nas amostras
que foram incubadas na presen¢a dos compostos.

Foi obtida uma boa correlacdo entre o efeito citotoxico exibido pelos complexos e a
concentracao intracelular de cobre, como mostra a Figura 3.34. A incubagao das células K562
com doses equivalentes as Clsy leva a uma incorporag¢ao de cobre de 4,00 x 10* mol célula™
para o composto 1 e 5,52 x 10™* mol célula™ para o composto 2. Considerando-se o fato de os
complexos serem binucleares, e aceitando-se a hipdtese de que eles ndo sofram dissociacao no
ambiente intracelular, pode-se calcular uma quantidade acumulada de 1 igual a 2,00 x 107"
mol célula™ e de 2 igual a 2,76 x 10™* mol célula™’. E interessante notar que as concentragdes
intracelulares de cobre atingidas apo6s incubacdo das células com concentragdes equitoxicas
dos compostos nao sdao muito diferentes. Isto representa uma concentragao molar intracelular
de 1 igual 2 2,00 x 102 mol L' e de 2 igual a 2,76 x 10” mol L. Esses valores correspondem
a ~450 vezes a concentragdo extracelular do complexo 1 e 290 vezes a do complexo 2! Os
gradientes observados sugerem que os compostos devem estar sendo levados para o interior
das células através de alguma proteina transportadora. O principal transportador de cobre para

o meio intracelular é a proteina Ctrl 7.
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Figura 3.34. Inibicdo do crescimento celular em células de leucemia mieldide cronica da linhagem K562 em
funcdo da concentragdo intracelular de cobre, ap6s incubagdo pelo periodo de 72 horas na presenca de diferentes
concentragdes de 1 (grafico superior) e 2 (grafico inferior). Resultados expressos como porcentagem de inibicao.

e) Efeito sobre a viabilidade celular em macroéfagos peritoneais inflamatorios

Como os macrofagos desempenham um papel importante na imunidade antitumoral, o

efeito do composto 1 (aquele que mostrou maior atividade nas células da linhagem K562) em

macroéfagos peritoneais inflamatorios foi estudado. Estes ensaios foram feitos em colaboragao

com as professoras Elene Cristina Pereira-Maia e Leda Quércia Vieira (do Departamento de

Bioquimica — UFMG). Obtiveram-se os macréfagos inflamatorios da cavidade peritoneal de

camundongos da linhagem C57BL/6 (CEBIO — UFMQG), 5 dias apds a inje¢do de 2 mL de
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tioglicolato 2%. Para a avaliagdo da viabilidade celular, ~2 x 10° células foram incubadas na
auséncia (controle) e na presenga de diferentes concentragdes do complexo 1 por 72 horas. O
parametro de interesse foi entdo avaliado pelo ensaio de reducao, utilizando-se como corante
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT).

A Figura 3.35 mostra que, aumentando-se a concentragdo do complexo até o valor de
32,0 mol L! (isto ¢, um pouco abaixo da Clsy), a viabilidade celular ndo ¢ afetada, ou seja,

nas concentragdes em que o composto inibe o crescimento das células tumorais ele ndo resulta

toxico para os macréfagos.

Viabilidade (%)

[1] (x10° mol L")

Figura 3.35. Viabilidade celular de 1 em macrofagos peritoneais inflamatérios, apds incubagdo por 72 horas.
Resultados expressos como porcentagem de células vivas. [1] variando de ZERO (controle) a 6,4 x 10” mol L™.
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SINTESES

Os ligantes binucleantes hexadentados derivados de 2-aminofenol foram sintetizados
seguindo-se um protocolo experimental relativamente simples e direto, o qual envolveu o
acoplamento de um brago fenolico via formacao de imina (pela reagdo de condensacao entre a
carbonila de aldeido do precursor bpmamff e a fun¢do amina aromatica presente na molécula
de 2-aminofenol). No caso de H,L4, a formagdo da base de Schiff foi seguida de reducdo, a
baixas temperaturas, com NaBH4. Em contrapartida ao descrito no capitulo anterior para os
ligantes diazepinicos, tanto H,L.3 quanto H,L4 foram isolados em sua forma cristalina e com
bons rendimentos. A partir desses ligantes, foi obtido um unico composto binuclear de cobre,
[Cuy( -OH)(L3)]ClOq. Isto significa que, independentemente da utilizagao de H,L3 ou H,L4
na sintese do complexo de coordenagdo, o produto resultante apresenta exclusivamente L3
como ligante. Assim, durante o processo de complexagdo, o ligante L4 deve ser oxidado a L3,
possivelmente numa reacao redox intramolecular envolvendo ambos os centros de cobre(II).

H,L3 e H,L4 sao ligantes nao-simétricos especialmente desenvolvidos para mimetizar
os grupos doadores presentes no sitio ativo da metaloenzima calcineurina 4% 0 lado macio
desses compostos ¢ constituido por duas unidades de 2-metilpiridina, uma amina terciaria e o
grupo fenol central que, uma vez desprotonado, atuard como ponte entre os metais. Ja o lado
duro apresenta um grupo 2-(hidroxifenil)iminometil (H,L3) ou 2-(hidroxifenil)aminometil
(H,L4); além, ¢ claro, do fenol central (que ¢ considerado constituinte de ambos os lados).
Uma caracteristica importante desses compostos ¢ a ligagdo direta entre o anel fendlico
terminal e o atomo de nitrogénio N1, o que permite a formagdo de um quelato mais rigido, de
cinco membros, durante o processo de complexacdo. A constricdo induzida ao se passar de
um anel de seis membros para um de cinco membros pode dar origem a modificagdes nas
propriedades espectroscopicas e eletroquimicas dos compostos de coordenagdo sintetizados.
Foi encontrado, na literatura, um tnico exemplo prévio de ligante binucleante apresentando
essa caracteristica estrutural '?*).

Apesar de a calcineurina possuir um cluster metalico binuclear do tipo Fe"'Zn" em seu
sitio ativo, optou-se aqui pela sintese do complexo Cu"'Cu", o que permite tragar um paralelo
com os compostos que foram tratados no capitulo anterior deste trabalho. Nesse contexto, o
intuito final foi o de verificar a influéncia que uma posi¢do de coordenacdo vaga poderia
causar no modo de coordenacdo dos ligantes binucleantes e na reatividade dos complexos

gerados a partir dos mesmos.
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CARACTERIZACAO DOS LIGANTES

Os ligantes H,L.3 e H,L4 foram caracterizados por analise elementar, espectroscopias
vibracional e eletronica ¢ RMN de 'H e >C. Ambos os compostos tiveram a sua estrutura
determinada por difragdo de raios-X em monocristal. Os dados decorrentes dessas analises
serdo discutidos a seguir, com exce¢dao do CHN, técnica que ja foi abordada no capitulo que

trata da parte experimental.

a) Estruturas cristalinas

A Tabela 4.1 apresenta alguns dados cristalograficos referentes aos processos de coleta
e refinamento das estruturas para H,L.3 e H,L4. Na Tabela 4.2, por sua vez, ¢ listada uma
selecdo de pardmetros geométricos (angulos e comprimentos de ligagdo) relevantes. As

Figuras 4.1 e 4.2 mostram, respectivamente, as estruturas dos ligantes H,L.3 e H,L4.

Tabela 4.1. Selecdo de dados cristalograficos para os ligantes H,L.3 e HyL4

Ligante H,L3 HL4
Foérmula empirica Cy7H60,N4 Cy7H50,N4
Massa formula 438,52 g/mol 440,53 g/mol
Temperatura de coleta 2932)K 2932) K
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2/n P2/c

a=15,081(2) A

a=12,651(1) A

b=17,687(1) A b=21,071(5) A

Celaunitaria
c=21,765(2) A c=9,262(1) A
=104,738(7) ° =106,09(1) °
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Tabela 4.1. Selec¢do de dados cristalograficos para os ligantes H,1.3 ¢ H,L.4 (continuagéo)

Ligante HL3 HoL4
Volume da cela 2440,2(5) A’ 2372,2(7) A’
Z 4 4
Densidade (calculada) 1,194 g/em’ 1,233 g/em’
Tamanho do cristal utilizado 0,50 x 0,26 x 0,13 mm’ 0,46 x 0,30 x 0,23 mm’
Reflexdes coletadas 4431 4338
Unicas 4310 [R(int) = 0,0234] 4142 [R(int) = 0,0390]
Parametros refinados 327 305
“Goodness-of-fit on F* 1,007 1,022

indices R finais[I>2  (I)]

Indices R (todos os dados)

R1=0,0513; wR2=0,1184

R1=0,1727, wR2 = 0,1499

R1=0,0571; wR2 = 0,1344

R1=0,1557, wR2 =0,1650

Tabela 4.2. Parametros geométricos selecionados para os ligantes H,L.3 e HyL 4

Comprimentos (A) e Angulos de liga¢io (°) HL3 Hyl4
01-C12 1,349(4) 1,374(3)
020-C22 1,352(3) 1,362(3)
N1-C21 1,417(4) 1,408(4)
N1-C2 1,290(4) 1,474(4)
N4-C40 1,462(4) 1,465(4)
N4-C30 1,4713) 1,466(4)
N4-C3 1,472(3) 1,475(4)
C2-Cl1 1,454(4) 1,511(4)

C21-N1-C2 122,6(3) 119,03)
C40-N4-C30 110,3(2) 111,0(2)
C40-N4—C3 111,7(2) 109,6(2)
C30-N4-C3 110,0(2) 110,2(2)
NI1-C2-Cl1 120,5(3) 116,1(2)
N4-C3-C13 112,6(2) 112,7(2)
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Em ambos os ligantes, as distancias e angulos de ligagcdo para os anéis aromaticos e
heteroaromaticos ndo apresentam grandes discrepancias quando comparados aos encontrados
em compostos similares descritos na literatura '**'* Um importante ponto de desigualdade
entre os parametros estruturais determinados para H,L3 e H,L4 encontra-se no comprimento
da ligacdo N1-C2, que ¢ 0,184 A maior no caso deste tltimo ligante, refletindo a diferenca
existente nas suas ordens de liga¢do (a OL diminui de 2 para 1 na passagem da base de Schiff
presente em H,L.3 para a amina secundaria em H,L.4). A diferente hibridagdo apresentada pelo
carbono C2 em H,L3 (sp®) e HoL4 (sp’) afeta também o comprimento da ligagio C2—C11, o
qual se vé aumentado de 0,057 A, cerca de 4%, no ligante de natureza aminica. Em H,L3, os
angulos C21-N1-C2 e N1-C2—-C11 sao, respectivamente, iguais a 122,6(3) e 120,5(3)°, em
concordancia com o valor “ideal” de 120°. J4 para o composto H,L4, esses mesmos angulos
apresentam valores de 119,0(3) e 116,1(2)°, respectivamente, bem diferentes do esperado para

centros tetraédricos “classicos” (109,5°).

C4;§ C45
C46 C5
C43 >

o C26
C25
020 5 c22 @%4
C23

Figura 4.1. ORTEP para o ligante binucleante iminico H,L3, de formula molecular Cy;H,s0,Nj.
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Figura 4.2. ORTEP para o ligante binucleante aminico H,L4, de formula molecular Cy;H,30,Ny.

Em termos geométricos, H,L.3 e H;L4 apresentam conformagdes moleculares muito
distintas. Uma caracteristica bastante interessante no arranjo tridimensional de H,L4 ¢ que
este ligante mostra uma pré-organizacao espacial auto-induzida para a coordenagdo, ou seja,
com excecao de N32, todos os dtomos doadores da molécula apontam em direcdo ao oxigénio
central de fenol, O1. As respectivas distancias O20---O1 e N42---O1 sdo iguais a 3,622(3) e
3,310(4) A, valores estes muito similares aos obtidos por Neves et al. (*” para um complexo
Fe'"Zn" -hidroxo do ligante binucleante ndo-simétrico Hobpbpmp [3,950(8) e 3,354(8) A,
respectivamente]. Esta tendéncia ndo se verifica na base de Schiff H,L3, em que os atomos de
nitrogénio do lado macio parecem distribuir-se aleatoriamente no espago. Neste ligante, ha
uma disposicao relativa frans dos grupos em torno da dupla ligacdo de imina C=N.

As conformac¢des moleculares das unidades assimétricas nas celas unitarias de H,LL3 e
H,L4, descritas no paragrafo anterior, sdo influenciadas por ligagdes de hidrogénio intra- e
intermoleculares envolvendo ambos grupamentos fenol. O padrdo de ligacdes de H ¢ bastante
diferente de um ligante para outro, com H,L4 apresentando uma rede muito mais complexa de

interacoes (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Geometria das ligacdes de hidrogénio nos ligantes H,L3 e H,L4 (A, ©)

D-H-A D-H H-A DA D-H-A
s  OIHIO-NI 0,89 1,76 2,547(3) 145,7
020-H200--N42' 0,88 1,86 2,736(3) 174,4
NI-HIN-Ol 0,86(1) 2,32(2) 2,896(3) 124(2)
NI1-HIN--020 0,86(1) 2,22(3) 2,662(3) 113(2)
H,L4  OI-HIO-N4 0,82 2,04 2,758(3) 145
O1-H10-N42 0,82 2,68 3,309(4) 134
020-H200--N1! 0,82 2,03 2,813(3) 160

Codigos de simetria: H)L3 — (i) —x+ 1,—p,—z+1; Hl4 - (@) x,—p+ %, z-%.

Em H,L3, o 4tomo O1 atua como doador de hidrogénio na interacio O1-H10---N1, a
unica do tipo intramolecular apresentada por este ligante (Figuras 4.1 e 4.3). No cristal, as
moléculas de H,L3 interagem aos pares através de uma ligacdo de hidrogénio moderada,
020-H200:--N42', na qual o oxigénio de fenol terminal O20 de uma das moléculas doa
hidrogénio para o nitrogénio piridinico N42 da outra (Figura 4.3). A conformacdo do ligante
H,L4, por sua vez, ¢ mantida por um par de ligagdes de H bifurcadas do tipo intramolecular
(Figura 4.2). Numa delas, o nitrogénio de amina secundaria N1 ¢ o doador de hidrogénio nas
interacdes N1-HIN--O1 e NI-HIN--020, em que os oxigénios de fenol Ol e O20 atuam
como receptores. O atomo Ol estd também envolvido, na condicdo de doador de H, na
ligagdo de hidrogénio bifurcada composta pelas interacdes O1-H10O--N4 (moderada) e O1—
H10--N42 (fraca). E interessante notar que a componente mais curta desta ligagdo de H (isto
¢, O1-H10--N4) pode ser associada ao menor valor apresentado pelo angulo N4-C3—-C13
[112,7(2)°] quando comparado a N1-C2—-C11 [116,1(2)°]. Ligagdes de H intermoleculares
O20—H200---N1i, de tipo moderado, conectam as moléculas de H,L4 formando cadeias em

“zigue-zague”, as quais correm paralelas ao eixo cristalografico ¢ (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Rede de ligagdes de hidrogénio intermoleculares presentes no cristal de H,L4. Apenas os atomos de
H que participam das interagdes sdo mostrados, para efeito de simplificagao.
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b) Espectroscopia vibracional

O espectro de infravermelho do ligante H,LL3 pode ser visto na Figura 4.5. Em virtude
da similaridade estrutural entre H,LL.3 e H,L4, seus IVs sdo muito parecidos e, por essa razao,

a figura correspondente ao espectro deste Gltimo ndo serd apresentada.

100—

80—

Transmittance

60—

40—

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumbers

Figura 4.5. Espectro vibracional do ligante H,L3 (amostragem: pastilha de KBr).

A seguir, uma listagem completa de todas as absorg¢des:
Ligante H,L.3: 3447 (1), 3426 (f), 3056 (m), 3008 (m), 2940 (0), 2916 (m), 2852 (m), 2828
(m), 2799 (o), 2716 (m), 2684 (m), 2562 (m), 2495 (o), 1615 (o), 1595 (o), 1584 (F), 1580
(0), 1462 (F), 1440 (o), 1394 (m), 1362 (m), 1311 (o), 1288 (m), 1280 (m), 1275 (o), 1248
(m), 1225 (m), 1186 (0), 1154 (m), 1114 (m), 1104 (m), 1040 (f), 1006 (f), 982 (0), 976 (m),
915 (f), 870 (m), 820 (f), 780 (0), 770 (m), 754 (F), 642 (f), 634 (0), 612 (f), 607 (0), 585 (f),
573 (f), 529 (0), 520 (f), 508 (f), 464 (£), 446 (f), 440 (f) e 402 (0) cm’".
Ligante H,L4: 3415 (m), 3342 (m), 3054 (F), 3012 (F), 2918 (F), 2824 (F), 2797 (0), 2716
(F), 2588 (0), 1592 (F), 1570 (m), 1508 (m), 1480 (F), 1443 (F), 1365 (m), 1347 (m), 1301
(m), 1276 (m), 1246 (F), 1229 (0), 1186 (m), 1156 (m), 1110 (m), 1046 (m), 1026 (f), 997
(m), 976 (m), 952 (f), 909 (f), 880 (m), 853 (m), 824 (m), 760 (F), 738 (F), 725 (0), 635 (m),
612 (m), 581 (f), 569 (f), 542 (f), 502 (f), 487 (f), 461 () e 448 (f) cm™.

Entre 3550 e 3200 cm™, ¢ observado um par de absor¢des com intensidades variando
de média a baixa para cada composto, a saber, 3447 e 3426 cm™ (ligante H,L3) ¢ 3415 e 3342

-1 A - - . .. . . L.
cm~ (H,L4). Essas freqiiéncias estdo associadas as vibragdes de estiramento O—H dos fenois.

117



Capitulo 4 — Ligantes Binucleantes contendo 2-Aminofenol — Estrutura e Reatividade de [Cu,( -OH)(L3)]ClO,

Na faixa de 1600 a 1400 cm™ ha uma série de cinco bandas, algumas delas em sobreposicio,
relacionadas aos estiramentos C=C e C=N proprios dos anéis aromaticos ¢ heteroaromaticos
(piridinicos) da molécula. No caso de H,L3, as freqiiéncias sao 1595, 1584, 1580, 1462 ¢
1440 cm™. Para H,LA4, essas absor¢des aparecem em 1592, 1570, 1508, 1480 e 1443 em’

Os compostos fendlicos absorvem normalmente entre 1390-1330 cm™ e entre 1260-
1180 cm™. Estas bandas resultam aparentemente da interagio entre a deformagio angular de
O—H e o estiramento de C—O. A banda de maior comprimento de onda ¢ mais forte (13D Egses
modos vibracionais foram observados em 1362 e 1248 cm™ para H,L3 e em 1365 e 1246 cm™!
para H,L4. Finalmente, ¢ importante destacar uma diferenga fundamental entre os espectros
de H,L3 e H,L4, que diz respeito a absor¢do observada em 1615 cm’! para o ligante H,L3,
banda esta ndo apresentada por H,L4. Esta freqiiéncia encontra-se associada a vibragao de
estiramento (C=N) da imina. Normalmente, as absor¢des de iminas localizam-se acima de
1650 cm™'; entretanto, em H,L3, a dupla ligacdo C=N est4 conjugada com ambos os anéis de

fenol, o que desloca a banda para regides de menores freqiliéncias.

¢) Espectroscopia eletronica em solugao

A Figura 4.6 apresenta o espectro eletronico do ligante H,L3 em solucao metandlica,
solvente este escolhido por ser o mesmo usado na sintese do complexo [Cuy( -OH)(L3)]ClOs.
O espectro ¢ constituido de dois conjuntos de absor¢des bem definidos. Em primeiro lugar, na
regido UV localizada abaixo de 300 nm, ha uma banda em 237 nm (17300 L mol” cm™), a
qual esta parcialmente superposta a uma outra de intensidade um pouco menor, centrada em
262 nm (16900 L mol™ cm™). Essas bandas podem ser relacionadas a transi¢des eletronicas
originarias dos anéis aromaticos e heteroaromaticos, principalmente do tipo *. Na faixa
UV préximo-vis, um outro par de absor¢des menos intensas que as anteriores, localizadas em
358 (12900 L mol™ e¢m™) e 466 nm (1050 L mol” cm™), estdo provavelmente associadas a

excitagoes eletronicas da dupla ligagdo C=N de imina.
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Figura 4.6. Espectro eletronico do ligante H,L.3 em solugdo metandlica (concentragdo: 9,8 x 10° mol L.

Por outro lado, o espectro eletronico de H,L4, o qual ndo ¢ aqui mostrado, apresenta
apenas o primeiro conjunto de bandas (abaixo de 300 nm). Contudo, o espectro deste ligante
ndo pdde ser avaliado em termos quantitativos pela ocorréncia de uma reacdo de oxidagdo na
molécula, possivelmente envolvendo a fun¢do amina secundaria do brago pendente derivado
do grupo 2-aminofenol. Essa oxidagdo acontece quando uma solugdo da amostra ¢ exposta a

atmosfera e pode ser acompanhada pelo aparecimento progressivo de uma banda em 379 nm.

d) Ressonancia magnética nuclear de 'H e *C

Os ligantes H,L.3 e H,L4 foram também caracterizados pela técnica de RMN de He
13 C, utilizando-se CDCI;s como solvente ¢ TMS como padrdo interno de calibragdao. A
atribuicdo total dos espectros 1D foi realizada com o auxilio de experimentos bidimensionais.
Para o asinalamento dos hidrogénios, foram usados mapas de contornos COSY (Homonuclear
Correlation Spectroscopy), que correlacionam hidrogénios geminais (ZJHH) e vicinais (3JHH)
acoplados entre si. A atribui¢do dos carbonos, por sua vez, foi efetuada via experimentos 2D
com deteccdo inversa, a saber, HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), mediante
o qual ¢ possivel se realizar correlacdes entre hidrogénios e os heteronucleos, C, diretamente
ligados a eles (1JCH) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence), que detecta, com
grande sensibilidade, acoplamentos carbono-hidrogénio de longa distancia (ZJCH e 3JCH).

As Tabelas 4.4 ¢ 4.5 sumarizam os resultados obtidos e as atribui¢cdes decorrentes para
H,L3 e H,LA4, respectivamente. Uma selecao de espectros uni- ¢ bidimensionais referentes a

H,L4, o composto com maior numero de hidrogénios, ¢ mostrada nas Figuras 4.7 a 4.11.
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Tabela 4.4. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de "*C (100 MHz) para H,L3, em CDCl; & temperatura ambiente

C/H

"H x *c-HMBC

C H

2 156,66 9,10 (s, 1H) H-16 (*Jch)

3 55,51 3,81 (s, 2H) H-14, H-30, H-40 (*Jch)

5 20,38 2,29 (s, 3H) H-14 (3Jch)

11 121,36 — H-2 (“Jch)

12 H-30, H-36, H-40, H-46 (%Jch);

oaq 15828 - H-3(C12),

H-33, H-35, H-43, H-45 (*Jch)

13 124,59 - H-3 (3Jch)

14 135,24 7,11 (s, 1H) H-3, H-5, H-16 (*Jch)

15 127,67 - H-5 (3Jch)

16; 128.21 7,59 (s, 1H) H-25 (2Jch);

24 = 7,16 (dd, 1H, */uy=7,9e 6,8) H-2 e H-14 (C16), H-26 (3Jch)

21 135,83 - H-2, H-23, H-25 (*Jch)

22 151,56 - H-23 (3Jcn); H-24, H-26 (CJch)

23 115,23 7,05 (d, 1H, 34y =7,9) H-25 (3Jch)

25 120,10 6,91 (dd, 1H, *Juy=7,7 € 6,8) H-23 (CJch)

26 116,83 7,32 (d, 1H, *Juy=7,7) H-25 (3Jcn); H-24 (CJch)

H-3, H-30, H-36,
30e40 59,14 3,92 (s, 4H) H-40, H-46 (23 o)

3. H-34, H-44 (%Jch);
33e43 148,70 8,59 (d, 2H, *Jun = 4,5) H-35, H-45 (:JCH)
34e44 122,39 7,20 (dd, 2H, *Jyu=6,3 e 4,5) HH%% HHfé (({ICC':'))’
35e45 137,00 7,65 (dd,2H,/uy=7,7 €6,3) H-33, H-43 (:JCH)
36e46 123,13 7,40 (d, 2H, 3Jun=7,7) H-35, H-45 (' Jon);

H-30, H-34, H-40, H-44 (*Jcn)

As multiplicidades dos sinais referentes aos hidrogénios, respectivas integragdes e constantes de acoplamento (J,
em Hz) estdo entre parénteses.
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Tabela 4.5. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e de "*C (100 MHz) para H,L4, em CDCl; & temperatura ambiente

C/H c H 'H x *C-HMBC
2 45,77 4,33 (s, 2H) H-16 (*Jch)
3 57,32 3,75 (s, 2H) H-14, H-30, H-40 (*Jch)
5 20,69 2,18 (s, 3H) H-14, H-16 (*Jch)
11 126,34 - H-2 (3Jch)
12 153,41 - H-2, H-3, H-14, H-16 (32JCH)
13; __— H-3 (C13), H-33, H-43 (2Jch);
34044 12261 7,13(dd, 2H,°Jun=7,6 € 4,8) H-36, H-46 (Jr)
14 130,08 6,76 — 6,78 (m, 1H)* H-3, H-5, H-16 (*Jch)
15 127,92 - H-5 (2Jch)
16 129,65 6,99 (s, 1H) H-2, H-5, H-14 (3Jch)
21 137,29 - H-2 (3Jch)
22 146,48 - H-26 (3Jch)
23 114,86 6,76 — 6,78 (m, 1H)* H-24 (%Jch)
24 120,92 6,76 — 6,78 (m, 1H)* H-23 (%Jch)
25 119,24 6,64 (dd, 1H, */yjy=7,7e7,2) H-26 (2Jch)
26 115,17 6,84 (d, 1H, *Juu=7,7) H-25 (%Jch)
H-3, H-30, H-36,
30e40 59,29 3,85 (s, 4H) H-40, H-46 (Jon) 2
H-30, H-36, H-40, H-46 (*Jch);
31e4l 158,32 - H-33, H-35, H-43, H-45 (Jon)
3. H-34, H-44 (2Jch);
33e43 148,98 8,55 (d, 2H, *Jun = 4,8) H-35, H-45 (Jcn)
35e45 137,66 7,61(dd,2H,*/yu=7,8e7,6) H-33, H-43 (3Jch)

36e46 123,70 7,33 (d, 2H, /iy = 7.,8) H-30, H-34, H-40, H-44 (*Joy)
As multiplicidades dos sinais referentes aos hidrogénios, respectivas integragdes e constantes de acoplamento (J,
em Hz) estdo entre parénteses. * Sinais sobrepostos num multipleto de integragao total 3.
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Figura 4.7. Espectro de RMN de 'H para o ligante H,L.4 em solugdo de CDCI; a temperatura ambiente.
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Figura 4.8. Mapa de contornos COSY para o ligante H,L.4 em solugdo de CDClI; a temperatura ambiente.
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Figura 4.9. Espectro de RMN de BC para o ligante H,L.4 em solugdo de CDClI; a temperatura ambiente.
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Figura 4.10. Mapa de contornos HSQC para o ligante H,L.4 em solucdo de CDCl; a temperatura ambiente.
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Figura 4.11. Mapa de contornos HMBC para o ligante H,L.4 em solugdo de CDCl; a temperatura ambiente.

