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RESUMO

Apresenta-se a sintese do complexo binuclear [Cu,(L)Cls]
(1) onde L é a forma desprotonada do ligante 3-[(4,7-diisopropil-
1,4,7-triazaciclononan-1-il)metil]-2-hidroxi-5-metilbenzaldeido
ou tacn—'prszf. O complexo foi caracterizado por difratometria
de raios-X por monocristal, titulagdo potenciométrica,
espectrometria de massa, medidas eletroquimicas, EPR, UV-Vis e
IR. O complexo 1 é capaz de aumentar a velocidade da hidrélise
do diéster de fosfato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) em
2700 vezes e promover a clivagem de DNA plasmidial em meio
aquoso neutro e ainda inibir a formagao do croméforo formazan
em processos redox envolvendo radical superdxido. Usando o
modelo celular eucaridtico Saccharomyces cerevisiae (BY4741
wt) observou-se que o complexo é ndo citotdxico. Além disso, o
tratamento de células da linhagem wt e mutantes deficientes em
CuZn-Superodxido Dismutase (Sodl) e Catalase citosdlica (Cttl)
com o complexo 1 aumenta a viabilidade celular apds estresse
com H,0, ou menadiona (gerador intracelular de 02°%),
indicando que 1 pode atuar como um modelo biomimético de
Sodl e Cttl. Unidos os resultados suportam consideragdes

acerca de um comportamento dindamico de um complexo nao
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simétrico binuclear de Cu(ll) em estado sélido e em equilibrios

aquosos pH-dependentes.

Palavras-chave:  Modelos  Biomiméticos, = Promiscuidade

Catalitica, Complexos de Cu(ll).



ABSTRACT

Here we present the synthesis of the dinuclear complex
[Cu,(L)Cl5] (1) where L is the deprotonated form of the 3-[(4,7-
diisopropyl-1,4,7-triazacyclononan-1-yl)methyl]-2-hydroxy-5-
methylbenzaldehyde ligand. The complex was characterized by
single crystal x-ray diffraction, potentiometric titration, mass
spectrometry, electrochemical measurements, EPR, UV-Vis and
IR. Complex 1 is capable of increase the hydrolysis rate of the
diéster bis-(2,4-dinitrophenyl)phosphate (2,4-BDNPP) in 2700
times, promote the plasmidial DNA cleavage at pH 6 and inhibit
the formazan chromophore formation in redox processes at pH 7
as well. Using Saccharomyces cerevisiae (BY4741) as eukaryotic
cellular model, we observed that 1 presented reduced
cytotoxicity. In addition, treatment of Wild-type and mutant cells
lacking Cu/Zn-superoxide dismutase (Sod1) and cytoplasmic
Catalase (Cttl) with 1 promotes an increase of survival after
H,0, and menadione (0,° generator) stresses indicating that 1
might be acting as Sod1 and Cttl mimics. Taken together the

results give support to considerations about the dynamic
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behavior of an unsymmetrical copper(ll) dimer complex in solid

state and aqueous pH-dependent solution.

Keywords: Biomimetic Models, Catalytic Promiscuity, Copper

Complexes.
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SW — voltametria de onda quadrada

t.a. —temperatura ambiente

tacn — 1,4,7-triazaciclononano

tacn-iprz —1,4-diisopropil-1,4,7-triazaciclononano

tacn-ipr3— 1,4,7-triisopropil-1,4,7-triazaciclononano
tacn-'prszf - 3-[(4,7-diisopropil-1,4,7-triazaciclononan-1-
il)metil]-2-hidréxi-5-metilbenzaldeido

TBE — tris(borato)edta

TCLM — transi¢do de transferéncia de carga do tipo ligante para
o metal

TMS — tetrametilsilano

TRIS - tris(hidroximetil)aminometano

XaO0 — xantina oxidase

XXII



XXIV



Introducao

1 INTRODUCAO

Ao longo da histdria, cientistas descobriram que ions metalicos
apresentam forte interacgdo com os organismos e com o0 meio
ambiente. Correlagbes entre modos de coordenagdo, estrutura
eletronica, reatividade e o papel dos ions metdlicos em complexos
modelos podem ser muito Uteis para compreensdo sobre os
fenbmenos que ocorrem nos sitios ativos de metaloenzimas (Kaim and
Schwederski 1994; Lippard and Berg 1994; Beinert 2002; Valko, Morris
et al. 2005). Ainda, complexos de baixa massa molecular sdo
importantes ao desenvolvimento de novos materiais como dispositivos
eletronicos, sondas moleculares, catalisadores seletivos bem como
agentes de biorremediacdo e compostos farmacologicamente ativos
(Solomon 1983; Fujimori, Yamada et al. 2005; Danford, Dobrowolski et
al. 2009; Gahan, Smith et al. 2009; Hadler, Miti¢ et al. 2010). Muitos
sdo os exemplos de complexos de Cu(ll) que apresentam atividade
antitumoral, antibacteriana, antifingica e antioxidante além de outras
aplicagbes (Ciuffi, Cellai et al. 1998; Fujimori, Yamada et al. 2005;
Ivarez, Alzuet et al. 2005; Psomas, Tarushi et al. 2006; Fernandes, Horn
Jr et al. 2010; Boulsourani, Geromichalos et al. 2011; Harinath, Reddy
et al. 2011). Por outro lado, quando metais de transi¢cdo sdo aplicados
como novos farmacos, existe uma ténue linha de separacdo entre
citoprotecdo e citotoxicidade, tornando dificil a descoberta de
compostos ideais para o uso medico (Psomas, Tarushi et al. 2006;

Boulsourani, Geromichalos et al. 2011; Perron, Garcia et al. 2011). Em
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adicao, na literatura recente, complexos mono e binucleares de Cu, Co,
Fe e Mn apresentam atividade catalitica ou propriedades de
reatividade em diferentes sistemas, tais como: hidrolise de
fosfodiésteres, DNA e proteinas, oxidacdo de catecdis,
desproporcionamento de perdéxido e ou superéxido bem como
citoprotecdo antioxidante ou citotoxicidade (Biava, Palopoli et al. 2006;
Lessa, Horn et al. 2009; Oliveira, Mazera et al. 2009; Souza, Castro et al.
2009; Horn, Parrilha et al. 2010; Yan, Mu et al. 2010). Pequenas
mudangas na estrutura ou qual o metal é utilizado pode levar a
mudangas substanciais nas propriedades cataliticas e na atividade
biolégica dos complexos.

Varios exemplos podem ser encontrados acerca do uso de
moléculas sabidamente bioativas para a sintese de complexos,
especialmente de Cu(ll), almejando a obtencdo de um aumento nas
caracteristicas desejaveis em farmacos, tais como diminuicdo de efeitos
colaterais ou mudancgas em propriedades de solubilidade (Ruiz, Ortiz et
al. 1997; Fujimori, Yamada et al. 2005; Psomas, Tarushi et al. 2006;
Gomez—Saiz, Gil-Garcia et al. 2008; Klanicova, Travnicek et al. 2010;
Patel, Gandhi et al. 2011).