Os sinais referentes aos hidrogénios fenolicos e aminico, este tltimo no caso de H,L4,
aparecem muito alargados em ambas substancias, o que ndo permitiu a analise dos mesmos.
Para o ligante H,L3, o espectro de *C mostra apenas 19 sinais para 27 atomos de carbono,
sendo seis os casos de equivaléncia magnética na molécula. J& o sinal de C12 sobrepde-se de
forma acidental ao de C31 e C41 e o sinal referente a C16 faz o mesmo com o de C24. Por
outro lado, sd3o observados 20 sinais para 27 atomos de carbono no espectro de H,L4. Além
dos seis casos de equivaléncia magnética, ha a superposi¢ao acidental do sinal de C13 ao de
C34 e C44 (Figura 4.9).

A principal diferenca entre os espectros de HoL3 e HyL4 estd relacionada aos sinais
dos atomos C2 e H-2. Na molécula de amina, eles mostram deslocamentos quimicos iguais a
45,77 e 4,33 ppm, respectivamente. Ja na imina, a presenca da dupla ligacdo C=N causa um
acentuado efeito de desprotecao, sendo C2 observado em 156,66 ppm e H-2, por sua parte, a
9,10 ppm. Este fendmeno acaba afetando, em menor grau, todos os hidrogénios aromaticos de

H,L3, com excecdo daqueles pertencentes aos bragos piridinicos. No anel fendlico central, por
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exemplo, H-16 (posi¢ao orto em relagdo ao grupo imina) sofre uma desprotecdo de 0,60 ppm
e H-14 (posicao para), uma desprotecao igual a 0,34 ppm. Ja no braco pendente derivado de
2-aminofenol, as posi¢cdes mais afetadas foram a orto (H-26, desprotecao de 0,48 ppm) e para
(H-24, desprotegao de 0,39 ppm). Os hidrogénios meta H-23 e H-25 mostraram desprotecdes
de 0,28 e 0,27 ppm, respectivamente. Entre os carbonos, além do ja discutido C2, ¢ também
bastante afetado C24 (cujo deslocamento quimico aumenta de 120,92 ppm, em H,L4, para
128,21 ppm, no espectro de H,L3). E interessante notar que, a diferenca do que acontece com
os atomos de hidrogénio, alguns atomos de carbono mostram um efeito inverso, de protegao,
como ¢ o caso de C11 (126,34 ppm na amina versus 121,36 ppm na imina) e C3 (57,32 ppm

na amina versus 55,51 ppm na imina).

CARACTERIZACAO DO COMPLEXO (ESTADO SOLIDO)

O composto de coordenagdo [Cuy( -OH)(L3)]ClO4 (3) foi caracterizado por andlise
elementar, espectroscopia vibracional, reflectancia difusa (UV-vis no estado s6lido) e EPR.
Resultados preliminares de magnetoquimica também foram obtidos. Além disso, o complexo
teve a sua estrutura determinada por difragdo de raios-X em monocristal. Os dados extraidos

dessas analises, com excecao do CHN, serdo discutidos a continuagao.

a) Estrutura cristalina

Na Figura 4.12, pode ser observada a estrutura do cation complexo [Cuy( -OH)(L3)]".
Dados do cristal utilizado e outros relacionados com a coleta e o refinamento da estrutura sdo

apresentados na Tabela 4.6. Uma sele¢do de comprimentos e angulos de ligacdo ¢ mostrada

na Tabela 4.7.

Tabela 4.6. Selecao de dados cristalograficos para o complexo 3

Complexo 3
Foérmula empirica Cy7H507N4CICu,
Massa formula 680,04 g/mol
Temperatura de coleta 2942) K
Sistema cristalino Monoclinico
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Tabela 4.6. Selecdo de dados cristalograficos para o complexo 3 (continuagio)

Complexo 3
Grupo espacial P 2i/c
a=12,6996(8) A
b=14,611(1) A
Cela unitaria
¢ =15,8840(9) A
=113,146(2) °
Volume da cela 2710,03) A°
z 4
Densidade (calculada) 1,667 g/em’
Tamanho do cristal utilizado 0,12x 0,10 x 0,02 mm’
Reflexoes coletadas 21938
Unicas 6727 [R(int) = 0,0721]
Parametros refinados 408
“Goodness-of-fit on F* 0,980

Indices R finais [[>2 ()]

Indices R (todos os dados)

R1=0,0474; wR2 = 0,0900

R1=0,1115; wR2 =0,1082

Capitulo 4 — Ligantes Binucleantes contendo 2-Aminofenol — Estrutura e Reatividade de [Cu,( -OH)(L3)]ClO,
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Figura 4.12. ORTEP para o cation complexo [Cu,( -OH)(Cy;H,4,0,N,)]". Todos os dtomos de hidrogénio, com
excegdo daquele presente na ponte -hidroxo, foram omitidos por motivos de simplificagao.

A estrutura molecular do cation complexo presente em 3 mostra dois centros ctpricos,
bastante proximos um do outro, ponteados pelo oxigénio O10 do grupo fenolato do ligante e
por um ion hidroxido exdgeno (O1). O dtomo de hidrogénio deste grupo OH™ foi encontrado
no correspondente mapa de Fourier A distancia intermetéalica, Cul—Cu2, assume o valor de
3,0235(6) A, muito similar aquele observado para 2. A geometria de coordenacdo em torno de
Cul ¢ do tipo quadratica planar distorcida, com os atomos de oxigénio das pontes ocupando
posigdes relativas cis e a esfera de coordenacdo da espécie central sendo completada com o
oxigénio do fenolato terminal O20 e o nitrogénio de imina N1. A distancia média de ligagao
Cul-ligante é de 1,923 0,014 A. A coordenagdo em torno do centro Cu2, por sua vez,
possui uma enorme identidade estrutural com a descrita para o Cu2 presente no complexo 2,
apesar da auséncia, em 3, do perclorato coordenado. A geometria ¢ a de uma piramide de base
quadrada distorcida, com o atomo de oxigénio O10 ocupando a posi¢do apical da esfera de
coordenagido [Cu2-O10 = 2,219(2) A]. Neste caso, o pardmetro de Addison apresenta um
valor igual a 0,16. Cu2 completa a base de seu poliedro com os atomos de nitrogénio N4 (de
amina terciaria) e N32 e N42 (de piridina). Como foi também verificado para o composto 2, a

ponte -hidroxo parece exercer um forte efeito trans sobre o nitrogénio N4, uma vez que a
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ligagdo Cu2-O1 é 0,116 A mais curta do que a ligagdo Cu2-N4. A distancia média de ligagio
Cu2-ligante equatorial ¢ de 1,993 0,048 A. O comprimento da ligagio N1-C2 ¢ igual a
1,291(4) A, praticamente idéntica a observada para o ligante H,L3 isolado, o que confirma a
natureza iminica de tal jun¢do no complexo obtido. Cada cela unitaria possui quatro unidades
assimétricas do complexo, sendo que fazem parte ainda do arranjo cristalino da cela quatro

contra-ions perclorato. O angulo Cul—Opjgroxita—Cu2 € igual a 103,95(12)°.

Tabela 4.7. Principais distancias interatomicas e angulos de ligacdo para o composto de coordenagdo 3

LIGACOES Distancias interatémicas (A) e Angulos de liga¢io (°)
Cul-Cu2 3,0235(6)
Cul-Nimina 1,939(3)
Cul—Ofenolato ponte 1,926(2)
Cul—Oridroxo ponte 1,905(3)
Cul—Oans-fenolato ponte 1,922(2)
Cu2—Ofenolato ponte 2,219(2)
Cu2—Onidgroxo ponte 1,933(2)
Cul-Ofenolato ponte—Cu2 93,38(9)
Cul—Onigroxo ponte—Cu2 103,95(12)
Geometria Cul Quadrado-planar distorcida
Geometria Cu2 Piramide tetragonal distorcida

b) Espectroscopia vibracional

O espectro de infravermelho do composto 3 encontra-se representado na Figura 4.13.
As caracteristicas espectrais deste complexo sdo bastante proximas daquelas mostradas pelo
ligante H,L.3, indicando a sua presenca no composto de coordenacdo isolado. Outras bandas
adicionais, referentes ao contra-ion ClO4 e ao ligante exégeno -hidroxo, também podem ser
observadas. A seguir, uma listagem completa de todas as absor¢des: 3360 (m), 3120 (o), 3070
(f), 3050 (f), 3034 (o), 2984 (1), 2932 (f), 2904 (f), 2858 (f), 1608 (m), 1595 (o), 1580 (m),
1546 (m), 1476 (m), 1442 (m), 1380 (m), 1313 (m), 1298 (0), 1290 (m), 1262 (m), 1236 (0),
1223 (0), 1181 (f), 1170 (f), 1148 (m), 1108 (F), 1086 (F), 1066 (0), 1038 (m), 1027 (0), 1009
(m), 980 (m), 966 (1), 954 (0), 937 (f), 928 (0), 892 (f), 879 (f), 870 (f), 862 (0), 834 (0), 822
(0), 816 (f), 768 (0), 752 (m), 727 (f), 714 (0), 706 (0), 654 (0), 646 (f), 620 (m), 578 (f), 572
(0), 546 (), 518 (), 482 (m), 463 (0) e 418 (f) cm.
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Figura 4.13. Espectro vibracional do composto 3 (amostragem: pastilha de KBr).

As absorcdes presentes em 3447 e 3426 cm™ no espectro de H,L3, as quais foram
atribuidas as vibragdes de estiramento O—H dos fenois, desaparecem no espectro de 3 dando
lugar a uma tunica banda, mais intensa e alargada, com centro em 3360 cm™ (provavelmente
associada com a presen¢a da ponte -hidroxo). Isto, aliado a auséncia da banda de média
intensidade em 1362 cm™'no espectro do complexo, observada no ligante devido a interagdo
entre a deformacdo angular de O—H ¢ o estiramento de C—O dos grupos fenol, sugere que a
coordenagdao de ambos os fendis se da na forma desprotonada (isto €, como anions fenolato),
confirmando assim resultados obtidos via difra¢do de raios-X em monocristal.

Dentre as bandas relacionadas aos estiramentos C=C e C=N dos anéis aromaticos e
heteroaromaticos do ligante, observadas entre 1600 a 1400 cm'l, aquelas centradas em 1595,
1580 e 1440 cm™ ndo apresentaram maiores variacoes, sendo observadas, respectivamente, a
1595, 1580 ¢ 1442 em’. A absor¢ao localizada em 1584 cm'l, entretanto, foi deslocada para
regido de menores freqiiéncias (1546 cm™) com a coordenagdo, enquanto a banda presente em
1462 cm™ é registrada a 1476 cm™ (regido de maiores freqiiéncias) no espectro de 3.

Por sua vez, o modo de estiramento C—O dos fenois, observado no ligante livre como
uma absor¢io em 1248 cm™, desloca-se para regides de maiores freqiiéncias (1262 cm™) no
espectro do complexo 3. Comportamento semelhante foi observado por Peralta (102 para um

composto binuclear de Cu(Il) do ligante H,bpbpmp contendo uma ponte do tipo -acetato. Ja
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a banda observada em 1615 cm™ no ligante H,L3, associada a vibracdo de estiramento da
ligagdo C=N iminica, sofre um leve deslocamento para 1608 cm’' com a coordenagio.
Finalmente, os modos relativos as vibragdes de estiramento (Cl O) do contra-ion

perclorato aparecem como uma tnica absorgio intensa centrada em 1086 cm™.

¢) EPR e espectroscopia eletronica (reflectancia difusa)

O complexo 3 mostrou-se silencioso no EPR, tanto a temperatura ambiente quanto a
77 K. Isto indica, assim como foi observado para os compostos 1 e 2, um forte acoplamento
entre os centros de cobre. E interessante salientar aqui o fato do complexo 3 ser silencioso em
ambas as temperaturas estudadas, o que ndo acontece com 1 e 2, que mostram sinais de baixa
intensidade a 77 K. Isto pode ser explicado pelo fato dos ligantes H,L.3 e H,L.4 terem sido
isolados e re-cristalizados previamente a sua utiliza¢do na sintese do complexo. J4 no caso de
1 e 2, em que os ligantes foram gerados in situ, a formagdo e incorporacdo a matriz do cristal
de subprodutos (impurezas) de natureza paramagnética pode se ver favorecida.

O espectro de reflectancia difusa de 3 (Figura 4.14) ¢ constituido de uma absorcao de
média intensidade a aproximadamente 330 nm acompanhada por uma banda simétrica mais
intensa centrada em 459 nm. Este conjunto pode ser atribuido a uma série de transferéncias de
carga (do tipo ligante metal) superpostas, a saber, Cu’  OH’, Cu'  OPh™ (em ponte) e
Cu"  OPh (terminal) . Merece destaque o fato da maior dessas bandas mostrar nitido
deslocamento para a regido visivel do espectro quando comparada as respectivas absorgdes
presentes em 1 e 2. Neste caso, conforme mencionado no capitulo anterior, uma contribui¢do
de transi¢des envolvendo orbitais da imina (observadas numa solu¢ao metanoélica do ligante
na forma de duas bandas centradas em 358 ¢ 466 nm) deve ser levada em consideragcdo. As
transicdes d-d relativas aos centros de cobre(Il) ndo-equivalentes, por sua vez, aparecem na
forma de um par de ombros sucessivos localizados em aproximadamente 600 e 710 nm. Isto
indica a presenca de, pelo menos, duas bandas largas sobrepostas. As posi¢des e intensidades

relativas destas absor¢des lembram aquelas apresentadas pelo complexo 2.
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Figura 4.14. Espectro eletronico do complexo 3 no estado sélido (reflectancia difusa).

d) Propriedades magnéticas

A dependéncia da susceptibilidade magnética e do momento magnético efetivo ( f)
de 3 com a temperatura ¢ mostrada na Figura 4.15. Como no caso dos complexos anteriores,
correcdes diamagnéticas foram efetuadas. O valor de . € igual a 2,245 pa 298 K e cai para
0,225 g a4 K. Isto esta em concordancia com uma forte interagdo antiferromagnética entre
ambos os centros de cobre(Il), a exemplo do observado para 1 e 2, que apresentam constantes
de acoplamento antiferromagnético J iguais a —344,2 0,6 e —146,5 0,5 K, respectivamente.

Entretanto, a analise das curvas de susceptibilidade nao forneceu um ajuste adequado entre os
dados experimentais e aqueles calculados com base em modelos tedricos. Sendo assim, os
parametros J, g ¢ C ndo puderam ser obtidos e os resultados aqui apresentados para 3 sdo,

portanto, apenas preliminares.
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Figura 4.15. Dependéncia da susceptibilidade magnética e do momento magnético efetivo ( .¢) do composto 3

com a temperatura. As linhas s6lidas representam tentativas de ajuste entre os dados experimentais e calculados.

CARACTERIZACAO DO COMPLEXO (SOLUCAO)
a) Propriedades espectroscopicas (UV-vis e EPR)

O espectro eletronico do complexo 3 em solucao de acetonitrila pode ser observado na
Figura 4.16 (a qual inclui uma curva de reflectincia difusa para comparagdo). Conforme
mostra essa figura, a dissolugdo afeta de forma acentuada as propriedades espectroscopicas do
composto, o que se reflete num espectro cuja principal banda apresenta um consideravel
deslocamento hipsocrémico, para 429 nm (10600 L mol” cm™), na absor¢io observada em

459 nm no estado solido. Essa banda possui um ombro a 392 nm (8900 L mol™ cm™). As
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transi¢des d-d foram, por sua vez, registradas na forma de uma absor¢do bastante larga e
muito pouco intensa, com maximo em aproximadamente 620 nm. As mudangas espectrais
aqui descritas estdo provavelmente relacionadas com a entrada de uma ou, talvez, até¢ duas
moléculas de solvente nas posi¢des axiais da esfera de coordenacao do centro Cul durante o

processo de solvatagao.

0,6 -

0,4-

0,2 -

0,0 -

| |
500 600 700 800
(nm)

I
300 400

Figura 4.16. Espectros eletronicos para o complexo 3 no estado sélido (linha preta) e dissolvido em acetonitrila
(linhas vermelhas). Neste ultimo caso, a concentragdo da solugdo ¢ igual a 5,0 x 10> mol L™

Ainda em acetonitrila, uma solugdo de 3 apresenta-se silenciosa no EPR a temperatura
ambiente. Isto constitui um forte indicativo de que a ponte -hidroxo permanece inalterada

apos o processo de dissolugdo (a exemplo do que foi descrito para os compostos 1 e 2), o que
reforca a hipdtese das mudangas espectrais observadas na regido do UV-vis serem causadas

pela coordenacgdo de moléculas do solvente.

b) Eletroquimica

O comportamento eletroquimico do complexo foi avaliado em solugdo de acetonitrila
a temperatura ambiente. Um conjunto representativo de voltamogramas ciclicos obtidos para

3 podem ser vistos na Figura 4.17.
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Figura 4.17. Série de voltamogramas ciclicos, obtidos a diferentes velocidades de varredura, para o composto 3
em acetonitrila, a 25 °C. Eletrolito suporte: 0,1 mol L' TBAP; trabalho: eletrodo de carbono vitreo; referéncia:
Ag/AgCl (NaCl 3 mol.L™"); contra-eletrodo: fio de Pt; padréo interno: ferroceno.

Observa-se um par de processos redox bem definidos. O primeiro sinal ¢ uma onda
quasi-reversivel a E,, = —0,60 V versus NHE, com caracteristicas idénticas aquelas descritas,
no capitulo anterior, para o primeiro processo envolvendo o complexo 2 (o qual corresponde
ao par redox Cu"Cu"/Cu"Cu'). Como tanto 3 quanto 2 apresentam, em solugio, um cation de
cobre pentacoordenado (isto ¢, Cu2) contendo a mesma disposi¢ao de atomos doadores ao seu
redor, a identidade dessas ondas acaba por confirmar a atribui¢do realizada previamente, que
associa as mesmas a mudangas no estado de oxidacdo do centro de cobre ligado as piridinas,
ou seja, Cu2. O segundo processo, praticamente irreversivel, ¢ caracterizado pela presenca de
um pico catodico intenso a —1,30 V versus NHE. Este sinal pode ser atribuido a redugdo da
espécie CuCu' para Cu'Cu', sendo o centro quadratico planar Cul o encarregado, esta vez, de
receber o elétron. Como discutido anteriormente, um importante parametro a ser considerado
¢ a diferenga entre £y, e E,,c. Foi observado para 3 um valor de 0,70 V, o maior dentre todos os
compostos descritos no presente trabalho. Isto reforca a idéia de que a assimetria do complexo
constitui fator fundamental no aumento da faixa de estabilidade da espécie de valéncia mista
Cu''Cu'. Aqui, novamente, os resultados foram confirmados por voltametria de onda quadrada

(Figura 4.18) e estdo em concordancia com dados da literatura (63.108)

134



Capitulo 4 — Ligantes Binucleantes contendo 2-Aminofenol — Estrutura e Reatividade de [Cu,( -OH)(L3)]ClO,

30
20
< 1 A
e
x "\ T
- SN
0- p
4 r,\ \ // — _—
404 el /
\/

Figura 4.18. Voltamograma de onda quadrada para uma solug@o de 3 em acetonitrila, a 25 °C. Eletrolito suporte:
0,1 mol L' TBAP; trabalho: eletrodo de carbono vitreo; referéncia: Ag/AgCl (NaCl 3 mol.L™); contra-eletrodo:
fio de Pt; padrdo interno: ferroceno. O voltamograma ciclico (linha pontilhada) foi adicionado para comparagao.

¢) Condutimetria

A condutividade elétrica molar do composto 3 também foi medida em acetonitrila e a
temperatura ambiente. Encontrou-se um valor igual a 169,1 ' cm” mol™, um pouco acima
da faixa tipica esperada para eletrolitos 1:1 no solvente usado (120-160 ' cm? mol™) %,
Apesar da pequena discrepancia, isto constitui um indicativo de que o complexo em questdo

pertence, de fato, ao tipo eletrolitico 1:1 e assim, conseqilientemente, a estrutura do mesmo

nao deve sofrer grandes modificagdes no processo de dissolugao.

REATIVIDADE QUIMICA E TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA
a) Atividade de catecolase

Surpreendentemente, o composto 3 mostrou-se INATIVO como catalisador da reagdo
de oxidag@o do substrato modelo 3,5-dtbc a correspondente o-quinona. Este ¢ um resultado
completamente inesperado, ja que o complexo em questdo apresenta consideravel identidade
estrutural com o sitio ativo das catecol oxidases. A principio, poderia se tentar atribuir o fato a
presenga, na molécula, do centro de geometria quadratica planar Cul, pois as suas posi¢oes de
coordenacdo livres ocorrem segundo um eixo perpendicular ao eixo z da espécie central Cu2,
pentacoordenada, o que impossibilitaria a coordenagdo bidentada em ponte do substrato. Ha
na literatura, entretanto, exemplos de compostos com caracteristicas estruturais semelhantes
que se mostraram ativos na oxidagdo do 3,5-di-terc-butilcatecol. Pode ser citado o caso de um

173

complexo homobinuclear de cobre(Il) do ligante hexadentado ndo-simétrico Htppnol ', que
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apresentou um ke, igual a 3,12 x 107 s para a reagio. Uma explicagdo mais plausivel para o
fendmeno estaria entdo relacionada com o elevado valor da diferenca entre £y, € E,. ( E)
exibido por 3, de 0,70 V. Rossi et al. (75 encontraram uma forte correlagdo inversa entre esse
parametro eletroquimico e o parametro cinético ks / Ky para uma série de compostos
binucleares de cobre, isto €, quanto maior FE, menor a eficiéncia catalitica do complexo.
Nesse sentido, E constitui parametro importante, uma vez que representa a facilidade com

que os centros metalicos aceitam os dois elétrons do substrato no processo oxidativo.

b) Atividade de fosfatase

Da mesma forma que os compostos 1 e 2, o complexo 3 apresenta em sua estrutura um
potencial nucleofilo constituido pela ponte -hidroxo, caracteristica esta mantida em solugao.
Por esse motivo, a habilidade de 3 na catalise da hidrolise do diéster de fosfato BDNPP foi

investigada. Os resultados obtidos sdo discutidos a seguir.