Neste trabalho apresenta-se um novo complexo binuclear de
Cu(ll), [Cuy(L)Cl5] (1), com o ligante N30,-doador tacn-iprszf (L), um
derivado do macrociclico do largamente empregado 1,4,7-
triazaciclononano (Chaudhuri and Wieghardt 1987; Ellis, Farrugia et al.
1999; Giesbrecht, Cui et al. 2002; Castro-Rodriguez, Olsen et al. 2003;

Kreher, Hearn et al. 2007; Bar-Nahum, Gupta et al. 2009). O ligante L é
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capaz de estabilizar dois ions Cu(ll) com ambientes de coordenacdo
distintos entre si, formando uma estrutura peculiar. Encontrou-se que,
além de interessantes propriedades eletroquimicas e espectroscépicas
em solugcdo, o complexo exibe significante atividade catalitica frente a
clivagem do substrato ativado bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) e
o proprio DNA em condi¢des de pH préximas as fisioldgicas. Ainda,
demonstra-se que o complexo 1 pode atuar em processos redox
inibindo a acdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) tanto In vitro

quanto In vivo utilizando células de S. cerevisiae.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A quimica Bioinorganica comecou a se desenvolver com os
primeiros estudos acerca da composi¢cdo dos organismos, das proteinas
ou até mesmo antes quando do estudo de tecidos e 6rgdos. Embora
ndo com o nome “Bioinorganica”, a base deste campo de estudo se
construiu com atividades de médicos, fisiologistas, biélogos, quimicos
entre outros cientistas de diversas areas. Um objetivo em comum era a
busca por respostas acerca da presenga de metais em concentragGes
definidas, muitas vezes encontradas em concentragdes trago, em
sistemas vivos. Muitas proteinas e enzimas apresentam fortes
interagdes com metais, alguns destes metais denominados como co-
fatores ou coenzimas necessarios nos processos de catalise bioldgica.
No ultimo século, os avangos a favor da quimica Bioinorganica,
principalmente em medidas de propriedades fisicas, espectroscépicas e
cristalograficas, possibilitaram um rapido desenvolvimento e aumento
significativo na produgdo cientifica em torno deste campo. Atualmente
além de se “auto-alimentar” o interdisciplinar estudo de
metaloenzimas inspira diversas idéias para solucionar problemas
ambientais, médicos, energéticos entre outros, ainda contribuem
intensamente em ciéncia de base como em espectroscopia,
engenharias genética e proteémica, geologia e etc (Lippard and Berg
1994; Beinert 2002; Valko, Morris et al. 2005).

Neste trabalho enfatizo a contribui¢cdo de Edward Solomon e o

estudo de metaloenzimas de Cu, modelos biomiméticos e materiais
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contendo sitios de Cu acoplados. De fato o metal Cu compde o sitio
ativo de diversas enzimas e apresenta caracteristicas eletrdnicas,
espectroscopicas, importantes para a investigagdo do complexo de
Cu(ll) obtido neste trabalho, e principalmente de reatividade que
interessam no ramo cientifico e tecnolégico (Solomon 1983; Solomon,
Ginsbach et al. 2011).

A enzima CuZn-Superoéxido dismutase (CuZn-SOD ou Sod1), por
exemplo, é uma das principais responsaveis pelo metabolismo de
radical superdxido no meio intracelular de eucariotos. Outras enzimas
contendo diferentes cations metélicos como as Fosfatases Acidas
Purpuras (PAPs) também sdo exemplo da versatilidade e reatividade
dos metais no meio bioldgico e serdo abordadas adiante juntamente
com a CuZn-SOD e Catalase (CAT).

Paralelamente ao estudo de metaloenzimas, o estudo de
modelos biomiméticos tem apresentado importantes contribuicGes
para: o entendimento de como funcionam muitas metaloenzimas e
desenvolvimento de novos compostos com aplicagdes diversas desde
medicinal até quimiorremediagao. Neste contexto depara-se com a
necessidade de conhecer as propriedades fisico-quimicas e também
toxicolégicas dos modelos quando submetidos ao ambiente. Para este
ultimo item, envolvendo toxicidade e atividade bioldgica de novos
compostos, podem ser usados modelos celulares tal como o usado
neste trabalho, o modelo celular eucaridtico Saccharomyces cerevisiae,

descrito adiante nas se¢des 2.3,4.1.5-7 e 5.9.
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Dentro do contexto da bioinorgdnica, portanto, é de
importancia primaria um amplo conhecimento acerca das
metaloenzimas, abordado mais especificamente na se¢do a seguir 2.1.
Ramificagbes da bioinorgdnica como a quimica de modelos

biomiméticos serdo abordadas na se¢do 2.2.

2.1 Metaloenzimas

2.1.1 Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs)

O primeiro exemplo de metaloenzima a ser abordado sdo as
PAPs. Sabe-se que este grupo de enzimas é capaz de hidrolisar ésteres
de fosfato numa faixa de pH entre 4 e 7. Compostas por um sitio
heterobinuclear Fe(lll)Me(ll) (onde Me = Fe, Zn e Mn) as PAPs se
utilizam de cooperacgdo entre acidos de Pearson duros e macios para
geracdo de um nucledfilo hidroxido e ativagdo do substrato
respectivamente. A Figura 1 a seguir mostra um intermedidrio proposto
para o processo de hidrdlise de um éster de fosfato por um sitio ativo

de PAP (Klabunde and Krebs 1997; Miti¢, Smith et al. 2006).
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Figura 1 - Intermedidrio do processo de hidrélise de monoéster de

fosfato pelas PAPs.

Embora sua fun¢do ainda ndo seja completamente conhecida,
as PAPs sdo alvos na pesquisa e desenvolvimento de substancias que
atuem contra varias disfungGes humanas como osteoporose, fibrose
cistica, cancer e depressdo. Este tipo de sitio ativo binuclear
cooperativo, encontrado em outras esterases, di ou triesterases,
alavancam também o estudo acerca da degradacdo de pesticidas e

agentes neurotoxicos (Gahan, Smith et al. 2009).
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2.1.2 CuZn-Superdxido Dismutase (CuZn-SOD) e Catalase

(CAT)

A enzima CuZn-Superéxido Dismutase é uma das principais

componentes do metabolismo de espécies reativas de oxigénio,

responsdvel pelo consumo de dois equivalentes de anion radical

superdxido (0,") transformando-os em O, e H,0,. A enzima apresenta

um sitio redox-ativo de Cu(ll) ponteado a um ion Zn(Il) por um residuo

de histidina. Embora nao participe diretamente da catdlise o ion de

Zn(ll) tem importancia para a dinamica estrutural e de carga

cavidade do sitio ativo desta enzima (Kaim and Schwederski 1994).
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Figura 2 — Mecanismo para a dismutacdo de superdxido pela enzima

CuZn-SOD.
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Durante o processo de catalise realizado pela CuZn-SOD
(Figura 2) ocorre inicialmente a oxidacdo de O,* para O, associada a
reducdo do ion Cu(ll) para Cu(l) que se desliga da ponte histidina.
Quando um segundo radical 0,* se aproxima, ocorre sua reducdo para
H,0, e a reoxidagdo do ion Cu(l) para Cu(ll). A ponte histidina retorna e
o sitio ativo pode realizar um novo ciclo catalitico (Kaim and
Schwederski 1994). Perturbac¢des na expressdo ou mutagdes da enzima
CuZn-SOD parecem estar relacionadas com uma série de problemas
para o controle do estresse oxidativo nos tecidos, como por exemplo, o
tecido cerebral e o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas
(Costa and Moradas-Ferreira 2001; Warner, Sheng et al. 2004)

De acordo com o mecanismo mostrado na Figura 2 observa-se
a geracgdo de H,0, na segunda etapa do mecanismo de dismutacdo de
0,"". Sabe-se que o H,0, é o principal gerador de radical hidroxil (OH®)
sendo este o agente oxidante mais agressivo para os tecidos celulares e
biomoléculas. Para evitar o estresse oxidativo no interior das células de
diversos organismos eucaridticos, existe um grande grupo de enzimas
denominadas Catalases (CAT) responsaveis pelo metabolismo do
subproduto das SOD, o H,0,. Com um sitio ativo do tipo heme
coordenado a Fe(lll) (Por-Fe(lll)), uma enzima catalase monofucional é
capaz de reduzir um equivalente de H,0, transformando-o em H,0
gerando o produto oxiferril Por®*-Fe(IV)=0. Depois de oxidado o
produto Por®**-Fe(IV)=0 é reduzido a forma inicial Por-Fe(lll) por mais
um equivalente de H,0, e liberando H,0 e O,, a partir dai a enzima

pode realizar novamente o processo. O esquema abaixo demonstra as
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equagles quimicas que representam o processo de catalise de uma
catalase monofuncional contendo um sitio de Fe(lll) (Chelikani, Fita et
al. 2004).
(Por-Fe'") + H,0, — (Por™-Fe!Y=0) + H,0
(Por*-Fe!V= 0) + H,0, — (Por-Fe'") + H,0 + O,

Esquema 1 — Equacgdo quimica para o desproporcionamento de H,0,

por uma catalase monofuncional.

Muitas outras formas de catalase foram descritas na literatura,
algumas com atividade bifuncional catalase-peroxidase e também
apresentando sitios ndo-heme contendo Manganés como ion metdlico

ativo (Chelikani, Fita et al. 2004).

2.1.3 Outras Metaloenzimas de Cobre

Diversas sdo as metaloenzimas contendo sitio ativo de cobre.
Enzimas azuis de Cobre (Tipo 1), enzimas normais ou “ndo-azuis” de
cobre (Tipo 2) e enzimas contendo sitios diméricos de cobre (Tipo
3)(Kaim and Schwederski 1994; Gerdemann, Eicken et al. 2002) sdo
grandes classes das quais nos ateremos as do Tipo 3 devido ao carater
estrutural apresentado em seus sitios ativos.

Em 1983, Edward Solomon apresentou a investigagdo
minuciosa acerca de correlagdes fungdo/estrutura com o

comportamento eletrénico e geométrico dos sitios ativos binucleares
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de Cobre do Tipo 3. Nesta publicacdo, Solomon destaca o primeiro
perfil espectroscopico elucidativo de centros binucleares com atividade
de transporte de oxigénio tal como a hemocianina e atividade em
diferentes rea¢des redox como as realizadas por enzimas como
tirosinase e lacase (Solomon 1983).

Diferentes formas derivadas do sitio ativo da hemocianina
apresentam diferentes perfis espectrais em EPR e espectroscopia
eletronica. Primeiramente, comparando-se os espectros eletronico e de
EPR da forma oxi-hemociania com o ion cuprico tetragonal observa-se
uma grande diferenga nos perfis de absor¢ao assim como mostrado na

Figura 3 (Solomon 1983; Solomon, Ginsbach et al. 2011).
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Figura 3 — Espectros eletronico (esquerda) e de EPR (direita) da oxi-

hemocianina (linha cheia) e Cu(ll) tetragonal (linha pontilhada).
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O estudo espectroscépico permite ainda a observacdo de
pequenas diferengas no centro bimetdlico da hemocianina, a variagdo
na absortividade molar das transicbes observadas no espectro
eletronico das formas met e dimérica mostram pequenas mudangas
conformacionais nos orbitais d. Os valores de An.x s€ mantém sem

deslocamentos perceptiveis (Figura 4)(Solomon 1983).
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Figura 4 — Espectros eletronicos das formas met e dimérica da

hemocianina. L; e L, = ligantes exdgenos, R = ponte endégena.

Ainda o espectro de EPR da forma dimérica apresenta
acoplamento dipolar alterando de forma significativa o perfil de
absorgdo, devido desdobramento dipolar, em compara¢do a formas
binucleares ndo acopladas, que exibem apenas transicbes AM, = =+ 1
discretas, ou acopladas antiferromagneticamente, que exibem

transicdes AM; = + 2 também discretas. A Figura 5 mostra trés formas
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diferentes de sitios binucleares de Cu(ll) evidenciando o efeito

significativo do acoplamento dipolar no espectro de EPR.
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Figura 5 — Espectros de EPR para sitio binuclear de Cu(ll): ndo acoplado
(esquerda); com acoplamento dipolar fraco (centro); com acoplamento

dipolar forte (direita). r = distancia intermetalica.

Por ultimo coloca-se o exemplo da enzima binuclear de Cu(ll)
tirosinase. Esta enzima é responsdvel pela catalise de o-hidroxilacdo de
fendis e a subsequente oxidacdo do catecol formado gerando quinona.
Esta enzima inspira o desenvolvimento de diversos complexos voltados
a drea tecnoldgica de degradacdo e funcionalizagdo de compostos
organicos, tal como serd mostrado nas se¢des 2.2.2-3. A Figura 6
mostra o mecanismo de ac¢do da tirosinase (Fontecave and Pierre

1998).
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Figura 6 — Mecanismo de o-hidroxilagao e oxidagao de catecol pelo sito

ativo da tirosinase.

2.2 Modelos Biomiméticos

Observando as caracteristicas estruturais das metaloenzimas e
a versatilidade dos ions metalicos em seus sitios ativos percebeu-se a
possibilidade de obtengdo de compostos de baixa massa molar com
atividade similar as das metaloenzimas. Embora com algumas
desvantagens no que se diz respeito a atividade -catalitica ou
especificidade, os modelos biomiméticos se prestam a uma série de
fins, como: suas caracteristicas estruturais podem ser comparadas aos
sitios ativos de metaloenzimas e estudadas em paralelo via

espectroscopias diversas, medidas cinéticas se utilizando de inibidores
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e etc, podendo contribuir para o entendimento de como as proprias
metaloenzimas funcionam; os modelos biomiméticos sdo normalmente
mais simples de se obter, sdo menos susceptiveis as condi¢des nao
fisiolégicas ou quando se trabalha fora das condi¢bes otimas
determinadas para as enzimas, sdo substdncias mais facilmente
cristalizaveis e estruturalmente menos complexas e ainda; se prestam
ao desenvolvimento de novos materiais voltados a diversas areas
tecnoldgicas, substancias com atividade farmacoldgica, sondas

moleculares etc (Lippard and Berg 1994).