Efeito do pH e determinacio dos parametros cinéticos

O composto 3 mostrou-se capaz de hidrolisar a molécula de BDNPP. A sua atividade
hidrolitica apresentou uma forte dependéncia em relagao ao pH (Figura 4.19). Foi observado
um perfil em formato de sino, muito similar aquele determinado para 1, porém algo menos
simétrico. A atividade maxima foi registrada um pouco abaixo de pH 8. A partir dos dados
obtidos até pH 7,97, pode ser calculado um pK, cinético igual a 6,91 0,06 (provavelmente
relacionado a formagdo da espécie -hidroxo). Entretanto, a auséncia de uma caracterizacao
completa de 3 em solugdo impede a identificacdo inequivoca da espécie cataliticamente ativa
na reac¢do de hidrolise do diéster de fosfato.

Estudos envolvendo titulagdes potenciométricas e espectrofotométricas encontram-se
em andamento e, certamente, irdo fornecer informagdes importantes a respeito da natureza da

forma ativa do complexo.
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Figura 4.19. Dependéncia, em rela¢do ao pH, da atividadpeHhidrolitica de 3 frente ao substrato modelo BDNPP,
numa mistura solvente dgua / acetonitrila (1:1 v/v). Condi¢des experimentais usadas: [3]gn. = 4,0 X 107 mol L'l;
[STfinar = 5,0 x 10 mol L'l; temperatura: 50,0 °C.

Em virtude do perfil cinético acima descrito, a dependéncia da velocidade da reacdo de
hidrolise com a concentracdo de substrato foi estudada em pH 8,0. O conjunto de velocidades
iniciais obtidas para a faixa de concentragdes de BDNPP utilizadas segue uma cinética de
saturacao tipica (Figura 4.20). Isto possibilitou o uso da equagao de Michaelis-Menten, com
linearizagdo através do método de Lineweaver-Burk (Figura 4.20, “inset”), para se determinar
os parametros cinéticos Ky = 8,0 x 10 mol L'l; Vinax = 5,0 x 10° mol L™ s'l; a constante
catalitica k.. = 6,67 X 10°ste keat | Km = 8,34 x 10* L mol! s'. A catélise mediada por 3
apresenta uma aceleracao de aproximadamente 28 vezes em relacao a velocidade de hidrodlise
da reagio nio-catalisada, a pH 7,5 e 25,0 °C (k= 2,42 x 107’ s1) @ Aceleracdes de 26 e 27

vezes foram medidas por Rossi !'?

para dois compostos binucleares de cobre(Il) dos ligantes
simétricos N, N -bis(2-hidroxibenzil)-N, N -bis(2-piridilmetil)-2-o0l-1,3-propanodiamina ¢ N, N,

N’,N -tetraquis(2-piridilmetil)-2-ol-1,3-propanodiamina, respectivamente.
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Figura 4.20. Dependéncia da velocidade da reagdo de hidrélise com a concentragao de substrato a pH 8,0, numa
mistura solvente agua / acetonitrila (1:1 v/v). “Inset”: grafico dos duplos reciprocos. Condigdes experimentais
usadas: [3]fma = 4,0 X 10° mol L™; [S]gna = 5,0 x 10% 27,0 x 10 mol L; temperatura: 50,0 °C.

A exemplo do ocorrido com o complexo 2, optou-se por nao fazer aqui uma proposta
mecanistica para o sistema. Como mencionado acima, a falta de uma caracterizacdo completa
em solucdo impossibilita apontar a espécie cataliticamente ativa. Isto, por sua vez, implica o
desconhecimento do modo de coordenagdo do substrato a 3. Entretanto, uma vez identificada,
via métodos potenciométricos e espectrofotométricos, a forma ativa do composto, céalculos de
otimizagdo estrutural em fase gasosa poderdo ser realizados. Os dados assim obtidos levarao,
certamente, a proposi¢do de um mecanismo melhor fundamentado para a reacao.

Num teste paralelo, foi feita a substituicdo dos ions cobre(Il) presentes em 3 por ions
zinco(II). O novo composto, cuja estrutura provavelmente seja do tipo [Zny( -OH)(L3)]ClO4,
apresentou um aumento significativo de atividade. Estes resultados sugerem que o complexo

binuclear de zinco € um promissor candidato a sinteses e estudos futuros.

¢) Clivagem de DNA plasmidial

Apesar do composto 3 ser menos ativo, por exemplo, do que o composto 2 na hidrélise
da ligacao fosfodiéster presente na molécula de BDNPP, decidiu-se efetuar, igualmente, testes

visando avaliar o desempenho daquele na clivagem de 4cidos nucléicos.
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Como anteriormente, os estudos descritos a seguir foram realizados em colaboracao
com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Hernan Terenzi, usando-se o DNA plasmidial pBSKII.
A metodologia, condigdes experimentais e concentragdes de 3 utilizadas foram exatamente as
mesmas detalhadas para os experimentos envolvendo os complexos 1 e 2.

O composto 3 mostrou atividade nucleésica diretamente correlacionada a concentracao
somente a partir de pH 6,5-7,0, sendo o menos ativo dentre todos os complexos sintetizados
neste trabalho (Figura 4.21). Apesar de sua baixa atividade, 3 pode também ser considerado

uma nuclease quimica.
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Figura 4.21. Clivagem do DNA plasmidial pBSKII pelo complexo 3, apos 16 horas de incubacao em diferentes
pHs. FI: forma superenovelada; FII: forma circular relaxada. Resultados expressos como porcentagem da forma
plasmidial. Condigdes: [3]gma variando de ZERO (controle) a 4,0 x 10” mol L™'; temperatura: 50 °C.
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A atividade nucledsica de 3 ¢ mais pronunciada em pH 7,5. Neste pH, e na auséncia do
complexo, observa-se aproximadamente 83% dos plasmidios na forma superenovelada (ou I)
e apenas 17% na forma circular relaxada. A incubagdo com o composto 3, na concentragdo de
40 mol L™, hidrolisa parcialmente a forma I (que ainda predomina, com 57% do total) na
forma II (43%). Nao foi observada linearizacdo (producdo da forma III) do DNA em nenhum

dos experimentos realizados.
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1))

2)

Ligantes

Foram sintetizados quatro novos ligantes binucleantes, a saber, HL1 (do tipo simétrico
heptadentado), HL2 (ndo-simétrico heptadentado), H,L3 e H,L4 (hexadentados nao-
simétricos). Todos esses compostos, com exce¢dao de H,L4, possuem a fungdo imina
em suas estruturas. HL1 e HL2 ndo foram isolados, isto ¢, foram gerados no proprio
meio em que seriam posteriormente utilizados. Os ligantes H,L.3 e H,L4, por sua vez,
foram isolados com rendimentos satisfatorios e caracterizados através de seus pontos
de fusdo, analise elementar e espectroscopias vibracional (IV) e eletronica (UV-vis).
Foi realizado ainda um estudo que possibilitou atribui¢do total dos espectros de RMN
de 'H e *C desses compostos. Cristais adequados para a determinacio estrutural pela
técnica de difragdo de raios-X foram obtidos em ambos o0s casos e, assim, as estruturas

dos dois ligantes puderam ser determinadas.

Complexos

A partir desses ligantes, trés complexos binucleares de cobre(Il) inéditos, todos eles
contendo uma ponte -hidroxo entre os metais, foram preparados e caracterizados por
analise elementar, espectroscopias vibracional e eletronica, EPR, medidas magnéticas,
eletroquimica (voltametria ciclica e de onda quadrada) e condutimetria. Os compostos
em questdo sdo: [Cuy( -OH)(L1)](ClO4)2-H,0 (1), [Cuy( -OH)(L2)(ClO4)]CIO4 (2) €
[Cuy( -OH)(L3)]ClO4 (3). Os trés tiveram as suas estruturas elucidadas por difracao
de raios-X em monocristal. Caberia destacar aqui que ndo sdo muitos os complexos de

cobre contendo simultaneamente pontes -hidroxo e -fenoxo descritos na literatura.
Além disso, a presenga da ponte -hidroxo torna esses compostos excelentes modelos
estruturais para a forma met do sitio ativo das metaloenzimas catecol oxidases "2
Os sistemas constituidos por 1 e 2 e suas formas protonadas e desprotonadas foram
também caracterizados via titulagdes potenciométricas e espectrofotométricas, o que
forneceu informagdes de grande utilidade na identificacao das espécies cataliticamente
ativas. Um fato bastante curioso reside nas dificuldades enfrentadas durante as varias
tentativas de isolamento do complexo contendo o ligante hexadentado H,L4: todas as
reacdes resultaram na obtencao da espécie [Cuy( -OH)(L3)]ClO4 (3), 0 que sugere que
a amina aromatica secundaria presente em H,L4 seja oxidada a correspondente imina

(ligante H,L3) no decorrer do processo sintético.

143



Capitulo 5 — Consideragées Finais

3)

4)

Atividade de Catecolase

Estudos da reatividade desses compostos na reagdo de oxidag¢do do substrato modelo
3,5-dtbc demonstraram que 1 e 2 sdo capazes de catalisar a mesma, podendo ser entdo
considerados modelos funcionais para as catecol oxidases. O melhor desempenho foi
obtido pelo complexo 2, que apresentou, para a reacdo a 25,0 °C, ke = 6,25 x 10° s ¢
uma eficiéncia catalitica k¢, / Ky de 2,31 L mol™” s!. Em ambos os casos, as espécies
ativas na catélise sdo aquelas de tipo -hidroxo, caracterizadas cristalograficamente.
Com base nessas informagdes, propds-se um mecanismo para a reagdo promovida por
1 e 2, o qual envolve uma coordenagdo final do substrato 3,5-dtbc ao catalisador no

modo - *: . O composto 3, por outro lado, mostrou-se completamente inativo, o
que pode estar relacionado com o elevado valor da diferenga entre £, e E, para os

seus centros de cobre ( £ =0,70 V, o maior dentre os trés complexos sintetizados).

Atividade de Fosfatase

A presenca de um potencial nucleéfilo (a saber, o ligante exdgeno hidroxo coordenado
em ponte) nas estruturas dos compostos 1, 2 e 3, serviu como incentivo a realizacao de
testes cataliticos frente a reagdo de hidrolise do diéster de fosfato ativado BDNPP.
Todos os trés complexos, de fato, demonstraram ser ativos. Novamente, 2 foi aquele
que apresentou a maior atividade, com uma constante catalitica k., = 1,93 x 10% s e
keat / Ky de 2,17 x 102 L mol!s'a 50,0 °C, o que representa uma taxa de aceleragao
de ~500 vezes em relagdo a velocidade de hidrdlise da reagdo ndo-catalisada. Para o
caso especifico de 1 e 2, que possuem também atividade de tipo oxidativa (conforme
descrito no paragrafo anterior), a mencionada atividade hidrolitica os transforma num
interessante e raro exemplo de promiscuidade catalitica em sistemas biomiméticos.
Entretanto, pelo perfil de dependéncia em relagdo ao pH observado, ¢ possivel se
inferir que as espécies cataliticamente ativas ndo sdo as mesmas nos sistemas 1 e 2.
Para este ultimo, propde-se uma espécie poli-hidroxilada como principal responsavel
pela catélise. Foi feito ainda um estudo envolvendo calculos teéricos em fase gasosa
para o composto 1, utilizando-se a teoria do funcional de densidade (DFT). A partir
deste trabalho, foi possivel se atribuir o modo de coordenacdo do BDNPP ao cétion
complexo presente em 1 como sendo do tipo monodentado a apenas um dos centros

cupricos. Isto traz importantes implicagcdes mecanisticas (coordenacdo monodentada
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S)

6)

do substrato e subseqiiente ataque por um nucleoéfilo que faz ponte entre os metais),

levando a proposicao de um ciclo catalitico completamente inédito para a reacao.

Clivagem de DNA Plasmidial

Em virtude da atividade hidrolitica apresentada pelos compostos 1, 2 ¢ 3 frente ao
substrato modelo BDNPP, foram realizados testes visando avaliar o efeito que esses
complexos poderiam causar nos acidos nucléicos (mais especificamente, sobre o DNA
plasmidial pBSKII). Observou-se que os trés compostos possuem atividade nucleasica
diretamente correlacionada a concentragao para todos os pHs testados na faixa 6,0-8,0,
0 que os torna verdadeiras nucleases quimicas. A ordem de reatividade foi 2 > 1 > 3.
O mais ativo deles, 2, apresentou uma taxa de aceleracdo de 31 milhdes de vezes!
sobre a velocidade da reagdo ndo-catalisada. E importante salientar que os complexos
1 e 2 mostraram ainda capacidade de linearizagdo do DNA, o que sugere a existéncia
de certa especificidade sitio-dirigida na clivagem e faz desses dois compostos sérios

candidatos a ferramentas biotecnoldgicas.

Ensaios em Células Tumorais e Macrofagos

Finalmente, pela sua capacidade de ocasionar danos ao DNA, o efeito citotoxico dos
complexos 1 e 2 (aqueles que apresentaram maior atividade) foi testado em células de
leucemia mieldide cronica pertencentes a linhagem K562. Ambos os compostos foram
ativos, com 1 apresentando uma maior citotoxicidade (Clsy de 44,70 mol L'l). Este
resultado €, a principio, surpreendente, ja que o complexo 2 mostrou-se mais eficiente
tanto nos testes oxidativos quanto nos de clivagem do DNA. Ensaios de acumulagao
celular indicaram que 1 e 2 sdo incorporados de forma muito efetiva nas células da
linhagem K562, com concentragdes intracelulares ~450 e 290 vezes maiores do que as
extracelulares, respectivamente! Para avaliar-se o efeito do composto 1 em células
normais, testes de viabilidade celular foram realizados com macrdéfagos peritoneais
inflamatorios. Verificou-se que, a concentragdes em que 1 ja € toxico para as células
de leucemia, ele ndo afeta de forma significativa os macrofagos. Os resultados obtidos
indicam entdo que o complexo apresenta seletividade em relagao as células tumorais e,

portanto, constitui um composto promissor para a realizagao de testes futuros.
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Os sistemas descritos no presente trabalho de Tese (isto é, compostos 1, 2 e 3) sdo de
enorme interesse no ambito da Quimica de biomiméticos para as proteinas de cobre do tipo 3,
com énfase para as catecol oxidases. Devido a sua grande semelhanga estrutural com o sitio
ativo destas enzimas, espera-se que os modelos sintetizados possam contribuir para um maior
entendimento sobre o mecanismo envolvido na reacdo de oxidacdo de catecois mediada pelas
COs. Entretanto, e apesar da importancia intrinseca de 3, os complexos 1 e 2 merecem uma
atencao especial. O composto 2, por exemplo, apresentou dentre os sistemas obtidos a maior
atividade na oxidagao do 3,5-dtbc e na hidrélise do BDNPP e de DNA plasmidial, o que faz
dele uma potencial ferramenta industrial e/ou biotecnologica. J4 o complexo 1, que foi duas
vezes mais ativo do que 2 na inibi¢do do crescimento de células de leucemia mieldide cronica
nao afetando de forma significativa os macrdéfagos, perfila-se como um promissor candidato
para a realizagdo de novos ensaios. Trabalhos subseqiientes deverao ser realizados no intuito

de explorar a0 méaximo as principais potencialidades destes compostos.

Para se ter uma caracterizacdo completa e inequivoca dos sistemas 1 e 2 em solugao,
principalmente das espécies diméricas e triméricas como [HO(LI)Cuz—(OH)—Cuz(Ll)OH]3+,
um estudo por ESI-MS pode ser efetuado. Os resultados dele decorrentes poderdo fornecer

evidéncias confirmatdrias sobre a presenga e estequiometria dessas formas associadas.

O modo de coordenagdo do substrato ao sitio ativo das COs constitui ainda motivo de
controvérsias na literatura cientifica. Assim, tentativas de sintese dos complexos catecolados,
utilizando-se para isto o substrato desativado tetraclorocatecol (tcc), podem resultar de grande
valia ao propdsito de identificacdo do tipo de interacdo catalisador-substrato presente. Testes
preliminares com o produto da reagdo entre 1 e o tcc, um fino solido verde-claro que pode ser
isolado do meio reacional ap6s ajuste do pH para 8,5 pela adicdo de NaOH aquoso, indicam
(via dados de espectroscopia IV) que o mesmo nao apresenta perclorato como contra-ion. Isto
pode evidenciar que o aduto em questdao € neutro. Por outro lado, a banda de estiramento das
iminas ¢ deslocada para 1651 cm™ no espectro do aduto e ha o aparecimento de uma absorgo
forte em 1448 cm™ mostrando que, de fato, o substrato tcc encontra-se coordenado a 1. Outro
estudo importante a ser realizado diz respeito a obtengdao dos peroxo—complexos, a partir dos
quais seria possivel se estabelecer o modo de coordenagao do O, aos centros de cobre. Isto
representa uma outra etapa crucial no ciclo catalitico e pode ser conseguido mediante a rea¢ao

de 1, 2 ou 3 com peroxido de hidrogénio. Atencao especial sera dada as tentativas de obtengao
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de monocristais dessas espécies, pois estes podem ser analisados de forma muito precisa pelas

técnicas de difracdo de raios-X.

Em relagdo a promiscuidade catalitica apresentada pelos compostos 1 e 2, de forma
mais especifica na hidrélise do diéster de fosfato BDNPP, existiria ainda a possibilidade de
um mecanismo envolvendo catalise basica geral, o qual, para ser definitivamente descartado,
requer a realizacdo de um estudo do efeito isotopico de deutério sobre a velocidade da reagao
de hidrélise. Além disso, o acompanhamento das cinéticas de hidrélise, por exemplo, através
de RMN de *'P poderia indicar a presenc¢a de intermedidrios de reacdo, permitir a atribuicao

do modo de coordenacao do substrato ao complexo e auxiliar na identificagao dos produtos.

Os calculos tedricos efetuados forneceram resultados muito satisfatorios e dao suporte
a proposta mecanistica no processo de hidrolise do BDNPP. Pretende-se dar continuidade a
este trabalho de colaboracdo com a avaliacdo via DFT, tanto estrutural quanto energética, de
outros intermedidrios e estados de transi¢do importantes no contexto do ciclo catalitico. Estes
estudos possuem também implicagdes no ambito da oxidagdo de catecdis ja que, se a estrutura
contendo o substrato BDNPP ligado de maneira monodentada faz com que a ponte -hidroxo
seja mantida, poderia se pensar da mesma forma para a entrada do 3,5-dtbc como uma outra
alternativa mecanistica. O processo de transferéncia eletronica, inclusive, poderia dar-se com
o substrato ligado de forma monodentada pois os sitios de cobre estao fortemente acoplados

conforme demonstrado por EPR e medidas magnéticas.

O aluno de doutorado Claus Troger Pich, sob orientagdo do Prof. Dr. Hernan Terenzi,
pesquisou varios aspectos da clivagem de acidos nucléicos pelos compostos 1 € 2 como parte
de seu trabalho de Tese. Os dados decorrentes dessas investigagoes deverao ser comparados
com aqueles obtidos a partir dos experimentos envolvendo o substrato modelo BDNPP com o
objetivo de se chegar a um mecanismo unico e geral, se ¢ que ele de fato existe, para a quebra

hidrolitica de ésteres de fosfato promovida por esses complexos.

O sistema constituido pelo composto 3 requer caracterizagdes adicionais em solucao.
Dentre elas, podemos citar as titulagdes (tanto potenciométricas quanto espectrofotométricas),
as quais foram feitas para os sistemas 1 e 2, e estudos de ESI-MS. Como foi mencionado no
Capitulo 4, a substituicao dos ions cobre(Il) presentes em 3 por zinco(II) provoca um aumento

significativo na atividade hidrolitica sobre 0 BDNPP. Os resultados sugerem que o complexo
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binuclear de zinco ¢ um promissor candidato a sintese e estudos futuros, tais como titulagdes,

ESI-MS e diversos testes cataliticos.

Isolamento e purificagdo dos ligantes HL1 e HL2. Apesar de terem sido caracterizados
estruturalmente em seus compostos de coordenagdo (1 e 2, respectivamente), HL.1 e HL2 nao
foram separados do meio em que foram gerados. O isolamento e a purificacao desses ligantes
seriam fundamentais para a sintese de novos complexos utilizando-se outros metais, ja que foi
demonstrado aqui que, ao menos com o zinco(Il), o método de geragdo in situ ndo apresentou
resultados satisfatérios. Além disso, como citado na Introducdo, A. Neves ef al. mostraram
recentemente que o AAZ surge como um substituto barato e de facil obtencao para o versatil
1,4,7-triazaciclononano (1,4,7-tacn) @) Um novo ligante ndo-simétrico funcionalizado com o
AAZ (H,AAZBPMP) ¢ a estrutura de seu primeiro composto Fe'"Zn" foram reportados no
mesmo artigo, mas nao ha nele dados cinéticos envolvendo o sistema. Assim, HL1 e HL2 sao
o segundo e terceiro exemplos de funcionalizagdo de um ligante através da unidade estrutural
AAZ, e os seus complexos 1 e 2 foram extensivamente estudados nesta Tese, tanto no estado
solido quanto em solucdo. As propriedades cataliticas e bioldgicas de 1 e 2 foram investigadas
e resultaram extremamente interessantes.

Um outro passo 16gico seria a sintese dos analogos reduzidos (amina) desses ligantes,

assim como os respectivos compostos binucleares de cobre(Il) do tipo -hidroxo.

Por ultimo, o ligante heptadentado inédito H,L5 (Figura 6.1) e seu complexo binuclear
de cobre(Il) (4), cuja provavel formula € [Cuy( -OH)(L5)]ClO4-6H,0 e baseia-se em dados de

CHN e IV, foram sintetizados. Apesar da ndo obtencao de monocristais de qualidade para 4,
motivo pelo qual resolveu-se deixar este sistema fora do corpo principal da Tese, o composto
pode ser muito interessante do ponto de vista estrutural, espectroscopico e catalitico devido a

presenca do grupo imidazol no ligante LS.