2.2.1 Modelos Fosfatase-miméticos

De acordo com o desenvolvimento da quimica bioinorganica e
dos complexos biomiméticos muitos modelos capazes de promover
hidrélise de ésteres de fosfato foram reportados, destacando-se os
descritos a seguir. Complexos mononucleares de Cu(ll) sdo conhecidos
por interagir com DNA e promover a quebra deste biopolimero. Um
importante exemplo do avanco deste tipo de complexo foi a sintese do
Cu(-pr3[9]aneN3)* ou Cu(tacn-'prs)**. Este complexo mononuclear de
Cu(ll) contendo um derivado triisopropilado do ligante macrociclo
1,4,7-triazaciclononano (tacn) é capaz de promover a hidrélise tanto do
modelo de fosfodiéster BNPP quanto do préprio DNA (Figura 7) (Deck,

Tseng et al. 2002). Podem ser encontrados complexos mononucleares
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de Cu(ll) ainda mais eficientes e capazes de promover hidrdlise

também de proteinas (Oliveira, Mazera et al. 2009).
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Figura 7 - Representagdo para reagdo de hidrélise do BNPP pela espécie

720

[Cu(tacn-'pr3)(OH)(H,0)]".

Talvez um dos exemplos mais interessantes que podem ser
encontrados é a série de complexos binucleares modelos da rkbPAP
[Fe(I)Zn(11)(BPBPMP-X)(1-OH)(H,0)]** (onde X = H, CHs;, Br e
NO,)(Peralta, Bortoluzzi et al. 2010). Nesta publicacdo foram
encontradas diversas correlagdes entre estrutura e atividade hidrolitica
a partir de métodos experimentais e computacionais mostrando a
influéncia do grupamento Fe(lll)-O(fenolato) com diferentes
substituintes nos processos de hidrélise, tal como o exemplo da Figura

8.
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Figura 8 — Intermedidrio responsavel pela hidrdlise do 2,4-BDNPP.

Nessa série de complexos observou-se, ainda, atividade de
hidrdlise do DNA e também citotoxidade frente a células de leucemia e
de cancer de pulmao.

Neste contexto compreende-se que o estudo de complexos
biomiméticos ultrapassa a quimica de metaloenzimas e passa a mostrar
relevancia biotecnoldgica, farmacolégica e até mesmo em processos de

biorremediagdo (Gahan, Smith et al. 2009).

2.2.2 Modelos SOD e CAT-miméticos

Dentre os modelos biomiméticos parece razoavel que os que
mimetizam  metaloenzimas responsdveis pelo  metabolismo
antioxidante como SOD e CAT sdo provaveis candidatos a aplicagdo
farmacoldgica vista a problemética envolvida na expressdo acima e/ou
abaixo dos niveis normais deste grupo de enzimas, podendo ocorrer

uma fuga da homeostase celular e o aumento do estresse oxidativo
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(Warner, Sheng et al. 2004; Batinic’-Haberle, Rebouc et al. 2010).
Compostos como [Fe(lll)(HPCINOL)CI,]JNOs (Horn, Parrilha et al. 2010),
[Mn(I)(HPCINOL)(n1-NO3)(n,-NOs)](Lessa, Horn et al. 2009) e outros
complexos binucleares [Mn(lII)2(Ll'z)(,u-OAc)(y-OMe)]+ (Biava, Palopoli
et al. 2006) (onde L™ sdo ligantes N,O; doadores, Figura 9) sdo
exemplos de complexos metalicos com atividade de SOD e CAT (Figura
9). O complexo [Fe(lll)(HPCINOL)CI,]NO; apresenta ambas as atividades
miméticas de SOD e CAT tanto /n vitro como In vivo (S. cerevisiae). Este
é provavelmente o primeiro complexo de Fe(lll) capaz de desempenhar
este tipo de atividade. J& o complexo [Mn(II)(HPCINOL)(n:-NOs)(n,-
NOs)] apresenta atividade multifuncional catalase-peroxidase e abre
oportunidade ainda para a ativacdo e oxidacdo de ligagdes C-H. Os
complexos binucleares [Mn(lII)Z(Ll'z)(y—OAc)(,Lz—OMe)]+ sdo relevantes
no que diz respeito ao estudo do desproporcionamento de H,0, por
enzimas MnCAT, fen6meno onde ainda ndo se tem grande clareza

mecanistica.
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Figura 9 — Complexos de Fe(lll) (esquerda) e de Mn(ll) (centro) com o
ligante HPCINOL e representacdo genérica dos complexos binucleares

de Mn(lll) (direita).

2.2.3 Outros Modelos Biomiméticos de Cobre

Diversos metais como Fe e Mn s3o usados para a sintese de
complexos de baixa molar para variados fins, contudo, os complexos de
Cu também tém se destacado podendo realizar fungbes tanto
hidroliticas como de transferéncia de elétrons e reagdes redox. Um
exemplo recente é o trabalho reportado onde centros [Cu(ll)(z-OAc)(z-
OMe)Cu(ll)] (Osoério, Peralta et al. 2012) realizam oxidagdo de catecol,
hidrélise de fosfodiéster modelo 2,4-BDNPP e clivagem mista
oxidativa/hidrolitica de DNA plasmidial. Em 2006 foram apresentados
centros [Cu(ll)(x-Ofenolato)(u-OMe)Cu(ll)](Peralta, Neves et al. 2006)
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com atividade de oxidacdo de catecol e de clivagem mista
oxidativa/hidrolitica de DNA.

Particularmente, complexos de Cu(ll) tém se mostrado
importantes alternativas para o desenvolvimento de compostos
bioativos: antitumorais, antibacterianos, antifingicos e antioxidantes
(Ciuffi, Cellai et al. 1998; Fujimori, Yamada et al. 2005; Ivarez, Alzuet et
al. 2005; Psomas, Tarushi et al. 2006; Fernandes, Horn Jr et al. 2010;
Boulsourani, Geromichalos et al. 2011; Harinath, Reddy et al. 2011).

O intenso estudo acerca deste metal permitiu a descrigao de
variadas formas de complexagdo e correlagdes estruturais, fisico-
quimicas. Muitos trabalhos atentam as propriedades fisico-quimicas,
estruturais e de reatividade da subunidade [Cu(ll)(tacn)] e demonstram
estabilidade, a caracteristica orientacdo estrutural piramidal-quadratica
e reatividade em diversos processos hidroliticos e de oxido-reducdo
(Hegg and Burstyn 1995; Tolman 1997; Fry, Moubaraki et al. 2003; Fry,
Spiccia et al. 2003). A Figura 10 mostra as representacdes estruturais
de metaloenzima e modelo comparadas em trabalho realizado por

Tolman (Tolman 1997).
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2.3 Saccharomyces cerevisiae

Uma maneira interessante de investigar aspectos bioquimicos
da atividade de novos compostos tais como os complexos metalicos
biomiméticos é o emprego do modelo celular eucaridtico
Saccharomyces cerevisiae.

Embora mais primitivo que uma célula humana, este modelo
unicelular pode fornecer importantes informag¢Ges acerca da
citotoxicidade, metabolismo, influéncias na expressdao génica, danos
celulares, viabilidade celular e atividade protetora de novos compostos.
Um grande numero de proteinas e biomoléculas encontradas em
células humanas sdo encontradas nestas leveduras e propiciam
correlagbes  interessantes acerca de  estresse  oxidativo,

desenvolvimento de doengas, como as disfun¢des neurodegenerativas,
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e alternativas para o combate das mesmas, além de diversos outros
aspectos de relevancia bioguimica e biomédica (Costa and Moradas-
Ferreira 2001).

Este modelo apresenta algumas vantagens em comparagdo aos
modelos celulares humanos como maior robustez e resisténcia a
contaminacgdo. E possivel também o emprego de diferentes meios de
crescimento das células de S. cerevisioe tanto em metabolismo
fermentativo (2%YPD), podendo ser avaliadas respostas de células em
hipéxia onde alguns mecanismos de defesa antioxidante ndo estdo
ativados como a catalase citosélica, quanto em metabolismo
respiratdrio (4%YPGly), o qual propicia células adaptadas a difusdo de
oxigénio e ao estresse oxidativo gerado durante a respiracdo (Costa
and Moradas-Ferreira 2001).

De fato substancias organicas como algumas naftoquinonas
(Castro, Mariani et al. 2008) ou complexos metalicos como o
[Fe(lI)(HPCINOL)NOs] (Horn, Parrilha et al. 2010) sdo exemplos da
utilizacdo de leveduras S. cerevisiae para observagdo de aspectos
biolégicos e de resposta celular ao emprego de novas substancias In

vivo.
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3 OBIJETIVOS

Almejando o estudo de novos complexos metdlicos com
aplicagdo bioinorganica os objetivos do trabalho se enquadram na
proposta de projecdo e sintese de ligantes que mimetizam os residuos
de aminoacidos de sitio ativo de metaloenzimas como por exemplo as
Fosfatases Acidas Purpuras e CuZn-Superéxido Dismutase. Em
sequéncia se dd a obtengdao e caracterizagdo do complexo metadlico
utilizando o ion Cu(ll) e o ligante sintetizado. Por ultimo as propostas
de atividade e aplicabilidade do complexo sdo testadas e os resultados
interpretados em termos da estrutura do complexo e do sistema

utilizado.

3.1 Metas

- Sintese do ligante tacn-'promff (L).

- Sintese e caracterizagdo estrutural e fisico-quimica do
complexo [Cu,(L)Cls] (1).

- Avaliacdo da atividade catalitica do complexo 1 em processos
de hidrdlise de fosfodiésteres, modelo e DNA, e na dismutacdo
de radicais superdéxido.

- Avaliacdo da atividade bioldgica do complexo 1 usando o
modelo celular S. cerevisiae: citotoxicidade e atividade

antioxidante.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Materiais, instrumentacgdo e procedimentos

Todos reagentes de alta pureza for obtidos de fontes comerciais
e usados sem purificacdo prévia. Na caracterizacdo e estudos cinéticos
foram utilizados solventes espectroscépicos. Composi¢ao elementar de
1 foi analisada usando o equipamento Carlo-Erba E-1110. Espectros de
RMN de 'H e C foram obtidos utilizando o equipamento Bruker-FT400
MHz. Os deslocamentos quimicos (8) de 'H e >C foram registrados em
ppm empregando tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno em
cloroférmio deuterado. O espectro eletrénico de 1 foi registrado em
agua deionizada em valores de pH selecionados wusando o
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda-19. As varreduras espectrais
foram realizadas usando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho
Optico. Transi¢des d-d e transferéncias de carga do ligante para o metal
(TCLM) foram monitorados com concentracdes de 1 de 1,6 e 0,20
mmol.L™ respectivamente. Medidas espectrais na regido do
infravermelho foram realizadas usando o espectrofotometro FT-IR
Varian 3100 Excalibur Series para o registro da transmitancia (%T) do
complexo diluido em pastilha de KBr. O comportamento eletroquimico
de 1 foi investigado com o potenciostato BAS-Epsilon EC/2000.
Voltamogramas ciclicos foram obtidos a temperatura ambiente em
acetonitrila ou agua sob atmosfera de argdnio. O eletrélito suporte

usado foi n-BusNPFs ou KCl para cada solvente, respectivamente. A cela
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eletroquimica empregada foi montada com trés eletrodos: carbono
vitreo (trabalho), platina (auxiliar) e Ag/Ag’ (referéncia). Os padrdes
internos ferroceno (E0 = 400 mV vs NHE) e Ks[(Fe(CN)¢] (E°= 358 mV vs
NHE) foram utilizados em acetonitrila e dgua respectivamente. O
espectro de massa de 1 foi registrado usando o espectrémetro 3200 Q-
TRAP MS/MS (Aplied BioSystems MDS Sciex) no modo positivo ESI(+)-
MS sob as seguintes condi¢des: 298 K; voltagem do capilar -4.5 kV;
potencial de desagregacdao 45 V; fluxo de infusdao 10 uL.min'1 e [1]
(CH3CN/H,0 pH 6) = 15,0 ppm. Espectros de EPR foram adquiridos
usando o equipamento BRUKER ESP 300E com fonte de microondas de
9,332 GHz, poténcia de 10 mW a 77 K e 2 mW a temperatura ambiente.
A faixa de campo magnético medida foi de 1,2 a 501,2 mT a 77 K e de
283,7 a 353,7 mT a temperatura ambiente. Aliquotas de 1 mL de
solugdo de 1 (1,0 mmoIL"l) em pHs selecionados (4, 6, 8,2 e 10,4) foram
utilizadas para medidas em ambas as temperaturas, 77 K e ambiente
(25 °C). Plasmidio pBSK Il (2961 bp, Stratagene) foi utilizado como
substrato para os ensaios de clivagem de DNA. O plasmidio foi
transformado em células competentes DH5a E. coli, amplificado tal
como descrito (Ausubel, Brent et al. 1999) e entdo purificado de células
E. coli de acordo com as orientagGes do protocolo Qiagen Plasmid Maxi
Kit. Superdxido Dismutase (SOD) de eritrécito bovino foi adquirida a

partir de Sigma (MO, USA).
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4.1.1 Titulagao Potenciométrica

As constantes de protonagdo de 1 foram investigadas usando o
titulador automdtico Methron 848 Titrino Plus com eletrodo
combinado de vidro (Ag/AgCl) calibrado para medir —log[H]
diretamente, designado pH. A temperatura do experimento foi
estabilizada a 25 °C e as solugdes foram preparadas com agua livre de
gases e duplamente destilada em presenga de KMnQO,. O eletrodo foi
calibrado com dados obtidos da titulagdo de um volume conhecido de
padrdo de HCl 0,0100 molL™! com padrio KOH 0,100 molL™. A forca
idnica foi mantida constante a 0,1 molL™" pela adicdo de KCl e as
solu¢des contendo 0,025 mmol do complexo 1 foram tituladas com
KOH 0,100 molL™ livre de CO, de pH 2,6 a 12 pela adicdo de aliquotas
de 0,03 mL. Os experimentos foram analisados com o programa BEST7.
O diagrama de espécies foi obtido utilizando os programas SPE e

SPELOT (Motekaitis and Martell 1982; Martell and Motekaitis 1992).