CHs;
NH
N  OH N @
O N
N HO
O
Figura 6.1. Estrutura do ligante binucleante ndo-simétrico H,L5, o qual contém o grupo N-doador etil-imidazol.
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Apéndice A — Dados Cristalograficos Suplementares para o Ligante H,L.3

Tabela A.1. Coordenadas atomicas (x 10%) e pardmetros térmicos isotropicos (A2 x 103) para o ligante H,L3.
OBSERVACAO: U(eq) é definido como ¥4 do trago do tensor U¥ ortogonalizado

X y 4 U(eq)
N(1) 8114(2) -541(4) 6158(1) 71(1)
C12) 8533(2) 937(5) 6225(1) 71(1)
C@3) 6969(2) 2555(4) 3979(1) 75(1)
N(4) 6240(2) 3874(3) 3810(1) 68(1)
C(5) 9263(2) 6655(5) 5359(2) 94(1)
O(1) 7344(2) 212(3) 5006(1) 86(1)
C(11) 8393(2) 2155(4) 5698(1) 66(1)
C(12) 7794(2) 1745(4) 5102(1) 67(1)
C(13) 7648(2) 2936(5) 4607(1) 67(1)
C(14) 8120(2) 4497(5) 4705(2) 73(1)
C(15) 8736(2) 4948(4) 5282(2) 70(1)
C(16) 8850(2) 3760(5) 5772(1) 69(1)
0(20) 6778(2) -2747(3) 6199(1) 92(1)
C2l 8281(2) -1824(4) 6641(1) 70(1)
C(22) 7577(2) -2990(4) 6642(1) 73(1)
C(23) 7718(2) -4312(4) 7092(2) 85(1)
C(24) 8553(3) -4497(5) 7519(2) 103(1)
C(25) 9256(3) -3381(6) 7513(2) 105(1)
C(26) 9123(2) -2035(5) 7076(1) 88(1)
C(30) 5651(2) 3520(4) 3171(1) 81(1)
C@31) 6098(3) 3820(6) 2644(2) 91(1)
N(32) 5772(2) 2923(5) 2121(1) 101(1)
C33) 6136(3) 3131(8) 1626(2) 128(2)
C(34) 6948(6) 3970(12) 1628(4) 104(3)
C(34") 6435(13) 4930(20) 1620(7) 161(7)
C(3)5) 7356(9) 4798(13) 2184(4) 131(4)
C(35" 6769(12) 5870(30) 2154(7) 152(6)
C(36) 6954(7) 4710(11) 2693(3) 106(3)
C(36" 6406(10) 5562(18) 2672(6) 108(5)
C(40) 5690(2) 3940(4) 4274(1) 67(1)
C#4l 5206(2) 5658(4) 4240(1) 59(1)
N(42) 4294(2) 5665(3) 4035(1) 65(1)
C43) 3866(2) 7209(5) 4005(1) 75(1)
C44) 4311(3) 8752(4) 4174(1) 79(1)
C(45) 5241(3) 8726(5) 4388(2) 85(1)
C(46) 5698(2) 7172(5) 4420(1) 76(1)
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Tabela A.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligagio para o ligante H,L3

N(1)-C(2) 1,290(4) C(2)-N(1)-C(21) 122,6(3)
N(1)-C(21) 1,417(4) N(1)-C(2)-C(11) 120,5(3)
C(2)-C(11) 1,454(4) N(4)-C(3)-C(13) 112,6(2)
C(3)-N(4) 1,472(3) C(40)-N(4)—-C(30) 110,3(2)
C(3)-C(13) 1,514(4) C(40)-N(4)-C(3) 111,7(2)
N(4)-C(40) 1,462(4) C(30)-N(4)-C(3) 110,0(2)
N(4)-C(30) 1,471(3) C(16)-C(11)-C(12) 118,8(3)
C(5)-C(15) 1,521(4) C(16)-C(11)-C(2) 120,4(3)
0(1)-C(12) 1,349(4) C(12)-C(11)-C(2) 120,7(3)
C(11)-C(16) 1,403(4) 0(1)-C(12)~C(13) 118,8(3)
C(11)-C(12) 1,414(4) O(1)-C(12)-C(11) 121,1(3)
C(12)-C(13) 1,389(4) C(13)-C(12)-C(11) 120,2(3)
C(13)-C(14) 1,384(4) C(14)-C(13)-C(12) 118,6(3)
C(14)-C(15) 1,402(4) C(14)-C(13)-C(3) 120,7(3)
C(15)-C(16) 1,382(4) C(12)-C(13)-C(3) 120,7(3)
0(20)-C(22) 1,352(3) C(13)-C(14)-C(15) 123,4(3)
C(21)-C(26) 1,387(4) C(16)-C(15)-C(14) 116,9(3)
C(21)-C(22) 1,390(4) C(16)-C(15)-C(5) 121,7(3)
C(22)-C(23) 1,389(4) C(14)-C(15)-C(5) 121,4(3)
C(23)-C(24) 1,370(4) C(15)-C(16)-C(11) 122,1(3)
C(24)-C(25) 1,367(5) C(26)-C(21)-C(22) 119,4(3)
C(25)-C(26) 1,385(5) C(26)-C(21)-N(1) 123,2(3)
C(30)-C(31) 1,489(5) C(22)-C(21)-N(1) 117,3(3)
C(31)-N(32) 1,315(4) 0(20)-C(22)-C(23) 123,6(3)
C(31)-C(36') 1,414(12) 0(20)-C(22)-C(21) 116,9(3)
C(31)-C(36) 1,441(8) C(23)-C(22)-C(21) 119,6(3)
N(32)-C(33) 1,337(5) C(24)-C(23)-C(22) 120,3(4)
C(33)-C(34) 1,382(8) C(25)-C(24)-C(23) 120,6(4)
C(33)-C(34") 1,459(13) C(24)-C(25)-C(26) 119,9(3)
C(34)-C(35) 1,367(8) C(25)-C(26)-C(21) 120,2(4)
C(34)-C(35") 1,352(12) N(4)-C(30)-C(31) 114,6(3)
C(35)-C(36) 1,394(9) N(32)-C(31)-C(36") 125,5(6)
C(35')-C(36)) 1,393(13) N(32)-C(31)-C(36) 116,4(5)
C(40)-C(41) 1,502(4) C(36')-C(31)-C(36) 43,0(5)
C(41)-N(42) 1,333(3) N(32)-C(31)-C(30) 116,3(4)
C(41)-C(46) 1,382(4) C(36')-C(31)~C(30) 108,8(6)
N(42)-C(43) 1,345(4) C(36)-C(31)-C(30) 126,1(4)
C(43)-C(44) 1,366(4) C(31)-N(32)-C(33) 119,7(4)
C(44)-C(45) 1,361(4) N(32)-C(33)-C(34) 126,8(5)
C(45)-C(46) 1,372(4) N(32)-C(33)-C(34") 108,2(8)

C(34)-C(33)-C(34") 44,0(6)

C(35)-C(34)-C(33) 114,7(7)

C(35')-C(34')-C(33) 123,1(13)

C(34)-C(35)-C(36) 119,5(8)

C(34)-C(35')-C(36") 117,9(14)

C(35)-C(36)-C(31) 121,7(6)

C(35')-C(36'-C(31) 108,7(11)

N(4)-C(40)-C(41) 110,5(2)
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Tabela A.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligagdo para o ligante H,L3 (continuagdo)

N(42)—-C(41)—C(46)
N(42)-C(41)—C(40)
C(46)—C(41)—C(40)
C(41)-N(42)-C(43)
N(42)—-C(43)—C(44)
C(45)—C(44)—C(43)
C(44)—C(45)—C(46)
C(45)—C(46)—C(41)

121,7(3)
117,8(3)
120,4(3)
117,5(3)
123,8(3)
118,2(3)
119,4(3)
119,4(3)
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Tabela A.3. Pardmetros térmicos de deslocamento anisotrépico (A2 x 103) para H,L3. OBSERVACAO: O fator
exponencial tem a forma: -2« [h*a?x U"' + -+ + 2hka x b x U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
N(1) 80(2) 69(2) 54(2) 2(1) 0(1) 0(2)
CQ) 71(2) 84(3) 49(2) 2(2) -1(2) 5(2)
C(3) 83(2) 85(2) 49(2) -1(2) 13(2) 23(2)
N(4) 89(2) 67(2) 41(1) 4(1) 4(1) 22(2)
C(5) 92(3) 95(3) 101(3) 10(2) 33(2) -6(2)
o(1) 100(2) 78(2) 60(1) 7(1) -14(1) -4(1)
C(11) 62(2) 772) 51(2) 42) 2(2) 5(2)
C(12) 71(2) 71(2) 56(2) 0(2) 9(2) 7(2)
C(13) 70(2) 80(2) 48(2) 12) 11(2) 18(2)
C(14) 74(2) 83(3) 65(2) 13(2) 23(2) 18(2)
C(15) 64(2) 80(2) 712) 3(2) 24(2) 42)
C(16) 61(2) 86(3) 58(2) 2(2) 10(2) 12)
0(20) 93(2) 61(1) 98(2) 11(1) -19(1) -8(1)
c1) 89(2) 63(2) 42(2) 0(2) -5(2) 5(2)
C(22) 90(2) 61(2) 56(2) -7(2) 7(2) 12)
C(23) 111(3) 66(2) 65(2) 42) 3(2) 7(2)
C(24) 140(4) 91(3) 57(2) 13(2) -12(2) -10(3)
C(25) 110(3) 109(3) 69(2) 20(2) 23(2) -1(3)
C(26) 98(3) 91(3) 58(2) 11(2) 11(2) 7(2)
C(30) 98(2) 81(2) 51(2) 3(2) 3(2) 20(2)
C(31) 118(3) 98(3) 45(2) 42) 2(2) -6(3)
N(32) 88(2) 155(3) 56(2) -19(2) 9(2) 3(2)
C(33) 129(4) 183(5) 69(3) -20(3) 18(3) -33(4)
C(34) 120(7) 120(7) 69(5) -3(5) 20(5) -28(6)
C(34") 164(14)  263(18) 53(7) 17(11) 23(9) -77(13)
C(35) 185(9) 127(7) 76(5) 6(5) 21(6) -64(7)
C(35" 136(12)  221(16)  103(10) 11(11) 39(9) -63(11)
C(36) 178(8) 83(5) 53(4) 4(4) 23(5) -46(6)
C(36) 111(10)  138(13) 79(8) 19(8) 33(7) 1(9)
C(40) 82(2) 62(2) 51(2) 42) 5(2) 17(2)
C(41) 77(2) 49(2) 43(2) -4(1) 3(2) 11(2)
N(42) 78(2) 52(2) 572) 3(1) 1(1) 11(2)
C(43) 82(2) 70(2) 63(2) -8(2) 12) 20(2)
C(44) 114(3) 50(2) 62(2) -8(2) 2(2) 19(2)
C(45) 118(3) 54(2) 69(2) -12(2) 12) 2(2)
C(46) 85(2) 63(2) 69(2) -10(2) -1(2) -102)
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Tabela A.4. Ligacdes de hidrogénio para o ligante H,L3 [A e °]

D-H-A d(D-H) d(H-A) d(DA) <(DHA)
O(1)-H(1)~N(l) 0,89 1,76 2,547(3) 145,7
0(20)~H(20)--N(42)! 0,88 1,86 2,736(3) 174,4

Codigos de simetria: (i) —x + 1, -y, —z + 1.

166



Apéndice B — Dados Cristalograficos Suplementares para o Ligante H,L4

Tabela B.1. Coordenadas atémicas (x 10%) e pardmetros térmicos isotrépicos (A2 x 103) para o ligante H,L4.
OBSERVACAO: U(eq) ¢ definido como ¥4 do trago do tensor UY ortogonalizado

X y 4 U(eq)
o(1) 6823(2) 1280(1) 7041(3) 60(1)
0(20) 4786(2) 2424(1) 5095(2) 64(1)
N(1) 4876(2) 1812(1) 7641(3) S51(1)
N(4) 8406(2) 591(1) 6194(3) 49(1)
N(32) 11004(3) 334(2) 8827(4) 80(1)
N(42) 8029(3) 1714(2) 4450(3) 79(1)
C22) 5232(3) 1249(2) 8595(3) 55(1)
C3) 7420(2) 219(2) 5442(3) 51(1)
C(5) 4781(3) -1095(2) 7337(4) 64(1)
C(11) 5522(2) 669(1) 7822(3) 45(1)
C(12) 6327(2) 702(1) 7071(3) 45(1)
C(13) 6613(2) 170(1) 6364(3) 43(1)
C(14) 6101(2) -402(1) 6476(3) 47(1)
C(15) 5310(2) -460(1) 7243(3) 46(1)
C(16) 5027(2) 82(2) 7886(3) 49(1)
C2l 3899(2) 1780(1) 6457(3) 46(1)
C(22) 3845(3) 2121(1) 5142(4) 49(1)
C(23) 2884(3) 2143(2) 3998(4) 67(1)
C(24) 1961(3) 1835(2) 4132(5) 79(1)
C(25) 1997(3) 1505(2) 5411(5) 78(1)
C(26) 2960(3) 1469(2) 6563(4) 62(1)
C(30) 9078(3) 246(2) 7502(4) 62(1)
C@31) 10032(3) 631(2) 8409(4) 63(1)
C@33) 11866(4) 661(3) 9666(5) 96(2)
C(34) 11802(5) 1264(3) 10107(5) 110(2)
C(3)5) 10820(5) 1573(3) 9664(6) 122(2)
C(36) 9915(4) 1240(2) 8817(5) 98(1)
C(40) 9037(3) 730(2) 5122(4) 63(1)
C#4l 8518(2) 1231(2) 3990(4) 51(1)
C#43) 7592(4) 2165(2) 3444(4) 84(1)
C(44) 7633(4) 2172(2) 2025(5) 86(1)
C45) 8102(4) 1662(3) 1551(5) 120(2)
C(46) 8540(4) 1176(2) 2534(4) 94(1)
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Tabela B.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o ligante H,L4

0(1)-C(12)
0(1)-H(10)
0(20)-C(22)

0(20)-H(200)

N(1)-C(21)
N(1)-C(2)
N(1)-H(IN)
N(4)-C(40)
N(4)-C(30)
N(4)-C(3)
N(32)-C(31)
N(32)-C(33)
N(42)-C(41)
N(42)—C(43)
C(2)-C(11)
C(2)-H(2A)
C(2)-H(2B)
C(3)-C(13)
C(3)-H(3A)
C(3)-H(3B)
C(5)-C(15)
C(5)-H(5A)
C(5)-H(5B)
C(5)-H(5C)
C(5)-H(5D)
C(5)-H(5E)
C(5)-H(5F)
C(11)-C(12)
C(11)-C(16)
C(12)-C(13)
C(13)-C(14)
C(14)-C(15)
C(14)-H(14)
C(15)-C(16)
C(16)-H(16)
C(21)-C(26)
C(21)-C(22)
C(22)-C(23)
C(23)-C(24)
C(23)-H(23)
C(24)-C(25)
C(24)-H(24)
C(25)-C(26)
C(25)-H(25)
C(26)-H(26)
C(30)-C(31)
C(30)-H(30A)
C(30)-H(30B)

1,374(3)
0,8200
1,362(3)
0,8200
1,408(4)
1,474(4)
0,86(1)
1,465(4)
1,466(4)
1,475(4)
1,337(4)
1,341(5)
1,322(4)
1,338(4)
1,511(4)
0,9700
0,9700
1,505(4)
0,9700
0,9700
1,509(4)
0,9600
0,9600
0,9600
0,9600
0,9600
0,9600
1,385(4)
1,396(4)
1,396(4)
1,384(4)
1,384(4)
0,9300
1,380(4)
0,9300
1,384(4)
1,399(4)
1,374(4)
1,371(5)
0,9300
1,363(5)
0,9300
1,382(5)
0,9300
0,9300
1,503(5)
0,9700
0,9700

C(12)-O(1)-H(10)
C(22)-0(20)-H(200)
C21)-N(1)-C(2)
C(21)-N(1)-H(IN)
C(2)-N(1)-H(IN)
C(40)-N(4)-C(30)
C(40)-N(4)-C(3)
C(30)-N(4)-C(3)
C(31)-N(32)-C(33)
C(41)-N(42)-C(43)
N(1)-C(2)-C(11)
N(1)-C(2)-H(2A)
C(11)-C(2)-H(2A)
N(1)-C(2)-H(2B)
C(11)-C(2)-H(2B)
H(2A)-C(2)-H(2B)
N(4)-C(3)-C(13)
N(4)-C(3)-H(3A)
C(13)-C(3)-H(3A)
N(4)-C(3)-H(3B)
C(13)-C(3)-H(3B)
H(3A)-C(3)-H(3B)
C(15)-C(5)-H(5A)
C(15)-C(5)-H(5B)
H(5A)-C(5)-H(5B)
C(15)-C(5)-H(5C)
H(5A)-C(5)-H(5C)
H(5B)-C(5)-H(5C)
C(15)-C(5)-H(5D)
H(5A)~C(5)-H(5D)
H(5B)-C(5)-H(5D)
H(5C)-C(5)-H(5D)
C(15)-C(5)-H(5E)
H(5A)~C(5)-H(5E)
H(5B)-C(5)-H(5E)
H(5C)-C(5)-H(5E)
H(5D)~C(5)-H(5E)
C(15)-C(5)-H(5F)
H(5A)—C(5)-H(5F)
H(5B)-C(5)~H(5F)
H(5C)~C(5)-H(5F)
H(5D)~C(5)-H(5F)
H(5E)~C(5)-H(5F)
C(12)-C(11)-C(16)
C(12)-C(11)-C(2)
C(16)-C(11)-C(2)
O(1)-C(12)-C(11)
O(1)-C(12)-C(13)

109,5
109,5
119,0(3)
108(2)
109(2)
111,0(2)
109,6(2)
110,2(2)
117,6(4)
117,5(3)
116,12)
108,3
108,3
108,3
108,3
107,4
112,72)
109,0
109,0
109,0
109,0
107,8
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
141,1
56,3
56,3
109,5
56,3
141,1
56,3
109,5
109,5
56,3
56,3
141,1
109,5
109,5
117,8(3)
120,4(3)
121,7(3)
117,2(3)
121,6(3)
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Tabela B.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o ligante H,L4 (continuacio)

C(31)-C(36)
C(33)-C(34)
C(33)-H(33)
C(34)-C(35)
C(34)-H(34)
C(35)-C(36)
C(35)-H(35)
C(36)-H(36)
C(40)-C(41)
C(40)-H(40A)
C(40)-H(40B)
C(41)-C(46)
C(43)-C(44)
C(43)-H(43)
C(44)-C(45)
C(44)-H(44)
C(45)-C(46)
C(45)-H(45)
C(46)-H(46)

1,357(5)
1,342(7)
0,9300
1,362(7)
0,9300
1,386(6)
0,9300
0,9300
1,504(4)
0,9700
0,9700
1,362(5)
1,330(5)
0,9300
1,358(6)
0,9300
1,379(5)
0,9300
0,9300

C(11)-C(12)-C(13)
C(14)-C(13)-C(12)
C(14)-C(13)-C(3)
C(12)-C(13)-C(3)
C(15)-C(14)-C(13)
C(15)-C(14)-H(14)
C(13)-C(14)-H(14)
C(16)-C(15)-C(14)
C(16)-C(15)-C(5)
C(14)-C(15)-C(5)
C(15)-C(16)-C(11)
C(15)-C(16)-H(16)
C(11)-C(16)-H(16)
C(26)-C(21)-C(22)
C(26)-C(21)-N(1)
C(22)-C(21)-N(1)
0(20)-C(22)-C(23)
0(20)-C(22)-C(21)
C(23)-C(22)-C(21)
C(24)-C(23)-C(22)
C(24)-C(23)-H(23)
C(22)-C(23)-H(23)
C(25)-C(24)-C(23)
C(25)-C(24)-H(24)
C(23)-C(24)-H(24)
C(24)-C(25)-C(26)
C(24)-C(25)-H(25)
C(26)-C(25)-H(25)
C(25)-C(26)-C(21)
C(25)-C(26)-H(26)
C(21)-C(26)-H(26)
N(4)-C(30)-C(31)
N(4)-C(30)-H(30A)

C(31)-C(30)-H(30A)

N(4)~C(30)~H(30B)

C(31)-C(30)-H(30B)
H(30A)-C(30)-H(30B)

N(32)-C(31)-C(36)
N(32)-C(31)-C(30)
C(36)-C(31)-C(30)
N(32)-C(33)-C(34)
N(32)-C(33)-H(33)
C(34)-C(33)-H(33)
C(33)-C(34)-C(35)
C(33)-C(34)-H(34)
C(35)-C(34)-H(34)
C(34)-C(35)-C(36)
C(34)-C(35)-H(35)

121,2(3)
118,4(3)
120,4(3)
121,1(3)
122,4(3)
118,8
118,8
117,4(3)
122,43)
120,3(3)
122,8(3)
118,6
118,6
118,0(3)
123,5(3)
118,3(3)
123,6(3)
115,9(3)
120,5(3)
120,5(4)
119,7
119,7
119,7(4)
120,2
120,2
120,6(3)
119,7
119,7
120,6(3)
119,7
119,7
112,7(3)
109,1
109,1
109,1
109,1
107,8
121,5(4)
116,2(4)
122,2(4)
123,7(5)
118,2
118,2
119,2(5)
120,4
120,4
117,9(6)
121,0
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Tabela B.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o ligante H,L4 (continuacio)

C(36)-C(35)-H(35) 121,0
C(31)-C(36)-C(35) 120,0(5)
C(31)-C(36)-H(36) 120,0
C(35)-C(36)-H(36) 120,0
N(4)~C(40)~C(41) 113,42)
N(4)-C(40)~H(40A) 108,9
C(41)-C(40)~H(40A) 108,9
N(4)-C(40)-H(40B) 108,9
C(41)-C(40)-H(40B) 108,9
H(40A)—~C(40)-H(40B) 107,7
N(42)-C(41)~C(46) 121,6(3)
N(42)-C(41)-C(40) 117,9(3)
C(46)-C(41)~C(40) 120,5(3)
C(44)-C(43)-N(42) 125,0(4)
C(44)-C(43)-H(43) 117,5
N(42)-C(43)-H(43) 117,5
C(43)-C(44)-C(45) 116,8(4)
C(43)-C(44)-H(44) 121,6
C(45)-C(44)-H(44) 121,6
C(44)-C(45)-C(46) 120,3(4)
C(44)-C(45)-H(45) 119,8
C(46)-C(45)-H(45) 119,8
C(41)-C(46)-C(45) 118,5(4)
C(41)-C(46)-H(46) 120,8
C(45)-C(46)-H(46) 120,8
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Tabela B.3. Parametros térmicos de deslocamento anisotropico (A2 x 10%) para H,L4. OBSERVACAO: O fator
exponencial tem a forma: -2« [h*a?x U'"' + -+ + 2hka x b x U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
o(1) 58(2) 45(1) 84(2) -8(1) 33(1) -7(1)
0(20) 64(2) 66(2) 62(2) 11(1) 16(1) -17(1)
N(1) 57(2) 49(2) 51(2) 2(1) 23(2) 3(1)
N(4) 37(1) 53(2) 56(2) 14(1) 14(1) 1(1)
N(32) 54(2) 106(3) 73(2) 23(2) 6(2) 42)
N(42) 116(3) 66(2) 56(2) 6(2) 27(2) 29(2)
CQ2) 67(2) 572) 44(2) 2(2) 20(2) 3(2)
C(3) 48(2) 51(2) 54(2) 1(2) 16(2) 42)
C(5) 64(2) 58(2) 69(2) 9(2) 18(2) 7(2)
C(11) 48(2) 49(2) 37(2) 1(1) 11(1) -12)
C(12) 45(2) 42(2) 47(2) 4(1) 10(2) -1(2)
C(13) 39(2) 44(2) 44(2) 0(1) 8(1) 0(1)
C(14) 47(2) 43(2) 47(2) -1(2) 7(2) 2(2)
C(15) 43(2) 472) 44(2) 8(2) 5(1) -12)
C(16) 48(2) 61(2) 40(2) 9(2) 15(1) 2(2)
cl) 52(2) 40(2) 52(2) -8(2) 23(2) -12)
C(22) 51(2) 40(2) 58(2) -1(2) 17(2) -1(2)
C(23) 71(3) 60(2) 67(2) 8(2) 11(2) -12)
C(24) 56(2) 76(3) 98(3) 2(2) 8(2) -4(2)
C(25) 54(2) 73(3) 113(3) -11(3) 34(2) -16(2)
C(26) 62(2) 62(2) 72(2) 12) 33(2) 7(2)
C(30) 48(2) 64(2) 74(2) 21(2) 15(2) 5(2)
C(31) 54(2) 74(3) 59(2) 17(2) 15(2) 12)
C(33) 57(3) 149(5) 74(3) 28(3) 4(2) -10(3)
C(34) 99(4) 148(5) 77(3) 2(4) 15(3) ~44(4)
C(35) 133(5) 107(4) 124(4) 31(3) 30(4) 26(4)
C(36) 78(3) 83(3) 124(4) -20(3) 22(3) -7(3)
C(40) 50(2) 69(2) 78(2) 16(2) 31(2) 11(2)
C(41) 49(2) 50(2) 62(2) 7(2) 27(2) 12)
C(43) 129(4) 54(2) 66(3) 0(2) 24(3) 24(2)
C(44) 119(4) 73(3) 75(3) 25(2) 44(3) 17(3)
C(45) 155(5) 155(5) 71(3) 42(3) 63(3) 75(4)
C(46) 111(3) 108(4) 75(3) 7(3) 47(3) 53(3)
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Tabela B.4. Coordenadas de hidrogénio (x 10*) e pardmetros de deslocamento isotropico (A2 x 10%) para H,L4

x y Z U(eq)
H(10) 7370 1234 6741 90
H(200) 4700 2585 4264 96
H(2A) 4649 1134 9040 66
H(2B) 5869 1365 9409 66
H(3A) 7644 2205 5241 61
H(3B) 7059 415 4485 61
H(5A) 4261 -1052 7914 76
H(5B) 5336 -1396 7814 76
H(5C) 4408 -1239 6343 76
H(5D) 5076 -1406 6800 76
H(5E) 4000 -1062 6900 76
H(5F) 4929 -1219 8371 76
H(14) 6296 =759 6019 56
H(16) 4483 54 8383 59
H(23) 2860 2368 3126 81
H(24) 1314 1851 3353 95
H(25) 1367 1303 5508 93
H(26) 2978 1233 7418 75
H(30A) 9355 -140 7162 75
H(30B) 8619 124 8138 75
H(33) 12546 460 9959 116
H(34) 12421 1467 10708 132
H(35) 10758 1996 9921 147
H(36) 9228 1433 8528 118
H(40A) 9115 343 4594 76
H(40B) 9769 870 5673 76
H(43) 7233 2500 3763 101
H(44) 7354 2510 1387 103
H(45) 8128 1640 558 144
H(46) 8843 820 2209 112
H(IN) 5396(17) 1931(13) 7280(30) 50(9)
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Tabela B.5. Ligagdes de hidrogénio para o ligante H,1L4 [A e °]

D-H-A d(D-H) d(H-A) d(DA) <(DHA)
N(1)-H(IN)-0(1) 0,86(1) 2,32(2) 2,896(3) 124(2)
N(1)~H(IN)-~0(20) 0,86(1) 2,22(3) 2,662(3) 113(2)
O(1)-H(10)--N(4) 0,82 2,04 2,758(3) 145,4
O(1)-H(10)"N(42) 0,82 2,68 3,309(4) 134,4
0(20)~H(200)-N(1)! 0,82 2,03 2,813(3) 160,3

Codigos de simetria: (i) x, =y + %5, z — V4.