4.1.2 Medidas Cinéticas: hidrolise do 2,4-BDNPP

A atividade mimética de hidrolase de 1 frente o fosfodiéster
ativado  2,4-BDNPP(Bunton and Farber 1969) foi avaliada
espectrofotometricamente utilizando o espectrofotdmetro Varian
Cary50 Bio, pelo aumento da absorvancia em 400 nm respectiva a
geracgdo do ion 2,4-dinitrofenolato (2,4-DNP) a 25 °C (Peralta, Bortoluzzi

et al. 2010). O efeito do pH sobre as velocidades iniciais (V) foi
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monitorado usando solu¢do CH3;CN/H,0 (50% v/v) sob as seguintes
condigBes: [1] = 37 pmol.L"; [2,4-BDNPP] = 440 pmol.L™; [Tamp3o] = 50
mmol.L™ MES (pH 4 a 7), HEPES (pH 7,5 a 8,0) TRIS (8.5) e CHES (pH 9,0
a 10) com forca idnica controlada com LiClO, 0,10 mol.L™ em cubeta
contendo um volume final de 3 mL e caminho 6ptico de 1 cm. Os
experimentos sob condi¢des de excesso de substrato foram realizados
nas seguintes condi¢Bes: CH3CN/H,O0 (50% v/v), [1]=9,2 umoIL'l,
[Tampaolfina = 50 mmolL™ MES (pH 6.0). As reagdes sdo iniciadas com a
adicdo de volumes fixos de substrato ([2,4-BDNPPlsn, = 0,93 a 9,3
mmolL™). O efeito isotopico de deutério ’D sobre o processo de
hidrolise foi realizado em condigdes idénticas usando tampao
previamente preparado MES em pH 6,0 ou pD 6,5, de acordo com
diferenca de acidez em meios de H,0 e D,0 descrito na literatura
(Glasoe and Long 1960), e excesso de substrato de 475 vezes em
compara¢do ao complexo 1 ([1] = 9,5 umoI.L'l; [2,4-BDNPP] = 4,5
mmol.L'"). A corregdo para hidrdlise espontanea do substrato (Bunton
and Farber 1969) foi monitorada pela diferenca direta usando uma cela
de referéncia sob condig¢des idénticas privando a adicdo de complexo.
As velocidades iniciais foram obtidas a partir do coeficiente angular da
absorvancia vs tempo durante a faixa retilinea de reacdo sobre os
primeiros 10 minutos. A conversdo das velocidades de reacdo foi
calculada usando os valores especificos de & do produto 2,4-DNP
(pH {&/L mol™ cm™}): 4,0 {3410}; 4,5 {7180}; 5,0 {10080}; 5,5 {11400};
6 {12000}; 6,5-10 {12100}(Peralta, Bortoluzzi et al. 2010). Para o
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tratamento cinético aplicou-se a equagdo da aproximagdo de

Michaellis-Menten de cinética enzimatica.

4.1.3 Clivagem de DNA

A capacidade de 1 em promover a clivagem do DNA foi avaliada
no Centro de Biologia Molecular e Estrutural pelo doutorando Tiago
Bortolotto, analisando a conversaio de DNA forma pBSK I
superenovelado (F I) em forma circular aberta (F Il) e forma linear (F Il1),
as quais representam formas contendo uma ou duas clivagens
respectivamente. (Neves, Terenzi et al. 2001; Scarpellini, Neves et al.
2003) As reagbes foram conduzidas usando 400 ng de DNA pBSK Il (~30
umol.L'" em bp) em 10 mmol.L™ de tamp3o (MES, HEPES ou CHES
apropriadamente) com 10 mmol.L™ de NaCl. A reac3o foi iniciada com a
adicdo de 1 (em diferentes concentracdes dependendo do ensaio)
durante 16 h a 37 °C. Cada reacdo foi paralisada com adi¢dao de 5 pL de
uma solugdo tampdo Tris-HCl 50 mmol.L™ pH 7,5 contendo azul de
bromofenol 0,01%, glicerol 50% e EDTA 250 mmol.L'* sendo
subsequentemente submetida a eletroforese em gel de agarose 1,0 %
contendo brometo de etidio 0,3 ug mL* em 0,5 x de tampdo TBE (Tris
44,5 mmolL™, 4cido bérico 44,5 mmolL™ e 1 mmolL™" de EDTA a pH 8,0)
a 90 V por 90 minutos. Os géis resultantes foram visualizados e
digitalizados usando sistema de documentacgdo DigiDoc-It (UVP, USA). A
proporcdo de DNA plasmidial em cada banda foi quantificada usando o

programa Molecular Imaging Software 5.0 (Carestream Health, USA). A
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quantificacdo de DNA superenovelado (F 1) foi corrigida pelo fator de
1,47, desde que a capacidade de intercalagdo do brometo de etidio
nesta forma topoisomérica do DNA é menor em relagdo as formas de
DNA circular aberta (F Il) e linear (F lll)(Bernadou, Pratviel et al. 1989).
A fim de determinar o mecanismo pelo qual 1 cliva o DNA
alguns agentes externos foram adicionados ao DNA antes do complexo
e os procedimentos prosseguidos. Dentre os agentes estao incluidos:
cloreto de sédio (variacdo de forga iGnica no meio), sequestradores de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e ligantes de sulcos do DNA. A
qguantidade de cada agente e/ou modificagdes procedimentais serdo

detalhados na sec¢do de resultados e discussao.

4.1.4 Atividade SOD-mimética In vitro

A determinagao da atividade de Sod de 1 In vitro foi realizada
usando o sistema enzimatico gerador de O, Xantina/Xantina Oxidase
(Horn, Parrilha et al. 2010) responsavel pela reducdo do NBT (azul de
nitro-tetrazolio) e geragdo do croméforo formazan (560 nm). Em tg, 0
sistema contendo Xantina 0,15 mmoIL'l, NBT 56 pmoIL'1 e tampao
(K;HPO4/KH,HPO,) 50 mmolL?, na auséncia e na presenca de complexo
1(1,3 mmoI.L'l), é iniciado com a adi¢do da enzima Xantina Oxidase

(0,2 U) e a absorvancia monitorada durante 5,5 minutos.
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4.1.5 Citotoxicidade

A citotoxicidade de 1 foi avaliada usando células de levedura
Saccharomyces cerevisiae (Castro, Mariani et al. 2008; Horn, Parrilha et
al. 2010) das linhagens selvagem (wt) BY4741 (MATa; his341; leu2 4 0;
metl5 A4 O;ura3 A4 0). Leveduras na metade da primeira fase
exponencial de crescimento (1,0 mg peso seco/mL) foram tratadas com
1 (0 - 500 umoI.L'l) durante 1 hora e, apds diluicdo apropriada,
plagueadas em 2%YPD soélido. As placas foram incubadas a 28 °C
durante 48 horas e as coldnias contadas. A viabilidade celular foi
determinada em escala percentual entre células tratadas e ndo

tratadas com o complexo.

4.1.6 Atividade SOD e CAT-mimética In vivo

A atividade mimética de superdxido dismutase e catatalase de 1
foi avaliada em células de S. cerevisiae, BY4741 e suas mutantes
isogénicas sod1A4 e cttlA, expostas a estresse oxidativo gerado por
H,0, (2 mmol.L™) ou menadiona (10 mmol.L™) por 1 hora. Células em
crescimento exponencial em glucose (2%YPD) ou glicerol (4%YPGly)
submetidas ou ndo ao complexo 1 (25 pmol.L’l) durante 1 hora foram

expostas ao estresse oxidativo direto. A sobrevivéncia sob condi¢Ges de
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estresse foi analisada por plagueamento das células em 2%YPD sélido
apos diluicdo apropriada. As placas foram incubadas a 28 °C por 72
horas e as colb6nias contadas e a viabilidade celular expressa como

porcentagem.

4.1.7 Oxidagao Intracelular

Niveis de oxidagao intracelular foram medidos usando a sonda
fluorescente 2’,7’-Diclorofluoresceina (DCFH)(Pereira, Eleutherio et al.
2001). Células BY4741 (wt) em meia fase de crescimento exponencial
foram tratadas com DCFH (10 pmol.L™") durante 15 minutos a 28 °C e
160 rpm. Apés incorporacao da DCFH as células, tratadas ou ndo com 1
(25 pmol.L™") por 1 hora, foram expostas a estresse oxidativo com
menadiona (20 mmol.L™) por 1 hora. Para medicdo da fluorescéncia 50
mg de células foram resfriadas em gelo, coletadas por centrifugagado e
lavadas duas vezes com agua destilada. As células foram ressuspensas
em 500 uL de agua destilada com 1,5 g de pérolas de vidro. As células
foram lisadas em 3 ciclos de agitacdo em vortex e banho de gelo
durante um minuto cada. A fluorescéncia do sobrenadante, obtido por
centrifugagdo a 13.000 rpm por 5 minutos e diluidos 6 vezes com agua,
foi medida usando o espectrofluorimetro Cary Eclipse Varian (ex. 504
nm; em. 524 nm). Os resultados foram expressos como a relagdo entre
a fluoréscencia de células diretamente estressadas ou estressadas apds

pré-tratamento com 1 e células controle tratadas apenas com DCFH.
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4.1.8 Sintese do ligante tacn-iprszf

A rota sintética para obtengdo dos pro-ligantes tacniprz e cmff
estd apresentada no Anexo A e descrita anteriormente (Almeida 2009).

Foram adicionados em um baldo de 125 mL 2,95 g (16,0 mmol;
184,62 g.mol) de 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol (cmff) dissolvidos
em 40 mL de diclorometano. A esta solugao, adicionou-se lentamente e
sob agita¢do, uma solugdo contendo 3,41 g de 1,4-diisopropil-1,4,7-
triazaciclononano (tacn-iprz) (16,0 mmol; 213,37 g.mol'l) e 4,50 mL de
trietilamina (3,24 g, 32,0 mmol; 101,19 g.mol'l; 0,72 g.mL'l) dissolvidos
em 30 mL de diclorometano, com auxilio de um funil de adi¢do. A
mistura foi refluxada por 24 h e a solugdo resultante foi transferida
para um funil de separacdo onde foi lavada com uma soluc¢do saturada
de bicarbonato de sédio (5 por¢Ges de 40 mL). A fase organica foi seca
com sulfato de sédio anidro, filtrada, e o solvente evaporado a pressao
reduzida. O dleo amarelo resultante foi dissolvido em 30 mL de
acetonitrila aquecida, transferido para um béquer e levado ao freezer
para precipitagdo. Apds algumas horas o produto sélido cristalino
amarelo foi filtrado, lavado com acetonitrila gelada e acondicionado
em dessecador com silica. Obtiveram-se 2,57 g (7,10 mmol; 361,53
gmol™) do  2-[(4,7-diisopropil-1,4,7-triazaciclononan-1-il)metil]-6-
(formil)-4-metilfenol (tacn-'pr,mff) com rendimento de 45 %. P.F.: 85
°C. IV (KBr, cm™): v (O-H) 3428; v (C-Harom) 3054; Vv (C-H,i5) 2958-
2814; v (C-Haig) 2736; v (C=0)1671; v, (C=C) 1595; &, (C-H,i5) 1464; s

(C-Hai) 1379; & (O-H) 1356; v (C-Ophen) 1270; vs (C-N) 1087; & (C-Ha,)
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716. RMN-"H - 8 (400 MHz,CDCl3), in ppm: 0,97 (d, 12H, CHs); 2,23 (s,
3H, CHs); 2,47 (s, 4H, CH,); 2,71 (m, 4H, CH,); 2,89 (h, 2H, CHpp,); 2,99 (s,
4H, CH,); 3,81 (s, 2H, CH,); 7,00 (s, 1H, CH.,); 7,45 (s, 1H, CH,,); 8,60 (s,
1H, OH); 10,47 (s, 1H, CHaq). RMN-3C - 8¢ (100,60 MHz, CDCl3) in ppm:
18,53 (CHj, 'pr); 20,48 (CHs, metil); 52,89 (CH, 'pr); 53,47, 53,75, 55,04
(CH,, tacn); 60,18 (CH,, metileno); 123,26, 124,69, 126,90, 127,34,
135,96, 161,53 (C, anel aromatico); 191,36 (CH, aldeido).

4.1.9 Sintese do complexo [Cuz(tacn-iprszf)CIsl -(1)

Num béquer contendo 20 mL de uma solucdo de acetonitrila
com 0,180 g do ligante tacn—iprszf (0,5 mmol; 361,53 g.mol™) foi
adicionado 0,170 g de Cu.Cl,.2H,0 (0,5 mmol; 170,48 g mol'l)
dissolvidos em 10 mL do mesmo solvente. A mistura foi mantida sob
agitacdo durante 15 minutos, filtrada por gravidade e a solugdo
resultante deixada em repouso. Apds 24 horas, foi detectada a
presenga de monocristais castanho-escuros adequados a resolugao
estrutural via difratometria de raios X (Esquema 1). IV (KBr, em™): v (C-
Harom) 2997; v (C-H) 2956-2863; v (C=0)1620; v, (C=C) 1567; d; (CH,)
1465; v; (C-N) 1089. Célculo da Andlise Elementar para
C51H34Cl3Cu,N30,: C 42,46 %, H 5,69 %, N 7,07 %. Experimental C 41,94
%; H 7,02 %; N 6,94 %.
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Esquema 2 —Sintese de 1.

4.1.10 Cristalografia

Para o complexo 1 os dados de intensidade foram coletados
com o difratdbmetro Enraf-Nonius CAD4 com radiagdo Ka de Mo e
monocromador de grafite a temperatura ambiente. Os parametros de
cela foram determinados a partir de 25 reflexdes cuidadosamente
centradas usando o procedimento padrdo ja descrito (CAD4 EXPRESS
version. 5.1/1.2 1994). As intensidades foram coletadas utilizando a
técnica de escaneamento w-26. Todos os dados foram tratados via
correcdes por efeitos de Lorentz e polarizacdo (Spek 1996). Uma
corregdo semi-empirica por absor¢do baseada no escaneamento
azimutal de sete reflexGes apropriadas também foi aplicada as
intensidades coletadas usando o programa PLATON (Spek 2003). A
estrutura do complexo 1 foi resolvida por métodos diretos e refinada

pelo método de minimos-quadrados usando os programas SIR97
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(Altomare, Burla et al. 1999) e SHELXL97 (Sheldrick 2008)
respectivamente. Atomos de hidrogénio do ligante foram incluidos na
lista de atomos usando critérios geométricos padronizados. Outros
atomos foram refinados anisotropicamente. Outros parametros

cristalograficos estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados cristalograficos e do refinamento da estrutura de 1.