173



Apéndice C — Dados Cristalograficos Suplementares para o Complexo 1

Tabela C.1. Coordenadas atdmicas (x 10%) ¢ parAmetros térmicos isotropicos (A2 x 10%) para o complexo 1.
OBSERVACAO: U(eq) ¢ definido como ¥4 do trago do tensor U¥ ortogonalizado

X y 4 U(eq)
Cu(l) 7875(1) 474(1) 6673(1) 40(1)
Cu(2) 6515(1) 1228(1) 5068(1) 42(1)
o(1) 7125(3) 1705(3) 6259(3) 38(1)
0(2) 6980(4) -38(3) 5610(3) 45(1)
N(1) 8680(4) 1158(4) 7698(4) 40(1)
C12) 8659(5) 2074(5) 7888(5) 41(2)
C@3) 6267(5) 3369(6) 5116(5) 45(2)
N(4) 6101(4) 2566(4) 4683(4) 39(1)
C(11) 8049(5) 2853(5) 7345(4) 36(2)
C(12) 7343(5) 2645(5) 6530(4) 36(2)
C(13) 6883(5) 3474(5) 6004(5) 39(2)
C(14) 7067(5) 4444(5) 6346(5) 46(2)
C(15) 7702(6) 4656(5) 7163(5) 46(2)
C(16) 8186(5) 3853(5) 7646(5) 44(2)
C(17) 7848(7) 5731(6) 7475(6) 63(2)
C2l 9298(5) 393(6) 8280(5) 45(2)
C(22) 9731(6) -228(7) 7706(5) 66(2)
N(23) 8961(5) -582(5) 6921(4) 59(2)
C(24) 8591(11) -1603(7) 6997(7) 95(4)
C(25) 8080(7) -1655(7) 7619(8) 82(3)
N(26) 7806(5) -663(5) 7887(5) 59(2)
C(27) 8593(7) -226(7) 8592(5) 62(2)
C(28) 10134(7) 809(7) 9038(6) 68(3)
C@3l1) 5496(6) 2493(6) 3756(5) 4712)
C32) 6176(6) 1940(7) 3362(5) 57(2)
N(33) 6532(4) 991(5) 3810(4) 45(2)
C(34) 5930(6) 112(7) 3414(6) 63(2)
C@3)5) 4976(7) 67(7) 3610(6) 66(2)
N(36) 4887(5) 883(5) 4175(4) 50(2)
C37) 4625(5) 1858(6) 3740(5) 52(2)
C(38) 5171(8) 3493(7) 3309(6) 75(3)
O(1W) 7995(6) -1224(6) 4756(6) 111(3)
CI(1) 3792(2) 3363(2) 5738(2) 85(1)
O(1P) 4306(10) 2440(9) 5889(10) 143(7)
Oo(1pP") 4805(12) 3538(16) 6027(19) 268(19)
O(2P) 4251(10) 3947(10) 5204(9) 130(6)
o(2pP") 3405(17) 3073(16) 4880(10) 140(11)
O@3P) 2804(9) 3289(12) 5297(10) 156(7)
o@3p") 3360(16) 4354(12) 5793(17) 182(14)
O(4P) 3996(12) 3932(11) 6495(9) 152(7)
O®4pP") 3488(16) 2757(14) 6299(12) 123(10)
Cl1(2) 9380(2) 1781(2) 5375(2) 80(1)
O(5P) 9951(9) 1660(10) 4797(8) 87(4)
O(5P" 10205(11) 2166(14) 5257(12) 114(8)
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Tabela C.1. Coordenadas atdmicas (x 10%) e pardmetros térmicos isotropicos (A2 x 10%) para o complexo 1.
OBSERVACAO: U(eq) é definido como ¥4 do trago do tensor U ortogonalizado (continuagio)

x y 4 U(eq)
O(6P) 8412(8) 1719(13) 4818(8) 115(6)
O(6P") 8594(12) 2476(15) 4974(13) 133(9)
O(7P) 9549(15) 911(13) 5902(12) 194(10)
O(7P") 9090(18) 836(12) 5206(17) 224(15)
O(8P) 9595(15) 2627(13) 5851(13) 198(10)
O(8P") 9552(15) 1963(18) 6285(9) 139(9)
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Tabela C.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligagdo para o complexo 1

Cu(1)-0(2) 1,920(5) 0(2)~Cu(1)-N(1) 172,2(2)
Cu(1)-N(1) 1,928(6) 0(2)—Cu(1)-0(1) 81,26(19)
Cu(1)-0(1) 1,954(4) N(1)—-Cu(1)-0(1) 90,9(2)
Cu(1)-N(23) 2,041(7) 0(2)~Cu(1)-N(23) 100,6(2)
Cu(1)-N(26) 2,524(7) N(1)-Cu(1)-N(23) 86,8(3)
Cu(1)-Cu(2) 2,8957(13) O(1)~Cu(1)-N(23) 160,8(3)
Cu(2)-N(4) 1,912(6) 0(2)~Cu(1)-N(26) 108,4(2)
Cu(2)-0(2) 1,914(5) N(1)~Cu(1)-N(26) 76,3(2)
Cu(2)-0(1) 1,963(4) O(1)~Cu(1)-N(26) 127,7(2)
Cu(2)-N(33) 2,092(6) N(23)~Cu(1)-N(26) 70,2(3)
Cu(2)-N(36) 2,372(6) N4)-Cu(2)-0(2) 172,1(2)
0(1)-C(12) 1,326(8) N(4)—Cu(2)-0(1) 91,1(2)
N(1)-C(2) 1,256(9) 0(2)-Cu(2)-0(1) 81,16(19)
N(1)-C(21) 1,477(9) N(4)~Cu(2)-N(33) 85,3(2)
C(2)-C(11) 1,456(10) 0(2)~Cu(2)-N(33) 102,1(2)
C(3)-N(4) 1,258(9) 0(1)~Cu(2)-N(33) 151,7(2)
C(3)-C(13) 1,442(10) N(4)-Cu(2)-N(36) 80,5(2)
N(@4)-C(31) 1,487(9) 0(2)-Cu(2)-N(36) 104,1(2)
C(11)-C(16) 1,406(9) O(1)~Cu(2)-N(36) 134,9(2)
C(11)-C(12) 1,416(9) N(33)-Cu(2)-N(36) 72,1(2)
C(12)-C(13) 1,418(9) C(12)-O(1)~Cu(1) 128,7(4)
C(13)-C(14) 1,393(10) C(12)-0(1)~Cu(2) 128,0(4)
C(14)-C(15) 1,380(11) Cu(1)-0(1)~Cu(2) 95,33(19)
C(15)-C(16) 1,373(10) Cu(2)-0(2)—Cu(1) 98,1(2)
C(15)-C(17) 1,505(10) C(2)-N(1)-C(21) 124,2(6)
C(21)-C(27) 1,521(11) C(2)-N(1)~Cu(1) 127,9(5)
C(21)-C(28) 1,523(11) C(21)-N(1)~Cu(1) 107,7(4)
C(21)-C(22) 1,530(12) N(1)-C(2)-C(11) 126,3(7)
C(22)-N(23) 1,474(11) N4)-C(3)-C(13) 126,3(7)
N(23)-C(24) 1,475(13) C(3)-N(@4)-C(31) 124,9(6)
C(24)-C(25) 1,444(16) C(3)-N(4)-Cu(2) 128,2(5)
C(25)-N(26) 1,481(12) C(31)-N(4)-Cu(2) 107,0(4)
N(26)-C(27) 1,450(11) C(16)-C(11)-C(12) 119,3(6)
C(31)-C(37) 1,507(11) C(16)-C(11)-C(2) 117,8(6)
C(31)-C(38) 1,513(11) C(12)-C(11)-C(2) 122,9(6)
C(31)-C(32) 1,528(11) 0(1)-C(12)~C(11) 121,1(6)
C(32)-N(33) 1,463(10) O(1)-C(12)-C(13) 120,8(6)
N(33)-C(34) 1,471(10) C(11)-C(12)-C(13) 118,1(6)
C(34)-C(35) 1,516(12) C(14)-C(13)-C(12) 118,7(7)
C(35)-N(36) 1,455(11) C(14)-C(13)-C(3) 117,9(6)
N(36)-C(37) 1,465(10) C(12)-C(13)-C(3) 123,3(6)
CI(1)-O(3P) 1,376(12) C(15)-C(14)-C(13) 123,8(7)
CI(1)-O(2P") 1,386(15) C(16)-C(15)-C(14) 116,9(7)
CI(1)-O(4P") 1,395(14) C(16)-C(15)-C(17) 123,3(8)
CI(1)-O(4P) 1,398(12) C(14)-C(15)-C(17) 119,8(7)
CI(1)-O(1P") 1,403(15) C(15)-C(16)-C(11) 122,8(7)
CI(1)-O(1P) 1,411(11) N(1)-C(21)-C(27) 104,9(6)
CI(1)-O(3P") 1,470(15) N(1)-C(21)-C(28) 115,4(6)
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Tabela C.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o complexo 1 (continuagio)

CI(1)-O(2P) 1,478(11) C(27)-C(21)-C(28) 111,1(7)
O(1P)-O(4P") 1,59(2) N(1)-C(21)-C(22) 104,8(6)
O(1P)-O(1P") 1,607(17) C(27)-C(21)-C(22) 111,8(7)
O(1P")-O(2P) 1,43(3) C(28)-C(21)-C(22) 108,8(7)
O(1P')~O(4P) 1,68(3) N(23)-C(22)-C(21) 111,3(7)
O(2P)-O(2P") 1,640(17) C(22)-N(23)-C(24) 114,2(7)
0(2P")-O(3P) 1,30(2) C(22)-N(23)~Cu(1) 105,5(5)
O(3P)-O(3P") 1,695(17) C(24)-N(23)—Cu(1) 111,7(7)
O(3P)-0O(4P" 1,76(2) C(25)-C(24)-N(23) 112,7(8)
O(3P")-O(4P) 1,34(2) C(24)-C(25)-N(26) 114,5(8)
O(4P)-O(4P") 1,706(16) C(27)-N(26)-C(25) 112,0(7)
CI1(2)~O(7P") 1,320(14) C(27)-N(26)—Cu(1) 99,6(5)
Cl1(2)-O(8P) 1,343(13) C(25)-N(26)—-Cu(1) 102,3(6)
C1(2)-O(5P") 1,369(13) N(26)-C(27)-C(21) 112,6(7)
Cl1(2)-O(6P) 1,399(11) N(4)-C(31)-C(37) 105,1(6)
C1(2)-O(7P) 1,413(13) N(4)-C(31)-C(38) 115,0(6)
Cl1(2)-O(6P") 1,443(14) C(37)-C(31)-C(38) 110,8(7)
C1(2)-O(8P") 1,450(14) N(4)-C(31)-C(32) 102,7(6)
C1(2)-O(5P) 1,455(11) C(37)-C(31)-C(32) 112,0(7)
O(5P)-O(5P") 0,985(16) C(38)-C(31)-C(32) 110,9(7)
O(5P")~O(8P) 1,63(2) N(33)-C(32)-C(31) 111,6(6)
O(6P)-O(6P") 1,048(17) C(32)-N(33)-C(34) 113,6(6)
O(6P)-O(7P") 1,52(2) C(32)-N(33)-Cu(2) 104,5(4)
O(6P")~O(8P) 1,68(2) C(34)-N(33)~Cu(2) 110,9(5)
O(7P)-O(7P") 1,120(19) N(33)-C(34)-C(35) 112,6(7)
O(7P)-O(8P") 1,53(2) N(36)-C(35)-C(34) 112,4(7)
O(8P)-O(8P") 1,142(18) C(35)-N(36)-C(37) 114,2(7)
C(35)-N(36)-Cu(2) 105,0(5)
C(37)-N(36)-Cu(2) 100,1(4)
N(36)-C(37)-C(31) 113,7(6)
O(3P)-Cl(1)-O(2P") 56,3(10)
O(3P)—CI(1)-O(4P") 78,9(11)
0(2P')~CI(1)-O(4P") 113,5(9)
O(3P)-CI(1)-O(4P) 112,6(8)
0(2P')~CI(1)-O(4P) 161,3(11)
O(4P)—CI(1)~O(4P) 75,3(8)
O(3P)—CI(1)-O(1P") 167,9(13)
O(2P)—CI(1)~O(1P" 114,7(12)
O(4P')~CI(1)-O(1P") 113,0(11)
O(4P)—CI(1)-O(1P") 73,6(12)
O(3P)-Cl(1)-O(1P) 115,2(8)
O(2P)—CI(1)~O(1P) 87,2(12)
0(4P')-CI(1)-O(1P) 69,3(10)
O(4P)-CI(1)-O(1P) 111,5(8)
O(1P')~CI(1)~O(1P) 69,7(8)
O(3P)-CI(1)-O(3P") 73,0(8)
0(2P')-CI(1)-O(3P") 105,8(11)
O(4P)—CI(1)-O(3P") 104,0(10)

177



Tabela C.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o complexo 1 (continuagio)

O(4P)—C1(1)-O(3P") 55,5(10)
O(1P)—CI(1)-O(3P") 104,4(9)
O(1P)-CI(1)-O(3P") 167,0(11)
O(3P)-CI(1)-O(2P) 108,5(8)
O(2P)—CI(1)~O(2P) 69,8(7)
O(4P)—CI(1)~O(2P) 172,0(10)
O(4P)-CI(1)-O(2P) 103,8(7)
O(1P")—CI(1)~O(2P) 59,5(11)
O(1P)-CI(1)-O(2P) 104,2(7)
O(3P)—CI(1)~O(2P) 81,5(11)
CI(1)-O(1P)-O(4P") 54,9(7)
CI(1)-O(1P)-O(1P") 54,9(7)
O(4P)-O(1P)-O(1P" 93,6(11)
CI(1)-O(1P")~O(2P) 62,909)
CI(1)-O(1P")~O(1P) 55,4(6)
O(2P)-O(1P")~O(1P) 97,1(12)
CI(1)~O(1P")~O(4P) 53,0(8)
O(2P)-O(1P')~O(4P) 93,1(12)
O(1P)-O(1P')~O(4P) 89,9(10)
O(1P")~O(2P)—CI(1) 57,6(8)
O(1P)~O(2P)~O(2P" 99,5(11)
CI(1)-O(2P)-O(2P") 52,5(6)
O(3P)-0(2P')~CI(1) 61,5(8)
O(3P)-O(2P')~O(2P) 103,3(11)
CI(1)-O(2P")~O(2P) 57,7(6)
0(2P")~O(3P)—CI(1) 62,3(8)
O(2P)-O(3P)-O(3P" 98,1(11)
CI(1)-O(3P)-O(3P") 56,0(7)
O(2P)~O(3P)~O(4P") 97,7(12)
CI(1)-O(3P)-O(4P") 51,0(7)
O(3P)~O(3P)~O(4P" 81,6(9)
O(4P)-O(3P")—CI(1) 59,5(8)
O(4P)-O(3P')-O(3P) 98,5(11)
CI(1)-O(3P")~O(3P) 51,0(6)
O(3P)~O(4P)—ClI(1) 65,0(8)
O(3P")~O(4P)-O(1P" 97,1(14)
CI(1)-O(4P)-O(1P") 53,3(8)
O(3P")~O(4P)—~O(4P" 95,1(11)
CI(1)~O(4P)-O(4P") 52,3(6)
O(1P")~O(4P)—~O(4P") 87,2(9)
CI(1)-O(4P")~O(1P) 55,8(7)
CI(1)~O(4P")~O(4P) 52,4(6)
O(1P)-O(4P')~O(4P) 89,3(9)
CI(1)~O(4P")~O(3P) 50,1(7)
O(1P)-O(4P')-O(3P) 88,9(10)
O(4P)-O(4P')-O(3P) 83,4(9)
O(7P)~Cl(2)~O(8P) 155,7(12)
O(7P)—CI1(2)~O(5P") 123,7(12)
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Tabela C.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o complexo 1 (continuagio)

0(8P)—Cl(2)-O(5P") 74,0(10)
O(7P")—CI(2)~O(6P) 68,1(10)
O(8P)—Cl(2)~O(6P) 114,8(9)
O(5P")—CI(2)~O(6P) 131,3(10)
O(7P')~C1(2)-O(7P) 48.2(9)
O(8P)-Cl(2)-O(7P) 111,5(9)
O(5P')~C1(2)-O(7P) 114,1(11)
O(6P)-C1(2)-O(7P) 106,7(8)
O(7P')~C1(2)-O(6P") 111,2(10)
O(8P)—C1(2)-O(6P") 74,2(11)
O(5P')~Cl(2)-O(6P") 106,8(9)
O(6P)—C1(2)-O(6P") 43,2(7)
O(7P)—Cl(2)-O(6P") 138,8(11)
O(7P")—CI(2)~O(8P") 108,3(10)
O(8P)—Cl(2)-O(8P") 48,1(8)
O(5P")—CI(2)~O(8P") 102,6(9)
O(6P)—C1(2)-O(8P") 118,6(10)
O(7P)—C1(2)-O(8P") 64,8(9)
0(6P')~C1(2)-O(8P") 101,7(9)
O(7P"—CI(2)~O(5P) 88,1(12)
O(8P)—Cl(2)~O(5P) 113,4(8)
O(5P"—CI(2)~O(5P) 40,7(7)
O(6P)—-Cl1(2)~O(5P) 103,1(7)
O(7P)-Cl(2)-O(5P) 106,7(8)
0(6P')~C1(2)-O(5P) 107,7(9)
O(8P"—CI(2)~O(5P) 138,2(9)
O(5P')-O(5P)—Cl(2) 64,9(9)
O(5P)-O(5P")~Cl(2) 74,4(10)
O(5P)-O(5P")~O(8P) 124,9(14)
CI1(2)~O(5P")—O(8P) 52,3(7)
O(6P')-O(6P)—CI(2) 70,6(9)
O(6P"~O(6P)~O(7P") 123,9(13)
Cl(2)-O(6P)-O(7P") 53,5(7)
O(6P)-O(6P")—Cl(2) 66,2(9)
O(6P)-O(6P")~O(8P) 113,5(13)
C1(2)~O(6P")—O(8P) 50,2(7)
O(7P')-O(7P)—Cl(2) 61,5(9)
O(7P")~O(7P)~O(8P") 114,7(14)
Cl(2)-O(7P)-O(8P") 58,8(7)
O(7P)-O(7P")~Cl(2) 70,2(10)
O(7P)-O(7P")~O(6P) 116,2(16)
C1(2)~O(7P")—O(6P) 58,4(8)
O(8P')-O(8P)—Cl(2) 70,9(9)
O(8P")~O(8P)~O(5P") 103,6(14)
Cl1(2)-O(8P)-O(5P") 53,7(7)
O(8P")~O(8P)—O(6P") 103,5(14)
C1(2)-O(8P)-O(6P") 55,6(7)
O(5P")~O(8P)—O(6P") 85,9(10)
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Tabela C.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligagdo para o complexo 1 (continuagio)

0(8P)-O(8P)—CI(2) 61,0(8)
O(8P)-O(8P')~O(7P) 115,9(13)
Cl(2)-O(8P")—O(7P) 56,4(7)
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Tabela C.3. ParAmetros térmicos de deslocamento anisotropico (A2 x 103) para o complexo 1. OBSERVACAO:

O fator exponencial tem a forma: -2 %« [h%a® x U'' + - + 2hka « b x U'?]

" U2 U U3 s e
Cu(1) 45(1) 27(1) 43(1) 0(1) 5(1) 1(1)
Cu(2) 55(1) 29(1) 37(1) -2(1) 6(1) 0(1)
O(1) 47(3) 23(2) 35(2) -2(2) 4(2) 0(2)
0(2) 53(3) 29(2) 46(3) -71(2) 8(2) 2(2)
N(1) 44(3) 33(3) 37(3) 6(3) 7(3) -1(3)
C(2) 47(4) 36(4) 37(4) 1(3) 10(3) -4(3)
C@3) 45(4) 37(4) 49(4) 7(4) 11(4) 6(3)
N(4) 46(3) 29(3) 40(3) 3(3) 9(3) 2(3)
C(11) 40(4) 29(4) 40(4) -5(3) 15(3) -7(3)
C(12) 40(4) 31(4) 40(4) -5(3) 16(3) 0(3)
C(13) 46(4) 25(4) 50(4) -2(3) 19(4) 5(3)
C(14) 47(4) 28(4) 59(5) -4(3) 13(4) 7(3)
C(15) 53(5) 29(4) 64(5) -9(4) 28(4) -4(3)
C(16) 44(4) 44(4) 45(4) -10(4) 15(3) -7(3)
C(17) 68(6) 33(4) 88(7) -19(4) 26(5) -12(4)
C21) 47(4) 44(4) 38(4) 15(3) 4(3) 6(4)
C(22) 61(5) 76(6) 54(5) 15(5) 12(4) 24(5)
N(23) 74(5) 53(4) 47(4) 3(3) 17(4) 18(4)
C(24) 165(12) 39(5) 69(7) -2(5) 23(8) 27(6)
C(25) 62(6) 41(5) 121(9) 5(6) -3(6) -1(4)
N(26) 49(4) 40(4) 77(5) 10(3) 8(4) -3(3)
C(27) 79(6) 60(6) 44(5) 14(4) 16(4) -5(5)
C(28) 66(6) 59(5) 55(5) 9(4) -13(4) -4(5)
C@31) 56(5) 40(4) 37(4) 5(3) 6(4) 2(4)
C(32) 60(5) 69(6) 40(4) -1(4) 14(4) -7(4)
N(33) 38(3) 54(4) 45(4) -9(3) 15(3) 4(3)
C(34) 57(5) 71(6) 57(5) -25(5) 12(4) 4(5)
C(35) 69(6) 71(6) 54(5) -22(5) 15(4) -24(5)
N(36) 50(4) 56(4) 49(4) -2(3) 21(3) -6(3)
C(37) 41(4) 67(6) 42(4) -1(4) 5(3) 10(4)
C(38) 99(8) 57(6) 50(5) 12(4) -2(5) 14(5)
O(1W) 99(6) 113(7) 130(7) -40(6) 49(5) 2(5)
CI(1) 105(2) 82(2) 72(2) -2(1) 35(2) 4(2)
Cl(2) 59(1) 106(2) 65(2) 15(1) 7(1) -29(1)
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Tabela C.4. Coordenadas de hidrogénio (x 10%) e pardmetros de deslocamento isotropico (A2 x 103) para 1

x y z U(eq)
H(20) 7202 371 5399 54
H(2) 9072 2274 8429 49
H(3) 5964 3951 4837 54
H(14) 6745 4980 6004 55
H(16) 8623 3976 8196 53
H(17A) 7434 6167 7039 94
H(17B) 8520 5919 7590 94
H(17C) 7683 5792 7994 94
H(22A) 10198 181 7542 79
H(22B) 10078 -805 8028 79
H(23) 9125 -521 6451 70
H(24A) 8151 -1812 6436 114
H(24B) 9137 2070 7165 114
H(25A) 8491 -2007 8128 99
H(25B) 7489 2052 7375 99
H(26) 7216 -661 7975 71
H(27A) 8953 763 8964 74
H(27B) 8316 202 8932 74
H(28A) 10567 1195 8825 102
H(28B) 10489 260 9383 102
H(28C) 9873 1233 9385 102
H(32A) 5826 1802 2757 68
H(32B) 6730 2370 3393 68
H(33) 7159 885 3826 54
H(34A) 6301 499 3625 76
H(34B) 5787 138 2793 76
H(35A) 4433 102 3073 79
H(35B) 4936 -574 3882 79
H(36) 4687 779 4509 60
H(37A) 4230 2231 4015 63
H(37B) 4226 1741 3144 63
H(38A) 4747 3827 3567 113
H(38B) 4826 3379 2707 113
H(38C) 5734 3907 3369 113
H(1WA) 7582 -1466 4268 133
H(1WB) 8444 -882 4625 133
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Tabela C.5. Liga¢des de hidrogénio para o complexo 1 [A ¢ °]

D-H-A d(D-H) d(H~A) d(D~A) <(DHA)
0(2)-H(20)--O(1W) 0,70 2,12 2,816(9) 172,7
N(23)-H(23)-+0(7P) 0,88 2,27 2,890(16) 127,4
N(26)-H(26)-O(4P) 0,91 2,26 3,134(17) 127,4
N(26)-H(26)--O(3P") 0,91 2,42 3,15(3) 136,7
N(33)-H(33)-O(6P) 0,91 2,28 2,846(13) 119,7
N(36)-H(36)-0@2)" 0,71 2,55 3,046(8) 128,9
O(1W)-H(1WA)-+O(4P")" 0,89 2,29 3,05(2) 143,3
O(1W)-H(1WB)--O(5P) 0,87 2,43 2,873(14) 112,1
O(1W)-H(1WB)--O(7P") 0,87 2,53 3,121(17) 125,9

Codigos de simetria: (i) —x+ 1,y — %, —z+ 1%; (i)—~x+1,-y,—=z+1; (@{Qi)—~x+2,-y,—z+1.
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Apéndice D — Dados Cristalograficos Suplementares para o Complexo 2

Tabela D.1. Coordenadas atdmicas (x 10%) ¢ parAmetros térmicos isotropicos (A2 x 10%) para o complexo 2.
OBSERVACAO: U(eq) ¢ definido como ¥4 do trago do tensor U¥ ortogonalizado

x y 4 U(eq)
Cu(1) 1553(1) 3876(1) 10204(1) 34(1)
Cu(2) 2468(1) 5468(1) 9104(1) 38(1)
o(1) 2117(3) 3816(4) 9250(3) 47(1)
0(10) 1550(3) 5621(4) 10040(2) 34(1)
N(1) 1242(3) 4079(5) 11265(3) 33(1)
C(2) 1256(4) 5041(6) 11659(4) 36(2)
C@3) 2030(4) 7923(6) 9552(3) 37(2)
N(4) 2666(3) 7286(5) 9093(3) 36(1)
C(5) 2017(5) 9253(6) 12332(4) 53(2)
C(11) 1545(4) 6206(5) 11384(3) 32(1)
C(12) 1696(4) 6431(5) 10591(3) 29(1)
C(13) 1969(4) 7604(5) 10390(3) 31(1)
C(14) 2093(4) 8466(6) 10956(4) 38(2)
C(15) 1929(4) 8269(6) 11734(4) 38(2)
C(16) 1654(4) 7138(6) 11927(4) 39(2)
C(21) 867(4) 2933(6) 11524(4) 40(2)
C(22) 1432(4) 1931(6) 11270(4) 41(2)
N(23) 1639(3) 2071(5) 10443(3) 40(1)
C(24) 1115(5) 1352(7) 9906(5) 61(2)
C(25) 264(5) 1854(8) 9841(5) 70(2)
N(26) 167(4) 3002(5) 10247(4) 50(2)
C(27) 64(4) 2885(7) 11073(4) 52(2)
C(28) 740(5) 2830(7) 12389(4) 61(2)
C(30) 3483(4) 7538(6) 9423(4) 44(2)
C@31) 3743(4) 6542(6) 9976(4) 37(2)
N(32) 3393(3) 5461(5) 9861(3) 37(1)
C(33) 3660(5) 4525(7) 10289(4) 49(2)
C(34) 4260(5) 4634(8) 10846(4) 57(2)
C(35) 4593(5) 5746(8) 10974(4) 59(2)
C(36) 4334(4) 6719(8) 10540(4) 53(2)
C(40) 2571(4) 7692(6) 8278(4) 46(2)
C(41) 1975(4) 6900(7) 7834(4) 49(2)
N(42) 1850(3) 5794(5) 8127(3) 45(1)
C(43) 1375(5) 5016(8) 7728(5) 58(2)
C(44) 1016(6) 5313(10) 7024(5) 77(3)
C(45) 1162(6) 6466(11) 6727(5) 85(3)
C(46) 1636(5) 7282(10) 7138(5) 70(3)
CI(1) 4083(1) 5707(2) 7270(1) 62(1)
O(1P) 3837(4) 5398(6) 8029(3) 94(2)
O(2P) 3357(8) 5700(30) 6823(9) 141(8)
O(2P" 3676(17) 4920(19) 6738(8) 131(9)
O(3P) 4394(15) 6858(14) 7314(12) 143(10)
o3P 3886(15) 6888(12) 7047(11) 99(8)
O(4P) 4590(14) 4891(15) 6972(10) 117(8)
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Tabela D.1. Coordenadas atdmicas (x 10%) e pardmetros térmicos isotropicos (A2 x 10%) para o complexo 2.
OBSERVACAO: U(eq) é definido como ¥4 do trago do tensor U ortogonalizado (continuagio)

x y z U(eq)
O(4P") 4917(8) 5510(30) 7218(12) 129(9)
CI(2) 1116(1) 5928(2) 4288(1) 54(1)
O(5P) 1620(4) 6691(7) 3862(4) 111(3)
O(6P) 954(7) 4928(11) 3813(7) 110(5)
O(6P") 1019(12) 4700(12) 4104(14) 72(8)
O(7P) 1651(6) 5611(10) 4939(5) 84(4)
O(7P") 1395(15) 5980(30) 5075(9) 220(20)
O(8P) 461(6) 6500(10) 4586(8) 109(5)
O(8P") 332(9) 6494(17) 4224(16) 88(9)
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Tabela D.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligagdo para o complexo 2

Cu(1)-0(1)
Cu(1)-N(1)
Cu(1)-0(10)
Cu(1)-N(23)
Cu(1)—N(26)
Cu(1)—Cu(2)
Cu(2)-0(1)
Cu(2)-N(42)
Cu(2)-N(32)
Cu(2)-N(4)
Cu(2)-0(10)
Cu(2)-0O(1P)
0(10)-C(12)
N(1)—C(2)
N(1)-C(21)
C2)—C(11)
C(3)—C(13)
C(3)-N#4)
N(4)—C(30)
N(4)—C(40)
C(5)—C(15)
C(11)-C(16)
C(11)—C(12)
C(12)—C(13)
C(13)—C(14)
C(14)-C(15)
C(15)—C(16)
C(21)-C(22)
C(21)—C(28)
C21)-C(27)
C(22)—N(23)
N(23)-C(24)
C(24)-C(25)
C(25)-N(26)
N(26)-C(27)
C(30)-C(31)
C(31)-N(32)
C(31)-C(306)
N(32)-C(33)
C(33)-C(34)
C(34)-C(35)
C(35)-C(306)
C(40)—C(41)
C(41)-N(42)
C(41)-C(40)
N(42)—-C(43)
C(43)—C(44)
C(44)-C(45)

1,923(4)
1,936(5)
1,944(4)
2,036(5)
2,498(6)
3,0302(11)
1,930(5)
1,989(6)
1,994(5)
2,032(5)
2,262(4)
2,979(6)
1,325(7)
1,260(8)
1,483(8)
1,456(8)
1,501(8)
1,512(8)
1,484(8)
1,485(8)
1,505(9)
1,401(8)
1,425(8)
1,417(8)
1,377(9)
1,400(9)
1,372(9)
1,522(9)
1,524(9)
1,529(10)
1,491(8)
1,486(9)
1,519(11)
1,458(10)
1,452(9)
1,513(9)
1,338(8)
1,379(9)
1,339(8)
1,374(10)
1,360(11)
1,373(11)
1,514(10)
1,338(9)
1,383(10)
1,344(9)
1,383(11)
1,395(14)

O(1)~Cu(1)-N(1)
O(1)~Cu(1)-0(10)
N(1)-Cu(1)-0(10)
O(1)~Cu(1)-N(23)
N(1)-Cu(1)-N(23)
0(10)~Cu(1)-N(23)
O(1)~Cu(1)-N(26)
N(1)~Cu(1)-N(26)
0(10)~Cu(1)-N(26)
N(23)~Cu(1)-N(26)
O(1)~Cu(2)-N(42)
0(1)~Cu(2)-N(32)
N(42)-Cu(2)-N(32)
O(1)~Cu(2)-N(4)
N(42)-Cu(2)-N(4)
N(32)-Cu(2)-N(4)
0(1)~Cu(2)~0(10)
N(42)—~Cu(2)-0(10)
N(32)-Cu(2)-0(10)
N(4)—Cu(2)-0(10)
O(1)~Cu(2)-O(1P)
N(42)—~Cu(2)-O(1P)
N(32)-Cu(2)-O(1P)
N(4)—Cu(2)-O(1P)
0(10)~Cu(2)~O(1P)
Cu(1)-0(1)~Cu(2)
C(12)-0(10)—Cu(1)
C(12)-0(10)~Cu(2)
Cu(1)-0(10)~Cu(2)
C(2)-N(1)-C(21)
C(2)-N(1)-Cu(1)
C(21)-N(1)~Cu(1)
N(1)-C(2)-C(11)
C(13)-C(3)-N(4)
C(30)-N(4)—C(40)
C(30)-N(4)-C(3)
C(40)-N(4)-C(3)
C(30)-N(4)-Cu(2)
C(40)-N(4)~Cu(2)
C(3)-N(4)—Cu(2)
C(16)-C(11)-C(12)
C(16)-C(11)-C(2)
C(12)-C(11)-C(2)
0(10)-C(12)—C(13)
0(10)-C(12)~C(11)
C(13)-C(12)-C(11)
C(14)-C(13)-C(12)
C(14)-C(13)-C(3)

165,7(2)
84,65(18)
91,46(19)

96,2(2)
86,5(2)
175,0(2)
118,9(2)
75,3(2)
112,79(19)
71,2(2)
97,6(2)
98,1(2)
158,7(2)
168,9(2)
83,9(2)
83,5(2)
76,37(17)
104,8(2)
92,87(18)
92,62(18)
107,23(19)
81,8(2)
79,88(19)
83,9(2)
172,23(17)
103,7(2)
124,1(4)
117,0(4)
91,87(16)
123,7(5)
127,6(4)
108,3(4)
124,5(6)
117,9(5)
112,5(5)
110,8(5)
107,6(5)
109,1(4)
107,0(4)
109,7(4)
119,8(6)
117,7(5)
122,5(5)
119,4(5)
123,0(5)
117,5(5)
119,8(6)
121,0(6)
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Tabela D.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o complexo 2 (continuagio)

C(45)-C(46)
CI(1)-O(4P)
CI(1)-O(3P)
CI(1)-O(3P")
CI(1)-O(4P")
CI(1)-O(2P)
CI(1)-O(2P")
CI(1)-O(1P)
0(2P)-0O(2P")
0(2P)-O(3P")
O(2P")-O(4P)
O(3P)-O(3P"
O(3P)-0O(4P")
O(4P)-O(4P")
Cl1(2)-O(8P)
Cl1(2)-O(6P")
Cl1(2)-O(6P)
C1(2)-O(5P)
Cl1(2)-O(7P")
Cl1(2)-O(8P")
Cl1(2)-O(7P)
O(6P)-O(6P")
O(7P)-O(7P")
O(8P)-O(8P")

1,381(13)
1,345(10)
1,371(11)
1,394(10)
1,407(11)
1,415(11)
1,423(11)
1,430(6)
1,025(18)
1,62(2)
1,56(2)
0,951(18)
1,73(2)
0,967(18)
1,369(9)
1,399(12)
1,399(9)
1,410(6)
1,430(13)
1,445(13)
1,460(8)
0,57(2)
0,64(3)
0,66(2)

C(12)-C(13)-C(3)

C(13)-C(14)-C(15)
C(16)-C(15)-C(14)
C(16)-C(15)-C(5)

C(14)-C(15)-C(5)

C(15)-C(16)-C(11)
N(1)-C(21)-C(22)

N(1)-C(21)-C(28)

C(22)-C(21)-C(28)
N(1)-C(21)-C(27)

C(22)-C(21)-C(27)
C(28)-C(21)-C(27)
N(23)-C(22)-C(21)
C(24)-N(23)-C(22)
C(24)-N(23)~Cu(1)
C(22)-N(23)—Cu(1)
N(23)-C(24)-C(25)
N(26)-C(25)-C(24)
C(27)-N(26)-C(25)
C(27)-N(26)—Cu(1)
C(25)-N(26)~Cu(1)
N(26)-C(27)-C(21)
N(4)—-C(30)-C(31)

N(32)-C(31)-C(36)
N(32)-C(31)-C(30)
C(36)-C(31)-C(30)
C(31)-N(32)-C(33)
C(31)-N(32)~Cu(2)
C(33)-N(32)-Cu(2)
N(32)-C(33)-C(34)
C(35)-C(34)-C(33)
C(34)-C(35)-C(36)
C(35)-C(36)-C(31)
N(4)-C(40)—-C(41)

N(42)—C(41)-C(46)
N(42)-C(41)-C(40)
C(46)-C(41)-C(40)
C(41)-N(42)-C(43)
C(41)-N(42)-Cu(2)
C(43)-N(42)—Cu(2)
N(42)—C(43)-C(44)
C(43)-C(44)-C(45)
C(46)-C(45)-C(44)
C(45)-C(46)-C(41)
O(4P)—Cl(1)-O(3P)
O(4P)—CI(1)-O(3P")
O(3P)-CI(1)-O(3P")
O(4P)—CI(1)-O(4P")

118,8(5)
123,3(6)
116,8(6)
121,0(6)
122,2(6)
122,7(6)
105,3(5)
115,6(6)
109,5(6)
104,0(5)
111,3(6)
110,9(6)
111,3(5)
113,6(6)
110,9(4)
106,2(4)
112,3(6)
113,3(6)
114,6(6)
101,3(4)
101,9(5)
112,1(6)
110,6(5)
121,9(6)
115,9(6)
122,1(7)
117,9(6)
114,7(4)
127,2(5)
123,0(7)
118,5(7)
119,7(8)
118,9(8)
111,2(5)
123,0(8)
116,0(6)
120,8(8)
118,8(7)
113,9(5)
127,2(6)
122,4(9)
117,8(9)
120,4(9)
117,7(10)
113,7(9)
131,5(10)
40,2(8)
41,1(7)
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Tabela D.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o complexo 2 (continuagio)

O(3P)—CI(1)-O(4P") 76,9(10)
O(3P)—CI(1)~O(4P" 110,3(8)
O(4P)-CI(1)-O(2P) 108,7(8)
O(3P)-CI(1)-O(2P) 110,4(8)
O(3P)—CI(1)~O(2P) 70,2(9)
O(4P)—CI(1)~O(2P) 142,3(10)
O(4P)—CI(1)-O(2P") 68,6(9)
O(3P)-CI(1)-O(2P") 140,5(10)
O(3P)—CI(1)-O(2P" 106,6(8)
O(4P)—CI(1)-O(2P") 108,5(8)
O(2P)-CI(1)-O(2P") 42,3(8)
O(4P)-CI(1)-O(1P) 113,1(7)
O(3P)-CI(1)-O(1P) 106,6(8)
O(3P)—CI(1)~O(1P) 114,0(7)
O(4P)—CI(1)~O(1P) 109,2(8)
O(2P)-CI(1)-O(1P) 104,0(7)
O(2P)—CI(1)~O(1P) 108,0(7)
CI(1)-O(1P)-Cu(2) 144,3(4)
O(2P"~O(2P)—CI(1) 69,3(9)
O(2P")-O(2P)-O(3P" 115,7(13)
CI(1)-O(2P)-O(3P") 54,3(6)
0(2P)-0(2P")—CI(1) 68,4(9)
O(2P)-O(2P')-O(4P) 118,9(12)
CI(1)~O(2P")~O(4P) 53,3(6)
O(3P)-O(3P)—CI(1) 71,2(10)
O(3P")~O(3P)~O(4P" 115,1(15)
CI(1)-O(3P)-O(4P") 52,5(7)
O(3P)-0(3P")—CI(1) 68,5(10)
O(3P)-O(3P")-O(2P) 123,9(13)
CI(1)~O(3P")~O(2P) 55,5(7)
O(4P"~O(4P)—CI(1) 73,0(10)
O(4P")~O(4P)-O(2P") 129,1(14)
CI(1)-O(4P)-O(2P") 58,1(7)
O(4P)-0(4P")—CI(1) 66,0(9)
O(4P)-O(4P')-O(3P) 111,8(13)
CI(1)~O(4P")~O(3P) 50,6(6)
O(8P)—C1(2)-O(6P") 116,3(10)
O(8P)-Cl(2)-O(6P) 116,3(7)
O(6P)—C1(2)~O(6P) 23,6(9)
O(8P)-Cl(2)-O(5P) 114,3(6)
O(6P)—C1(2)~O(5P) 121,6(9)
O(6P)-C1(2)-O(5P) 105,6(6)
O(8P)—C1(2)-O(7P") 82,1(11)
O(6P"—CI1(2)~O(7P") 106,8(9)
O(6P)—C1(2)-O(7P") 130,3(11)
O(5P)—C1(2)-O(7P") 107,1(9)
O(8P)—C1(2)-O(8P") 26,8(9)
O(6P")—CI1(2)~O(8P") 107,6(9)
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Tabela D.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligagio para o complexo 2 (continuagio)

0(6P)—Cl1(2)-O(8P") 97,9(11)
O(5P)—C1(2)-O(8P") 104,4(8)
O(7P')~C1(2)-O(8P") 108,9(8)
O(8P)-Cl(2)-O(7P) 107,0(6)
0(6P')~C1(2)-O(7P) 90,5(10)
O(6P)-C1(2)-O(7P) 111,7(6)
O(5P)—Cl(2)~O(7P) 100,9(5)
O(7P")—CI(2)~O(7P) 25,6(11)
O(8P')~C1(2)-O(7P) 133,8(10)
O(6P—O(6P)—Cl(2) 78,2(17)
O(6P)-O(6P)—CI(2) 78,2(16)
O(7P)—O(7P)~Cl(2) 74,5(14)
O(7P)-O(7P)—CI(2) 79,9(15)
O(8P"~O(8P)—Cl(2) 83,1(15)
0(8P)-O(8P)—CI(2) 70,1(14)
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Tabela D.3. ParAmetros térmicos de deslocamento anisotropico (A2 x 103) para o complexo 2. OBSERVACAO:
O fator exponencial tem a forma: -2 %« [h%a® x U'' + - + 2hka « b x U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Cu(1) 42(1) 27(1) 34(1) 1(1) 2(1) 2(1)
Cu(2) 49(1) 31(1) 34(1) 1(1) 5(1) 1(1)
o(1) 66(3) 33(3) 44(3) 9(2) 16(2) -12)
0(10) 47(3) 26(2) 29(2) 2(2) 4(2) 2(2)
N(1) 36(3) 29(3) 34(3) 5(2) 3(2) 7(2)
CQ2) 37(4) 37(4) 33(3) 4(3) 2(3) 2(3)
C(3) 43(4) 30(3) 37(4) 6(3) 4(3) 1(3)
N(4) 41(3) 32(3) 35(3) 7(2) 6(2) 3(2)
C(5) 78(6) 38(4) 43(4) -7(3) -8(4) 3(4)
C(11) 41(4) 25(3) 30(3) 1(3) 0(3) 3(3)
C(12) 30(3) 25(3) 30(3) 3(3) 1(3) 4(3)
C(13) 31(3) 27(3) 36(3) 5(3) 3(3) 2(3)
C(14) 41(4) 25(3) 47(4) 3(3) -1(3) 2(3)
C(15) 44(4) 33(4) 35(4) -5(3) -5(3) 3(3)
C(16) 49(4) 36(4) 30(3) -1(3) 1(3) 0(3)
cl) 43(4) 35(4) 42(4) 10(3) 5(3) 7(3)
C(22) 45(4) 31(4) 47(4) 7(3) -1(3) 3(3)
N(23) 46(3) 26(3) 50(3) 4(2) 3(3) 2(3)
C(24) 83(6) 40(4) 58(5) -10(4) -8(4) 3(4)
C(25) 64(6) 66(6) 80(6) -13(5) -18(5) -11(5)
N(26) 45(4) 39(3) 65(4) 0(3) -16(3) 0(3)
C(27) 43(4) 46(4) 67(5) 1(4) 6(4) -10(4)
C(28) 78(6) 51(5) 55(5) 12(4) 19(4) -14(4)
C(30) 42(4) 38(4) 51(4) 6(3) 7(3) -6(3)
C(31) 33(4) 45(4) 34(4) 3(3) 5(3) 2(3)
N(32) 42(3) 32(3) 37(3) 1(3) 11(2) 3(3)
C(33) 61(5) 39(4) 48(4) 8(3) 8(4) 9(4)
C(34) 67(5) 58(5) 45(4) 11(4) 3(4) 23(5)
C(35) 61(5) 72(6) 45(5) 1(4) -8(4) 20(5)
C(36) 43(4) 59(5) 56(5) -5(4) 2(4) -1(4)
C(40) 55(5) 44(4) 39(4) 13(3) 9(3) 1(4)
C(41) 52(5) 64(5) 31(4) 3(4) 9(3) 16(4)
N(42) 47(3) 52(4) 34(3) -7(3) 0(3) 9(3)
C(43) 58(5) 55(5) 60(5) 23(4) 1(4) 10(4)
C(44) 69(6) 98(8) 62(6) -37(6) -17(5) 33(6)
C(45) 79(7)  126(10) 48(5) -19(6) -16(5) 51(7)
C(46) 70(6) 98(7) 41(5) 12(5) 6(4) 26(5)
CI(1) 63(1) 64(1) 55(1) -1(1) -4(1) 8(1)
O(1P) 110(5) 110(6) 62(4) 16(4) 14(4) 38(5)
0(2P) 131(14)  200(20) 94(11) -14(14) -23(10) 29(15)
0(2P") 210(20) 88(14) 89(11) 9(10) -51(13) -73(14)
0(3P) 160(20) 63(12)  210(20) 23(12)  107(17) -29(12)
O(3P") 161(19) 398)  100(12) 20(8) 64(13) 35(10)
0(4P) 153(17) 78(11)  121(13) -28(9) 63(13) 45(11)
O(4P") 85(12)  160(20)  150(18) 26(16) 48(12) 25(14)
Cl(2) 57(1) 48(1) 57(1) -4(1) 13(1) 5(1)
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Tabela D.3. Parametros térmicos de deslocamento anisotrépico (A2 x 10%) para o complexo 2. OBSERVACAO:
O fator exponencial tem a forma: -2 *x [h*a” x U'' + - + 2hka « b « U'?] (continuagio)

Ull UZZ U33 U23 U13 U12

0(5P) 100(6) 143(7) 91(5) 21(5) 25(4) 233(5)
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Tabela D.4. Liga¢des de hidrogénio para o complexo 2 [A ¢ °]

D-H-A d(D-H) d(H~A) d(D~A) <(DHA)
N(23)-H(23)-O(5P)’ 0,98 2,34 3,129(9) 136,1
N(23)-H(23)--O(7P)! 0,98 2,38 3,345(11) 165,8
N(23)-H(23)--0(7P") 0,98 2,65 3,62(2) 168,9
N(26)-H(26)--0(10)" 0,91 2,48 3,256(7) 144.4

Codigos de simetria: (i) —x + %2, vy — Y5, —z + 1%

(i), y+1,z+2.
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Apéndice E — Dados Cristalograficos Suplementares para o Complexo 3

Tabela E.1. Coordenadas atémicas (x 10%) e parmetros térmicos isotropicos (A2 x 103) para o complexo 3.
OBSERVACAO: U(eq) ¢ definido como ¥4 do trago do tensor UY ortogonalizado

x y 4 U(eq)
Cu(1) 3845(1) 4309(1) 3381(1) 30(1)
Cu(2) 5773(1) 2980(1) 3639(1) 32(1)
o(1) 5199(2) 3818(2) 4301(2) 38(1)
0(10) 4325(2) 3666(2) 2534(2) 30(1)
0(20) 3411(2) 5210(2) 4068(2) 39(1)
N(1) 2330(3) 4494(2) 2434(2) 31(1)
C(2) 1867(3) 4005(2) 1704(3) 34(1)
C@3) 5436(3) 2491(2) 1761(2) 34(1)
N(4) 6105(3) 2169(2) 2720(2) 32(1)
C(11) 2449(3) 3311(2) 1405(3) 34(1)
C(12) 3648(3) 3182(2) 1823(2) 29(1)
C(13) 4161(3) 2525(2) 1445(2) 31(1)
C(14) 3473(3) 2004(2) 707(2) 34(1)
C(15) 2295(4) 2130(2) 276(3) 39(1)
C(16) 1808(3) 2789(2) 634(3) 37(1)
C(5) 1583(4) 1609(3) -582(3) 55(1)
C(21) 1752(3) 5205(2) 2684(3) 30(1)
C(22) 2391(3) 5550(2) 3572(3) 32(1)
C(23) 1891(4) 6261(2) 3883(3) 42(1)
C(24) 837(4) 6611(3) 3337(3) 46(1)
C(25) 239(4) 6281(3) 2453(3) 44(1)
C(26) 702(3) 5584(2) 2130(3) 38(1)
C(30) 7343(3) 2299(2) 2922(3) 37(1)
C@31) 7668(3) 3278(3) 3175(3) 35(1)
N(32) 7083(3) 3716(2) 3605(2) 35(1)
C(33) 7351(4) 4585(3) 3873(3) 44(1)
C(34) 8212(4) 5044(3) 3720(3) 60(1)
C(35) 8800(4) 4606(3) 3290(3) 61(1)
C(36) 8515(4) 3713(3) 3002(3) 51(1)
C(40) 5831(3) 1205(2) 2838(3) 37(1)
C(41) 5027(3) 1137(2) 3314(3) 34(1)
N(42) 4870(3) 1895(2) 3724(2) 37(1)
C(43) 4171(4) 1860(3) 4174(3) 47(1)
C(44) 3633(4) 1080(3) 4248(4) 67(2)
C(45) 3794(4) 295(3) 3834(4) 66(1)
C(46) 4491(4) 320(3) 3360(3) 52(1)
CI(1) 8250(1) 1094(1) 5253(1) 59(1)
O(1P) 7388(10) 1761(8) 4950(7) 83(4)
O(1P" 7265(11) 1576(12) 5176(13) 137(7)
O(2P) 8727(15) 1109(11) 6201(6) 111(5)
O(2P" 8792(14) 787(13) 6155(7) 92(5)
O(3P) 7794(13) 256(7) 4900(11) 133(6)
o3P 7936(13) 346(8) 4647(11) 115(6)
O(4P) 9082(9) 1337(13) 4941(12) 170(7)
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Tabela E.1. Coordenadas atémicas (x 10%) e pardmetros térmicos isotropicos (A2 x 103) para o complexo 3.
OBSERVACAOQ: U(eq) é definido como ¥4 do trago do tensor U ortogonalizado (continuagio)

X y z U(eq)

0(4P") 8953(15) 1670(13) 5023(13) 176(8)
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Tabela E.2. Comprimentos (A, esquerda) e Angulos (°, direita) de ligacdo para o complexo 3

Cu(1)-0(1)
Cu(1)-0(20)
Cu(1)-0(10)
Cu(1)-N(1)
Cu(1)-Cu(2)
Cu(2)-0(1)
Cu(2)-N(42)
Cu(2)-N(32)
Cu(2)-N(4)
Cu(2)-0(10)
O(1)—H(1)
O(10)—C(12)
0(20)-C(22)
N(1)-C(2)
N(1)-C(21)
C@)—C(11)
C(2)-H(2)
C(3)—C(13)
C(3)-N®4)
C(3)-H(3A)
C(3)-H(3B)
N(4)—C(40)
N(4)—C(30)
C(11)-C(16)
C(11)—C(12)
C(12)-C(13)
C(13)—C(14)
C(14)-C(15)
C(14)-H(14)
C(15)-C(16)
C(15)-C(5)
C(16)-H(16)
C(5)—-H(5A)
C(5)—H(5B)
C(5)—H(50C)
C(21)-C(26)
C(21)—C(22)
C(22)-C(23)
C(23)—C(24)
C(23)-H(23)
C(24)-C(25)
C(24)-H(24)
C(25)-C(26)
C(25)-H(25)
C(26)—H(26)
C(30)-C(31)
C(30)-H(30A)
C(30)-H(30B)

1,905(3)
1,922(2)
1,926(2)
1,939(3)

3,0235(6)
1,933(2)
1,992(3)
1,999(3)
2,049(3)
2,219(2)

1,0610
1,324(4)
1,320(4)
1,291(4)
1,417(4)
1,441(5)

0,9300
1,497(5)
1,498(4)

0,9700

0,9700
1,481(4)
1,488(5)
1,400(5)
1,414(5)
1,419(5)
1,382(5)
1,391(5)

0,9300
1,381(5)
1,512(5)

0,9300

0,9600

0,9600

0,9600
1,392(5)
1,415(5)
1,404(5)
1,375(6)

0,9300
1,393(6)

0,9300
1,373(5)

0,9300

0,9300
1,499(5)

0,9700

0,9700

O(1)~Cu(1)-0(20)
O(1)~Cu(1)-0(10)
0(20)~Cu(1)-0(10)
O(1)~Cu(1)-N(1)
0(20)~Cu(1)-N(1)
0(10)~Cu(1)-N(1)
O(1)~Cu(2)-N(42)
O(1)~Cu(2)-N(32)
N(42)-Cu(2)-N(32)
O(1)~Cu(2)-N(4)
N(42)-Cu(2)-N(4)
N(32)-Cu(2)-N(4)
O(1)~Cu(2)-0(10)
N(42)-Cu(2)-0(10)
N(32)-Cu(2)-0(10)
N(4)—Cu(2)-0(10)
Cu(1)~O(1)~Cu(2)
Cu(1)-O(1)-H(1)
Cu(2)-0(1)-H(1)
C(12)-0(10)~Cu(1)
C(12)-0(10)~Cu(2)
Cu(1)-0(10)-Cu(2)
C(22)-0(20)—Cu(1)
C(2)-N(1)-C(21)
C(2)-N(1)~Cu(1)
C(21)-N(1)~Cu(1)
N(1)-C(2)~C(11)
N(1)-C(2)-H(2)
C(11)-C(2)-H(2)
C(13)-C(3)-N(4)
C(13)-C(3)-H(3A)
N(4)-C(3)-H(3A)
C(13)-C(3)-H(3B)
N(4)-C(3)-H(3B)
H(3A)-C(3)-H(3B)
C(40)-N(4)-C(30)
C(40)-N(4)-C(3)
C(30)-N(4)-C(3)
C(40)~N(4)—Cu(2)
C(30)-N(4)-Cu(2)
C(3)-N(4)—Cu(2)
C(16)-C(11)-C(12)
C(16)-C(11)-C(2)
C(12)-C(11)-C(2)
0(10)-C(12)~C(11)
0(10)-C(12)-C(13)
C(11)-C(12)-C(13)
C(14)-C(13)-C(12)

101,33(10)
85,04(10)
165,89(10)
165,57(11)
85,80(11)
90,90(11)
96,77(11)
99,76(12)
159,52(12)
168,82(12)
82,70(12)
83,38(12)
76,83(10)
95,35(11)
100,11(11)
92,08(10)
103,95(12)
120,1
131,7
125,3(2)
119,5(2)
93,38(9)
110,7(2)
123,7(3)
125,7(2)
110,5(2)
125,0(4)
117,5
117,5
117,3(3)
108,0
108,0
108,0
108,0
107,2
112,0(3)
111,1(3)
107,9(3)
109,6(2)
105,6(2)
110,4(2)
119,1(3)
118,3(4)
122,4(3)
123,3(3)
118,0(3)
118,7(3)
119,3(3)
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Tabela E.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o complexo 3 (continuagio)

C(31)-N(32)
C(31)-C(36)
N(32)-C(33)
C(33)-C(34)
C(33)-H(33)
C(34)-C(35)
C(34)-H(34)
C(35)-C(36)
C(35)-H(35)
C(36)-H(36)
C(40)-C(41)
C(40)-H(40A)
C(40)-H(40B)
C(41)-N(42)
C(41)-C(46)
N(42)-C(43)
C(43)-C(44)
C(43)-H(43)
C(44)-C(45)
C(44)-H(44)
C(45)-C(46)
C(45)-H(45)
C(46)-H(46)
CI(1)-O(3P)
CI(1)-O(4P")
CI(1)~O(4P)
CI(1)-O(2P)
CI(1)-O(2P")
CI(1)-O(1P")
CI(1)-O(1P)
CI(1)-O(3P")
O(1P)-O(1P")
0(3P)-0O(3P"
O(4P)-O(4P")

1,352(4)
1,367(5)
1,340(4)
1,383(6)
0,9300
1,355(6)
0,9300
1,383(6)
0,9300
0,9300
1,494(5)
0,9700
0,9700
1,338(4)
1,390(5)
1,341(4)
1,359(6)
0,9300
1,377(6)
0,9300
1,368(6)
0,9300
0,9300
1,375(8)
1,376(10)
1,377(9)
1,385(9)
1,397(10)
1,398(10)
1,402(8)
1,407(9)
0,52(2)
0,52(2)
0,55(2)

C(14)-C(13)-C(3)
C(12)-C(13)-C(3)
C(13)-C(14)-C(15)
C(13)-C(14)-H(14)
C(15)-C(14)-H(14)
C(16)-C(15)-C(14)
C(16)-C(15)-C(5)
C(14)-C(15)-C(5)
C(15)-C(16)-C(11)
C(15)-C(16)-H(16)
C(11)-C(16)-H(16)
C(15)-C(5)-H(5A)
C(15)-C(5)-H(5B)
H(5A)-C(5)-H(5B)
C(15)-C(5)-H(5C)
H(5A)-C(5)-H(5C)
H(5B)-C(5)-H(5C)
C(26)-C(21)-C(22)
C(26)-C(21)-N(1)
C(22)~C(21)-N(1)
0(20)-C(22)—C(23)
0(20)-C(22)~-C(21)
C(23)-C(22)-C(21)
C(24)-C(23)-C(22)
C(24)-C(23)-H(23)
C(22)-C(23)-H(23)
C(23)-C(24)-C(25)
C(23)-C(24)-H(24)
C(25)-C(24)-H(24)
C(26)-C(25)-C(24)
C(26)-C(25)-H(25)
C(24)-C(25)-H(25)
C(25)-C(26)-C(21)
C(25)-C(26)-H(26)
C(21)-C(26)-H(26)
N(4)-C(30)-C(31)
N(4)-C(30)-H(30A)

C(31)-C(30)~H(30A)

N(4)-C(30)~H(30B)

C(31)-C(30)-H(30B)
H(30A)-C(30)-H(30B)

N(32)-C(31)-C(36)
N(32)-C(31)-C(30)
C(36)-C(31)-C(30)
C(33)-N(32)-C(31)
C(33)-N(32)-Cu(2)
C(31)-N(32)-Cu(2)
N(32)-C(33)-C(34)

120,4(3)
119,8(3)
122,9(3)
118,6
118,6
117,3(4)
121,1(4)
121,6(3)
122,6(4)
118,7
118,7
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
109,5
121,4(3)
126,0(3)
112,5(3)
122,9(4)
120,3(3)
116,8(4)
121,1(4)
119,5
119,5
121,1(4)
119,5
119,5
119,3(4)
120,3
120,3
120,2(4)
119,9
119,9
109,6(3)
109,7
109,7
109,7
109,7
108,2
121,0(4)
116,0(3)
123,0(3)
119,1(3)
127,7(3)
112,9(2)
121,6(4)
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Tabela E.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o complexo 3 (continuagio)

N(32)-C(33)-H(33) 119,2
C(34)-C(33)-H(33) 119,2
C(35)-C(34)-C(33) 119,4(4)
C(35)-C(34)-H(34) 120,3
C(33)-C(34)-H(34) 120,3
C(34)-C(35)-C(36) 119,2(4)
C(34)-C(35)-H(35) 120,4
C(36)-C(35)-H(35) 120,4
C(31)-C(36)-C(35) 119,8(4)
C(31)-C(36)-H(36) 120,1
C(35)-C(36)-H(36) 120,1
N(4)-C(40)-C(41) 111,6(3)
N(4)—~C(40)~H(40A) 109,3
C(41)~C(40)~H(40A) 109,3
N(4)—~C(40)~H(40B) 109,3
C(41)-C(40)-H(40B) 109,3
H(40A)—C(40)~H(40B) 108,0
N(42)-C(41)-C(46) 121,0(4)
N(42)-C(41)~C(40) 116,9(3)
C(46)-C(41)-C(40) 122,0(3)
C(41)-N(42)—C(43) 119,0(3)
C(41)-N(42)—Cu(2) 115,2(2)
C(43)-N(42)—Cu(2) 125,8(3)
N(42)-C(43)-C(44) 122,6(4)
N(42)-C(43)-H(43) 118,7
C(44)-C(43)-H(43) 118,7
C(43)-C(44)-C(45) 118,9(4)
C(43)-C(44)-H(44) 120,6
C(45)-C(44)-H(44) 120,6
C(46)-C(45)-C(44) 119,3(4)
C(46)-C(45)-H(45) 120,3
C(44)-C(45)-H(45) 120,3
C(45)-C(46)-C(41) 119,2(4)
C(45)-C(46)-H(46) 120,4
C(41)-C(46)-H(46) 120,4
O(3P)-CI(1)-O(4P") 130,5(10)
O(3P)-CI(1)-O(4P) 110,0(7)
O(4P)—Cl(1)~O(4P) 22,9(9)
O(3P)-CI(1)-O(2P) 113,1(7)
O(4P)—Cl(1)-O(2P) 103,1(13)
O(4P)-CI(1)-O(2P) 108,5(8)
O(3P)-CI(1)-O(2P") 95,3(10)
O(4P)—Cl(1)-O(2P") 111,0(8)
O(4P)-CI(1)-O(2P") 108,2(12)
O(2P)-CI(1)-O(2P") 20,2(7)
O(3P)-CI(1)-O(1P") 101,2(11)
O(4P)—Cl(1)~O(1P") 108,6(7)
O(4P)-CI(1)-O(1P") 128,7(9)
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Tabela E.2. Comprimentos (A, esquerda) e angulos (°, direita) de ligacdo para o complexo 3 (continuagio)

O(2P)—-Cl(1)~O(1P") 94,6(10)
O(2P)—Cl(1)-O(1P") 108,3(7)
O(3P)-Cl(1)-O(1P) 109,4(7)
O(4P)—Cl(1)~O(1P) 89,1(10)
O(4P)-Cl(1)-O(1P) 107,7(6)
O(2P)-CI(1)-O(1P) 108,1(6)
0(2P")~CI(1)-O(1P) 125,3(7)
O(1P)—Cl(1)-O(1P) 21,4(8)
O(3P)-Cl(1)-O(3P") 21,4(8)
O(4P)—Cl(1)-O(3P") 109,4(6)
O(4P)-Cl(1)-O(3P") 90,3(10)
O(2P)-CI(1)-O(3P") 129,9(8)
O(2P")—CI(1)-O(3P") 110,2(6)
O(1P)—Cl(1)-O(3P") 109,2(8)
O(1P)-Cl(1)~O(3P") 109,4(8)
O(1P)-O(1P)—ClI(1) 78,9(17)
O(1P)-O(1P")—Cl(1) 79,7(18)
O(3P")-O(3P)-Cl(1) 82,7(17)
O(3P)-O(3P")—Cl(1) 75,9(16)
O(4P")~O(4P)—CI(1) 78,5(18)
O(4P)-O(4P")—Cl(1) 78,6(17)
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Tabela E.3. Parametros térmicos de deslocamento anisotrépico (A2 x 10%) para o complexo 3. OBSERVACAO:

O fator exponencial tem a forma: -2 %« [h%a® x U'' + - + 2hka « b x U'?]

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Cu(1) 34(1) 26(1) 32(1) 3(1) 16(1) 3(1)
Cu(2) 37(1) 29(1) 33(1) 4(1) 18(1) 5(1)
o(1) 43(2) 39(1) 32(1) -10(1) 14(1) 10(1)
0(10) 29(2) 33(1) 29(1) -5(1) 11(1) 3(1)
0(20) 46(2) 35(1) 34(2) 7(1) 16(1) 12(1)
N(1) 35(2) 24(2) 40(2) 2(1) 20(2) 1(1)
CQ2) 31(2) 31(2) 41(2) -1(2) 16(2) 1(2)
C(3) 42(2) 34(2) 29(2) -4(2) 18(2) 4(2)
N(4) 37(2) 31(2) 33(2) 2(1) 17Q2) 7(1)
C(11) 38(2) 29(2) 36(2) 2(2) 18(2) 0(2)
C(12) 35(2) 26(2) 26(2) 1(2) 14(2) 0(2)
C(13) 39(2) 29(2) 27(2) 4(2) 16(2) 2(2)
C(14) 45(3) 31(2) 32(2) -1(2) 22(2) 7(2)
C(15) 52(3) 32(2) 33(2) -5(2) 16(2) 2(2)
C(16) 33(2) 37(2) 37(2) 2(2) 9(2) 1(2)
C(5) 53(3) 57(3) 48(3) 21(2) 10(2) 4(2)
c2l) 37(2) 22(2) 40(2) 1(2) 25(2) 2(2)
C(22) 41(2) 24(2) 39(2) 3(2) 25(2) 2(2)
C(23) 58(3) 34(2) 42(2) 2(2) 29(2) 8(2)
C(24) 57(3) 30(2) 70(3) 1(2) 44(3) 9(2)
C(25) 35(3) 35(2) 66(3) 3(2) 24(2) 5(2)
C(26) 36(2) 33(2) 48(2) 3(2) 19(2) -6(2)
C(30) 38(2) 41(2) 35(2) 3(2) 17Q2) 8(2)
C(31) 32(2) 40(2) 34(2) 3(2) 15(2) 7(2)
N(32) 38(2) 33(2) 38(2) 2(2) 18(2) 2(1)
C(33) 52(3) 35(2) 47(3) -5(2) 23(2) 2(2)
C(34) 73(4) 38(2) 77(4) -5(2) 37(3) -11(2)
C(35) 66(3) 58(3) 73(4) 5(3) 44(3) 9(3)
C(36) 53(3) 52(3) 59(3) 6(2) 32(2) 9(2)
C(40) 46(3) 29(2) 38(2) -4(2) 20(2) 7(2)
C(41) 37(2) 32(2) 31(2) 2(2) 13Q2) 3(2)
N(42) 45(2) 32(2) 39(2) -5(2) 21(2) 3(2)
C(43) 61(3) 40(2) 54(3) -4(2) 37(3) 4(2)
C(44) 87(4) 61(3) 81(4) -10(3) 63(3) -15(3)
C(45) 77(4) 49(3) 89(4) -10(3) 52(3) -16(3)
C(46) 60(3) 39(2) 63(3) 9(2) 30(3) 3(2)
CI(1) 58(1) 66(1) 49(1) 8(1) 16(1) 2(1)
O(1P) 100(9) 74(6) 51(6) 22(4) 3(5) 44(6)
O(1P)) 55(8) 93(9)  234(19) 7(10) 25(10) 6(7)
O(2P) 188(13) 72(8) 43(6) 3(4) 13(6) 66(7)
0(2P") 125(10) 97(11) 51(6) 22(6) 33(6) 82(9)
0(3P) 192(12) 92(8)  114(10) -30(7) 59(9) ~79(9)
O(3P") 202(15) 63(7) 58(7) -13(5) 27(7) 56(9)
0(4P) 447y 327(18)  150(13) 84(13) 49(8) -2(10)
O(4P") 193(19)  238(15) 85(10) 2(11) 42(11)  -140(14)
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Tabela E.4. Ligagdes de hidrogénio para o complexo 3 [A e °]

D-H-A d(D-H) d(H-A) d(DA) <(DHA)

O(1)-H(1)--O(20) 1,06 1,83 2,873(4) 167,9

Codigos de simetria: (i) x+ 1,y +1,—=+ 1.
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Catalytic Promiscuity in Biomimetic Systems: Catecholase-like Activity,
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Presented in this Communication are the structure, physicochemical become an attractive approach to obtaining information
properties, and catalytic promiscuity of a new dinuclear Cu"(u- concerning the mechanisms involved in their catalytic cycles.
OH)Cu" complex containing a novel N,0-donor symmetric dinucle- In this Communication, we report the synthesis and
ating ligand. structural characterization of a new dicopperflthydroxo

complex () containing a symmetric Schiff base derived from
the recently described facial tridentate ligand AAZas a
Catalytic promiscuity, defined as the ability of a single model for themetform of the active site of catechol oxidase.
active site to catalyze more than one chemical transformation,\ye also show that, in addition to the expected catecholase-
constitutes a very important property of many enzymes, |ike activity, this system is able to catalyze the hydrolysis
having a natural role in evolution and, occasionally, in the reaction of the phosphate diester 2,4-bis(dinitrophenyl)-
biosynthesis of secondary metabolite&n illustrative ex- phosphate (BDNPP) and to cause hydrolytic damage in
ample of this interesting feature is chymotrypsin, which plasmid DNA, exhibiting, in this way, a broad spectrum of
catalyzes the hydrolysis of several chemically different catalytic activities.
substrates, such as amides, thiol esters, acid chlorides, and The precursor 2,6-diformyl-4-methylphenol was obtained
anhydrides. Thus, chymotrypsin exhibits catalytic promiscu- py modifying the method published by Gédgaeal® The
ity by catalyzing both amidase and phosphotriesteraseheterocyclic compound AAZ was synthesized as described
reactions at its active sife. in the literature’ The Schiff base ligand HL was prepared
Catechol oxidases are ubiquitous plant enzymes belongingj, sjty by reacting 2,6-diformyl-4-methylphenol (170 mg, 1

to the oxidoreductase class. They contain a dinuclear Cummol) and AAZ (260 mg, 2 mmol) in MeOH under reflux.
center in their active site, which catalyzes the two-electron

oxidation of a broad range @fdiphenols (catechols) to the
correspondingo-quinones, coupled with the reduction of H H
molecular oxygen to water. The structure of the sweet potato C N%/N\ N j&p
catechol oxidase (ibCO) has been previously described and N

H OH H

possesses, in its resting @u' (me) state, two cupric ions
separated by a very short distance (2.9 A), bridged by an
exogenous hydroxo ligand. Each of the'Gzenters com-
pletes its four-coordinate trigonal-pyramidal coordination  The molecular structure of the dinuclear cation in complex
with three N atoms from histidine residues. 178 (Figure 1) reveals two pentacoordinated cupric ions,
The development of synthetic analogues for the active sites\ynich are bridged by the phenolate oxygen O1 of the ligand
of metalloenzymes containing dinuclear Cu centers hasy_ and by an exogenous hydroxo ion. Bridging atoms

HL

*To whom correspondence should be addressed. E-mail: ademir@

gmc.ufsc.br. (4) Aime, S.; Calabi, L.; Cavallotti, C.; Gianolio, E.; Giovenzana, G. B.;
 Laborafaio de Bioinorgaica e Cristalografia (LABINC), Departamento Losi, P.; Maiocchi, A.; Palmisano, G.; Sisti, Nhorg. Chem.2004
de Qumica. 43, 7588-7590.
* Laborafeio de Expresda Genica, Departamento de Bioguica. (5) Peralta, R. A.; Neves, A.; Bortoluzzi, A. J.; Casellato, A.; dos Anjos,
(1) Kazlauskas, R. Xurr. Opin. Chem. Biol2005 9, 195-201. A.; Greatti, A.; Xavier, F. R.; Szpoganiccz, Borg. Chem.2005
(2) O'Brien, P. J.; Herschlag, BChem. Biol.1999 6, R91-R105. 44, 7690-7692.
(3) Klabunde, T.; Eicken, C.; Sacchettini, J. C.; Krebs,N&t. Struct. (6) GagrieR. R.; Spiro, C. L.; Smith, T. J.; Hamann, C. A,; Thies, W.
Biol. 1998 5, 1084-1090. R.; Shiemke, A. KJ. Am. Chem. S0d.981, 103 4073-4081.
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Figure 1. ORTEP plot of the cation [Gu-OH)(Cx1H33ONg)]?". Ellipsoid

COMMUNICATION

reported in the literature for hydroxo-bridged dicopper
compoundg? It should be emphasized that this value is very
similar to that determined for thmetform of ibCO. In view

of the crystallographic data discussed above, complean

be considered to be one of the best structural models for the
metform of the active site of catechol oxidases reported to
date.

The reflectance spectrum dfFigure S1 in the Supporting
Information) shows a symmetrical absorption centered at 368
nm, assigned to a pair of different overlapped ligand-to-metal
charge-transfer bands, namely,"'Ct+- OH™ and Cl —
~OPh, and an asymmetrical absorption at 608 nm, related
to d—d transitions. The same feature is observed in MeOH
[364 nm € = 12 100 mol ! cm™); 606 nm (145)] and
MeCN [366 (7700); 607 (165)] solutions, suggesting that
the molecular structure of the complex is maintained under

at the 40% probability level. Selected bond lengths and angles (A and these experimental conditions.

deg): Cut-Cu2, 2.896(1); Cuz02, 1.920(5); CutN1, 1.928(6); Cu
01, 1.954(4); CuN23, 2.041(7); Cu:N26, 2.524(7); Cu2N4, 1.912-
(6); Cu2-02, 1.914(5); Cu201, 1.963(4); Cu2N33, 2.092(6); Cu2
N36, 2.372(6); N+C2, 1.256(9); C3N4, 1.258(9); CutO1-Cu2,
95.3(2); Cu2-02—Cul, 98.1(2); 02 Cul-N1, 172.2(2); 02 Cul-01,
81.3(2); N:-Cul—01, 90.9(2); 02-Cul—-N23, 100.6(2); N+ Cul—N23,
86.8(3); OF-Cul-N23, 160.8(3); O2Cul-N26, 108.4(2); N+ Cul-
N26, 76.3(2); O+ Cul-N26, 127.7(2); N23-Cul-N26, 70.2(3); N4
Cu2-02, 172.1(2); N4Cu2-01, 91.1(2); 02Cu2-01, 81.2(2); N4
Cu2-N33, 85.3(2); 02Cu2-N33, 102.1(2); 0+ Cu2-N33, 151.7(2);
N4—Cu2-N36, 80.5(2); 02-Cu2-N36, 104.1(2); 04+ Cu2—-N36, 134.9-
(2); N33-Cu2-N36, 72.1(2).

The cyclic voltammogram of (Figure S2 in the Sup-
porting Information) was measured in a MeCN solution and
is characterized by two electrochemical signals. The first of
them is aquasiteversible wave &, = —0.70 V vs NHE,
which can be assigned to the redox coupld Qui/Cu'CU.
When the scan rate is increased, a second process, evidenced
by a cathodic peak at1.08 V vs NHE, appears. This can
be attributed to the formation of the @u species. The fact
that this process is completely irreversible suggests a fast
decomposition of the CGU species, as evidenced by Torelli

occupy equatorial positions in the coordination sphere of the et all%c for a Cuy compound of the symmetric ligand

metals. The geometry around each'@udistorted square-
pyramidal, with values for the Addiséparameter of 0.19

for Cul and of 0.34 for Cu2. Cul completes its equatorial
coordination plane with two N atoms (N1 and N23) from
the AAZ pendent arm. The average Ctdquatorial ligand
bond length is 1.96 A. The apical position is occupied by
N26, the other AAZ nitrogen atom [CuIN26 = 2.524(7)

A]. On the other hand, the equatorial coordination plane of
Cu2 is completed by the second AAZ unit N4 and N33
atoms. The average Cu2quatorial ligand bond length is
1.97 A. The N36 atom, from AAZ, occupies the apical
position, completing thus the Cu2 coordination sphere [€u2
N36 = 2.372(6) A]. One of the outstanding features of this
complex is the short intermetallic distance of 2.896(1) A,
which is, in fact, among the shortest 'GuCu' distances

(7) HL readily reacts with copper(ll) perchlorate hexahydrate (740 mg, 2
mmol) and sodium hydroxide (2 mmol) to give a dark-green solution,
which was allowed to stand at room temperature for 30 min prior to
being filtered off to eliminate any undesirable precipitate. After a few
hours, green crystals suitable for X-ray analysis were formed. They
were separated by vacuum filtration, washed with small amounts of
cold methanol and diethyl ether, and dried in vacuo. Yield: 330 mg
(44%). Found: C, 33.37; H, 4.73; N, 10.94. Calcd for {@u
OH)(C21H33ON6)](C|O4)2‘HzOZ C, 33.79; H, 4.86; N, 11.26. Selected
IR data (KBr): 3404, 3272, 1643, 1550, 1458, 1445, 1329, 1147, 1117,
1082, 888, 627 cmt. Caution! Perchlorate salts of metal complexes
with organic ligands are potentially explag and should be handled
in small quantities and with care.

(8) X-ray analysis: @H3zsCl,CWuNgOq1, fw 746.54, monoclinicP2i/c,
a=14.452(1) Ab = 13.254(1) A,c = 16.386(3) A,3 = 109.158-
(9)°, V=2964.9(6) B, Z= 4, = 1.680 mnm, unique 5265 R(int)
= 0.0315], parameters 373, GOH) = 1.048, R1 [ > 20(l)] =
0.0598, wR2 (all datay 0.1880.

(9) Addison, A. W.; Rao, T. N.; Reedijk, J.; van Rijn, J.;Verschoor, G.
C.J. Chem. Soc., Dalton Tran$984 1349-1356.

H—BPMP. These results, confirmed by square-wave volta-
mmetry (Figure S3 in the Supporting Information) and
chronoamperommetric experiments, are in agreement with
those obtained by other authdfg!!

Complex1 is able to catalyze the oxidation of the model
substrate 3,5-diert-butylcatechol (3,5-dtbc) at 25 in a
methanolic solution saturated with,OThe reaction was
monitored by means of UVvis spectroscopy (400 nm) and
shows a saturation kinetics pattern. To take into account the
spontaneous oxidation of the substrate, correction was carried
out using a reference cell under identical conditions but
without addition of the catalyst. Initially, a pH-dependence
study was carried out to determine the pH value at which
catecholase activity is at a maximum (Figure S4 in the
Supporting Information). A kinetic i, of 8.36 + 0.06,
probably related to the formation of a deprotonated form of
1, was found, and therefore the dependence of the reaction
on the substrate concentration was investigated under
optimum activity conditions, i.e., at pH 9.0. For comparison,
the activity of catechol oxidas&has been observed between

(10) (a) Belle, C.; Beguin, C.; Gautier-Luneau, |.; Hamman, S.; Philouze,
C.; Pierre, J. L.; Thomas, F.; Torelli, iorg. Chem2002 41, 479-
491. (b) Dapporto, P.; Formica, M.; Fusi, V.; Micheloni, M.; Paoli,
P.; Pontellini, R.; Rossi, Anorg. Chem.200Q 39, 4663-4665. (c)
Torelli, S.; Belle, C.; Gautier-Luneau, |.; Pierre, J. L.; Saint-Aman,
E.; Latour, J. M.; Le Pape, L.; Luneau, Ihorg. Chem.200Q 39,
3526-3536 and references cited therein.

(11) Kannappan, R.; Mahalakshmy, R.; Rajendiran, T. M.; Venkatesan,
R.; Sambasiva Rao, Proc. Indian Acad. Sci. (Chem. Sckp03
115 1-14.

(12) Rompel, A.; Fischer, H.; Meiwes, D.; Buldt-Karentzopoulos, K.;
Dillinger, R.; Tuczek, F.; Witzel, H.; Krebs, B. Biol. Inorg. Chem.
1999 4, 56-63.
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6.0 studied at pH 6.0, and a second-order rate constant of 2.1
1 102 L mol™* st was found, which is comparable to the
501 constants published by Young etllfor the hydrolytic
. 40_' cleavage of BDNPP by two mononuclear "Cicom-
o : pounds.
T30 : Encouraged by the results obtained in the hydrolysis of
g . BDNPP, we decided to evaluate the effect bftoward
o 204 : nucleic acid degradation. In facl, is active as a DNA
= : cleavage agent. Several Cu complexes were demonstrated
> 104 : to cleave DNAS and, in the vast majority of cases, an
0. 0_' 8 S 130 260 %0 430 560 630 700 350 900 oxidative reaction pathway was suggested. Complxould
1/[3,5-dtb] (L mor') mediate DNA phosphodiester cleavage through a hydrolytic
0000 0002 0004 0006 0008 0010 0.012 mechanism because a classical radical scavenger, such as
[3,5-dtbc] (mol L) dimethyl sulfoxide (DMSO), was not capable of inhibiting

Figure 2. Oxidation of 3,5-dtbc catalyzed by: Dependence of the the aCtiVity (Figure S6 in the Supporting Information).
reaction rates on [3,5-dtbc] at pH 9.0, in a methanol/water (32:1, viv) mixture  |[n summary, compleX shows both oxidoreductase and
ﬁ;’é‘l‘tl'_cﬂ;' ['Q’SSe_gttfjcc}’i‘::'e: 'flcz'pxrolc(";‘rlsp_"it.'lcx"g‘(jr't'zor?ﬁ“Ei'lzzaf'g;o}g ° hydrolase activities. However, the catalytically active species
are not the same: in the presence of catechols and a weakly
pH 5 and 8, with maximum activity at pH 8. The initial rates basic medium, a deprotonated form bacts by means of
obtained for the range of 3,5-dtbc concentrations used werean oxidative mechanism. On the other hand, when the
fitted to the MichaelisMenten equation (Figure 2) and phosphate diester BDNPP is the substrate, compligself
linearized by means of the Lineweavdurk method (Figure ~ (which predominates in the solution from pH 6.0 to 7.5)
2, inset) to give the kinetic parametefy = 4.0 x 1073 breaks the PO linkage following a hydrolytic pathway
mol L™, Vmax = 8.3 x 1078 mol L™! s7, the catalytic rather than an oxidative one. This is of great interest because

constank.a = 3.46 x 103 s, andk.a/Ky = 0.88 L mol* the catalytic promiscuity of the system can be modulated
s 1. These values are in the range of those commonly by controlling the pH of the medium. Additional work is in
observed for other dinuclear @Ou' complexes%13Thus, progress to identify unequivocally the catecholase-like active

although compleX is not particularly active in the oxidation  species and to elucidate the mechanisms involved. The results
of 3,5-dtbc, it can be considered as a functional model for obtained will be the subject of a full paper.

the active site of catechol oxidases. The reason for the low ) ] )

activity of 1 may be related to the geometry of the Cu centers. _Acknowledgment. Financial support was received from

In a square-pyramidal arrangement, the steric bulk around ©NPd, FINEP, and PRONEX (Brazil). The authors thank
the Cu atoms is increased, thus preventing the catechols fronf’rof- Tuio Maténcio and Dr. Héden D. R. Calado (Univer-
approaching® In this particular case, the intermetallic sidade Federal de Minas Gerais, Brazil) for their assistance

distance seems not to be a preponderant factor for activ-during the electrochemical experiments. N.A.R. is grateful
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Because complet possesses in its structure a potential . . . .
nucleophile constituted by the metal-bridging hydroxyl ~ Supporting Information Available: X-ray crystallographic
group, its ability to promote the hydrolysis of the activated 3‘3?'\25'”5 Cel('::trLOr;m?:t ;ir(‘:dv';'lg:r:]e;Osismzhc;wé”%;es\?vlfv'stsﬁta
phosphate diester BDNPP was investigated. In many cases P » oY 9 » & square- i

tivated oh hat i ith d| : mogram, pH-dependence plots for the oxidation of 3,5-dtbc and
activated phosphate esters with good l€aving groups are useg,, hydrolysis of BDNPP, and a plasmid DNA cleavage experiment

as models of biologically relevant, unactivated phosphate i, the presence of DMSO, respectively (PDF). This material is

esters, such as DNA. This study was performed in a 50% ayailaple free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org. CIF
water/acetonitrile medium at 50.0GC. We monitored the  data can also be obtained free of charge as CCDC 613432 from
hydrolysis of BDNPP spectrophotometrically by following The Cambridge Crystallographic Data Centre via www.ccdc.ca-

the absorption increase at 400 nm due to the formation of m.ac.uk/data_request/cif or 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ,
2,4-dinitrophenolate over time. The pH-dependence plot for U.K. (tel +44 1223 336408, fax-44 1223 336033).

this reaction indicates optimum activity conditions around

pH 7 (Figure S5 in the Supporting Information). A kinetic 1€0613107

pK, of 6.0 £ 0.2 was obtained from the acidic part of the

i i i (14) Young, M. J.; Wahnon, D.; Hynes, R. C.; ChinJJAm. Chem. Soc.
curve, which is related to the formation of tlhehydroxo 1995 117 94410447

species 1). At lower pH values, the diaqua (B)Cu'(u- (15) (a) Oliveira, M. C. B.; Couto, M. S. R.; Severino, P. C.; Foppa, T.;
phenoxo)Cli(OH,) complex should predominaté& The Martins, G. T. S.; Szpoganicz, B.; Peralta, R. A.; Neves, A.; Terenzi,

: . H. Polyhedron2005 24, 495-499. (b) Rossi, L. M.; Neves, A.;
hydrOIyS'S dependence on the complex concentration was Bortoluzzi, A. J.; Haner, R.; Szpoganicz, B.; Terenzi, H.; Mangrich,

A. S.; Pereira-Maia, E. C.; Castellano, E. E.; Haase]i\Wg. Chim.

(13) Peralta, R. A.; Neves, A.; Bortoluzzi, A. J.; dos Anjos, A.; Xavier, F. Acta2005 358 1807-1822. (c) Liu, C.; Wang, M.; Zhang, T.; Sun,
R.; Szpoganicz, B.; Terenzi, H.; Oliveira, M. C. B.; Castellano, E.; H. Coord. Chem. Re 2004 248 147-168. (d) Mitic, N.; Smith, S.
Friedermann, G. R.; Mangrich, A. S.; Novak, M. A.Inorg. Biochem. J.; Neves, A.; Guddat, L. W.; Gahan, L. R.; Schenk,Ghem. Re.
2006 100, 992-1004. 2006 106, 3338-3363.
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The title compound (H,L), C,;HsN,4O,, is an asymmetric
binucleating ligand with well defined soft (N3O-donor) and
hard (NO,-donor) sides. H,L was designed as a ligand for the
preparation of heterodinuclear mixed-valence M™/M™
complexes which are models for heterobimetallic active sites
of enzymes, principally calcineurin. The molecular structure of
H,L shows a spatial pre-organization of the donor groups for
coordination. This conformation is stabilized by bifurcated
intra- and intermolecular O—H- - -N hydrogen bonds invol-
ving both phenol groups. The intermolecular hydrogen bonds
link molecules of H,L into chains running parallel to the
crystallographic ¢ axis.

Comment

Many enzymes contain bimetallic cores within their catalytic
sites and can be classified as either homobinuclear [e.g. cate-
chol oxidase, with its Cu""Cu" centre (Klabunde et al., 1998)]
or heterobinuclear [e.g. kbPAP, with its Fe'Zn" centre
(Strater et al, 1995)] metalloenzymes, depending on the
nature of the metals present. Recent X-ray crystallographic
studies have indicated that, even for homobinuclear sites, the
two metal centres usually reside in chemically different
environments, an asymmetry that may also involve the coor-
dination numbers and the geometry of the metal centres
(Belle & Pierre, 2003). Calcineurin, a phosphatase found
predominantly in neural tissues, constitutes an interesting
example of total asymmetry in heterobinuclear sites: the
metal, coordination number, donor and geometry all exhibit
asymmetry. This enzyme contains an Fe'"Zn" bimetallic core
in its active centre, which comprises an octahedral Fe!
nucleus coordinated by one O atom from Asp90, one N atom
from His92, an O-bridging carboxylate from Asp118 and three
water molecules, one of which acts as an exogenous bridge. On

the other hand, the Zn" centre shows a distorted trigonal—
bipyramidal geometry formed by three O atoms from Asp118,
Asnl150 and the bridging water molecule, and two N atoms
from His199 and His281 (Kissinger et al., 1995).

o
Rl

HyL

In recent years, the study of models based on simple
dinuclear metal complexes has become an important tool for
gaining insight into the biological functions of such bimetallic
cores. In this context, the design of binucleating ligands
capable of providing asymmetric dinuclear complexes is a
subject of great interest. It is convenient to classify bi-
nucleating ligands by the bridging groups that are used for
assembling the two metal ions in close proximity (Gavrilova &
Bosnich, 2004). Our research group has extensive experience
in the development of asymmetric binucleating ligands
containing alkoxide (Rossi ef al., 2005) and phenoxide (Mitié
et al., 2006) bridging units, which have been used in the
synthesis of numerous bimetallic complexes. We report here
the structure of a new phenoxide-based binucleating hexa-
dentate ligand, H,L, which presents donor, geometry and
coordination-number asymmetries, thereby constituting a
versatile precursor to synthetic models for the active sites of
asymmetric metalloenzymes, with a special focus on calci-
neurin. It should be emphasized that H,L possesses a softer
N;O-donor side, defined by the tertiary amine, both pyridine
rings and the bridging phenolate group, capable of accom-
modating divalent metal ions, and a harder NO,-donor side,

Figure 1

The molecular structure of H,L, showing the atom-labelling scheme.
Displacement ellipsoids are drawn at the 40% probability level. All H
atoms are shown and the intramolecular hydrogen bonds are drawn as
dashed lines.
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organic compounds

comprising the secondary amine and the terminal and bridging
phenol moieties, which binds preferentially to trivalent
cations. This represents a convenient strategy for the attain-
ment of mixed-valence heterobimetallic systems.

The structure of H,L is shown in Fig. 1, and selected bond
lengths and angles are given in Table 1. The bond distances
and angles for the aromatic and heteroaromatic rings
are not significantly different from those found in similar
compounds containing these groups, for example, 2,6-bis-
{[(2-hydroxyphenyl)(2-pyridylmethyl)amino|methyl}-4-methyl-
phenol (Campbell et al., 1993) and 4-tert-butyl-2,6-bis[(4-
methylpiperazin-1-yl)methyl]phenol (Shanmuga Sundara Raj
et al., 1994). An interesting trend in the three-dimensional
arrangement of the molecule is that H,L shows a self-induced
spatial pre-organization of the donor groups for coordination:
with the exception of atom N32, all donor atoms point
towards bridging atom O1. The respective O20---O1 and
N42. - -01 distances are 3.622 (3) and 3.310 (4) A, very similar
to the values observed for a hydroxo-bridged Fe''Zn"
complex [3.950 (8) and 3.354 (8) A, respectively] of the
asymmetric ligand 2-[bis(2-pyridylmethyl)aminomethyl]-6-
{[(2-hydroxybenzyl)(2-pyridylmethyl)amino]methyl}-4-methyl-
phenol (Neves et al., 2007).

The molecular conformation is influenced by intra- and
intermolecular hydrogen bonds involving both phenol groups
(Table 2). Within each molecule, the N1 —H1N donor interacts
with the acceptors O1 [N---O = 2.896 (3) A] and 020
[N--.O =2.662 (3) A], although the latter only achieves a less
favourable five-membered ring. The bridging phenol acts as an
acceptor in the N1—HIN- - -Ol1 interaction, and as a donor in

Figure 2
A view of H,L, showing the hydrogen-bonding network. Intermolecular
hydrogen bonds are drawn as dashed lines.

a second bifurcated hydrogen bond involving the interactions
O1—HI10- - -N4 [moderate, O---N = 2.758 (3) A] and O1—
H10-: - -N42 [weak, O---N = 3.309 (4) A] It is interesting to
note that the shorter component of this bifurcated hydrogen
bond is associated with a narrower angle [N4—C3—C13 =
112.7 (2)°] compared with N1—C2—C11 [116.1 (2)°].

The title ligand has a direct linkage between the terminal
phenolic ring and the secondary amine, allowing the formation
of a more rigid five-membered chelate during the complex-
ation process. The constriction induced in the complexes by
going from a six-membered to a five-membered ring can give
rise to modified spectroscopic and electrochemical properties.
This was observed by Neves et al. (1992) for a mononuclear
Mn"" complex with the ligand N,N'-bis(2-hydroxybenzyl)-
N,N'-bis(2-methylpyridyl)ethylenediamine. As far as we know,
there is only one previous example in the literature of a
phenoxide-bridging ligand with such a structural feature
(Campbell et al., 1993).

Moderate intermolecular hydrogen bonds (Table 2) of the
type 0O20—H200---N1' [2.814 (3) A; symmetry code: (i) x,
1 — y, z — 4] link the molecules of H,L into zigzag chains
(Fig. 2) which run parallel to the crystallographic ¢ axis.

Experimental

H,L was synthesized from the precursor compound 3-[N,N-bis-
(2-pyridylmethyl)aminomethyl]-5-methylsalicylaldehyde (bpmamff),
which was prepared as described by Uozumi et al. (1998) by
nucleophilic substitution of bis(2-pyridylmethyl)amine in 3-chloro-
methyl-5-methylsalicylaldehyde. A methanolic solution (10 ml) of
2-aminophenol (0.32 g, 2.9 mmol) was added dropwise to a stirred
solution of bpmamff (1.0 g, 2.9 mmol) in methanol-tetrahydrofuran
(1:1, 20 ml) and the mixture was left to react for 30 min. A strong
orange colour appeared progressively due to the formation of the
Schiff base. Reduction of the imine was performed by the addition, in
portions, of NaBH, (0.11 g, 2.9 mmol) in an ice bath. The pH of the
medium was then carefully adjusted to 6.0-7.0 with 4 M HCl, and the
solvent was evaporated to half of its initial volume. The solution was
then filtered to eliminate any undesirable precipitate. After a few
hours, crystals of H,L suitable for X-ray determination were isolated
by filtration, washed with small amounts of cold methanol and diethyl
ether, and dried in vacuo (yield 0.56 g, 44%; m.p. 416 K). Analysis
found: C 73.56, H 6.33, N 12.55%; calculated for C,;H,3N,O,: C 73.61,
H 6.41, N 12.72%.

Crystal data

Cy7HpsN4O, Z=4

M, = 440.53 D,=1233 Mgm™
Monoclinic, P2,/c Mo Ko radiation
a=12651 (1) A =008 mm™!

b =21.071 (5) A T=293(2)K

c=9262 (1) A Irregular block, pale yellow
B =106.09 (1)° 0.46 x 0.30 x 0.23 mm

V =23722(7) A®

Data collection

Enraf-Nonius CAD-4 R, = 0.039
diffractometer Omax = 25.1°
/20 scans 3 standard reflections

4338 measured reflections
4142 independent reflections
2138 reflections with 7 > 20([)

every 200 reflections
intensity decay: 1%
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organic compounds

Refinement

w = 1/[c*(F,?) + (0.056P)*
+0.792P]
where P = (F,2 + 2F.2)/3
(A/6) ax < 0.001
Appax = 023 ¢ A2
Apmin = —0.18 ¢ A™3
Extinction correction: SHELXL97
(Sheldrick, 1997)

Refinement on F?

R[F? > 20(F%)] = 0.053

wR(F?) = 0.155

S§=1.02

4142 reflections

305 parameters

H atoms treated by a mixture of
independent and constrained

refinement Extinction coefficient: 0.0072 (11)
Table 1
Selected geometric parameters (A, °).
01—-CI2 1.374 (3) N4—C40 1.465 (4)
020—C22 1.362 (3) N4—C30 1.466 (4)
N1—-C21 1.408 (4) N4—-C3 1.475 (4)
N1—C2 1474 (4) Cc2—Cl1 1.511 (4)
C21-N1-C2 119.0 (3) C30—N4—C3 110.2 (2)
C40—N4—C30 111.0 (2) N1—-C2—-C11 116.1 (2)
C40—N4—C3 109.6 (2) N4—C3—CI3 1127 (2)
Table 2
Hydrogen-bond geometry (A, °).
D—H---A D—H H---A D---A D—H---A
N1—HIN- .01 0.86 (1) 232 (2) 2.896 (3) 124 (2)
N1—HIN- --020 0.86 (1) 222 (3) 2.662 (3) 113 (2)
O1—H10---N4 0.82 2.04 2.758 (3) 145
O1—H10---N42 i 0.82 2.68 3.309 (4) 134
020—H200- - -N1' 0.82 2.03 2.813 (3) 160

Symmetry code: (i) x, —y +1,z — 3.

The phenol hydroxyl H atoms were found from AF maps and were
then refined as part of rigid rotating groups, with O—H = 0.82 A and
Uiso(H) = 1.5U.4(O). The amine H atom was found in a AF map and
thereafter refined with N—H restrained to 0.86 (1) A. The remaining
H atoms were added in their geometrically calculated positions and
refined with C—H =0.93 A (0.96 A for methyl groups) and Uy,(H) =
12U.(C), with the H atoms on C5 being treated as an idealized
methyl group equally disordered over two orientations separated by a
rotation of 60°. The slightly high displacement parameters observed
for atoms N42, C43, C44, C45 and C46 indicate possible disorder of
this aromatic ring, but the AF peaks near C45 and C46 are small, and
no valid disorder model could be developed. We therefore accepted
the ordered model with high U values.

Data collection: CAD-4 EXPRESS (Enraf-Nonius, 1994); cell
refinement: SET4 in CAD-4 EXPRESS; data reduction: HELENA

(Spek, 1996); program(s) used to solve structure: SIR97 (Altomare et
al., 1999); program(s) used to refine structure: SHELXL97 (Shel-
drick, 1997); molecular graphics: PLATON (Spek, 2003); software
used to prepare material for publication: SHELXL97.
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support of this work. NAR is grateful to CNPq for a fellow-
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Supplementary data for this paper are available from the IUCr electronic
archives (Reference: BM3018). Services for accessing these data are
described at the back of the journal.
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