Formula empirica

Massa molar
Sistema cristalino
Grupo espacial

Dimens6es da cela unitaria

Volume

z

Densidade
Dimensdes do cristal
Reflexbes coletadas
ReflexGes unicas

2
Goodness-of-fit on F

indices finais [I>2sigma(l)]

Cy1 H34 Cl3 Cuy; N3 O,
593,94
Monoclinico

Cc

a=13,1157(8) A «=90".
b=16,0029(10) A S=94,323(12)".
c=12,0041(19) A y=90°.

o3
2512.4(5) A
4
3
1,570 Mg/m

3
0,50x0,43 x 0,40 mm
4274

3406
1,103
R, =0,0299, wR, =0,0751
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estrutura Cristalografica de Cu,(tacn-"pr,mff)Cl; (1)

O arranjo molecular do complexo 1 (Figura 11) foi obtida através
da analise por difracdo de raios-X de monocristal castanho-escuro
adequado a técnica. O sistema monoclinico mostra a unidade
assimétrica neutra onde dois centros cupricos estdo coordenados pelo
ligante dinucleante e duplamente ponteados por u-fenoxo e p-cloro.
Dados cristalograficos e do refinamento apresentam-se na Tabela 1. A
representagao ORTEP e os parametros métricos de distancia e angulos
de ligacdo estdo apresentados na Figura 11 e na Tabela 2,

respectivamente.

Figura 11 — Representacdo ORTEP do complexo [Cu,(tacn-"pr,mff)Cls]
(1) mostrando elipsdides com 40 % de probabilidade de densidade

eletronica. Atomos de Hidrogénio foram omitidos.
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O complexo 1 apresenta uma estrutura binuclear onde o centro Cul é
coordenado facialmente pelo macrociclo tacn (N1, N4 e N7) e pelo
oxigénio fendlico (010) enquanto o centro Cu2 é ligado pelos atomos
010 e 018 do aldeido do ligante. Os dois centros sdo ponteados pela
ponte u—fenoxo com um angulo de ligagdo Cul-010-Cu2 de
111,52(14)° e pela ponte g—cloro com um angulo de ligagdo Cul-Cl1-
Cu2 de 83,00(4)°. Dois ligante cloro (CI2 e CI3) a distancias de
2,2071(12) e 2,2468(13)A, respectivamente, completam a esfera de
coordenagdo do centro Cu2. As distancias médias de ligagdo para os
centros Cul e Cu2 bem como a distancia intermetalica sdo de 2,134,
2,225 e 3,241 A, respectivamente. As distancias Cul-010 (1,978(3) A) e
Cu2-010 (1,943(3) A) s3o comparaveis com outros complexos -
fenoxo-Cu(ll) ja descritos nas literatura (Peralta, Neves et al. 2006; Rey,
Neves et al. 2007). Enquanto a geometria em torno de Cul é de
pirdmide-quadrada pouco distorcida (t = 0,054), a geometria em torno
de Cu2 apresenta-se bastante distorcida, entre bipiramidal trigonal e
piramidal quadratica (t = 0,452) (Addison, Rao et al. 1984). Ambos os
centros apresentam distor¢do Jahn-Teller com alongamento apical
(Cul-N7 = 2,300(4) A e Cu2-Cl1 = 2,5945(14) A) e também com
encurtamento de ligacGes equatoriais. Por ultimo, o carater fortemente
doador do ligante através do macrociclo tacn-'prz gue coordena Cul, as
curtas ligagdes Cu2-010 (1,943 A) e Cu2-018 (2,133 A) e a formagdo do
anel de seis membros —010-C12-C13-C17-C18-Cu2- contendo a porgao

2-hidroxi-5-metilbenzaldeido em volta de Cu2 fornecem ambos,
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densidade eletronica e geometria, adequadas para estabilizar o

complexo binuclear 1.

Tabela 2 — Distancias (A) e angulos (°) da esfera de coordenagdo dos

centros de Cu(ll) em 1.

Cu1-010 1,978(3) Cu2-010 1,943(3)
Cul-N1 2,035(4) Cu2-018 2,133(3)
Cul-N4 2,071(4) Cu2-Cl2 2,2071(12)
Cul-Cl1 2,2844(12) Cu2-CI3 2,2468(13)
Cul-N7 2,300(4) Cu2-Cl1 2,5945(14)
010-Cul-N1 91,56(13) 010-Cu2-CI2 168,10(10)
010-Cul-N4 170,80(15) 018-Cu2-CI2 88,61(9)
N1-Cul-N4 85,51(15) 010-Cu2-CI3 91,27(10)
010-Cu1-Cl1 83,37(9) 018-Cu2-CI3 140,98(11)
N1-Cul-Cl1 167,52(11) Cl2-Cu2-CI3 100,46(6)
N4-Cul-Cl1 97,72(11) 010-Cu2-Cl1 76,13(9)
010-Cul-N7 103,89(14) 018-Cu2-Cl1 114,68(10)
N1-Cu1-N7 85,12(14) Cl2-Cu2-Cl1 99,36(5)
N4-Cu1-N7 84,57(16) Cl3-Cu2-Cl1 101,28(6)
CI1-Cul-N7 107,14(11) Cul-Cl1-Cu2 83,00(4)
010-Cu2-018 83,46(12) Cu2-010-Cul 111,52(14)

5.2 Espectroscopias eletronica e vibracional

O espectro eletronico de 1 registrado em estado sélido (Figura

12) apresenta absor¢do como uma banda bastante alargada na regido
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de 500-650 nm atribuida a transicdes d-d de ions Cu(ll) com ambientes
de coordenagdo distintos tal como observado nos dados
cristalograficos. Um aumento na absorvancia abaixo de 500 nm sugere
a presencga de uma transferéncia de carga do tipo ligante para o metal
(TCLM: Cu(ll)& p-fenoxo) (Koval, Huisman et al. 2004) porém, a TCLM
nado pode ser observada de forma completa devido a problemas com a
medida de reflectancia abaixo de 400 nm.

125

1,00 4

0,754

Reflectance

0,50

0,25 T T T T T T T
400 500 600 700
nm

Figura 12 - Espectro de reflectancia difusa de 1 diluido em pastilhas de

KBr.

Em agua o espectro eletrénico (Figura 3 Anexo C) é definido por
uma TCLM em 375 nm (¢ = 6609 L.mol™cm™; pH ~ 4,5), uma banda
alargada composta por transigdes d-d com maximo em 702 nm (e = 168

L.molem™ pH ~ 3,5) e um ombro em 477 nm (¢ =704 L.molcm™ pH ~
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4,0) possivelmente devido a transi¢cdes d-d adicionais de alta energia e
absortividade em geometria piramidal quadratica. Monitorando o
espectro eletrénico em fungao do pH em solugdo aquosa (Figura 13)
pode-se observar um interessante perfil o qual deve envolver espécies
derivadas de 1. Em pH 3 (Figura 13) a TCLM pode ser observada em 375
nm indicando que o fenolato ponte esta desprotonado até mesmo em
condigBes acidas estabilizando a espécie binuclear 1a (Se¢do 5.3).
Quando o pH da solugdo é aumentado para 6,0 (Figura 13) a
intensidade da TCLM diminui juntamente com um deslocamento
hipsocrdmico da banda de transicbes d-d de 704 nm para 658 nm
aproximadamente, provavelmente devido a formacdo da espécie
duplamente ponteada {Cu(z-fenoxo)(~OH)Cu} 1b, interferindo no
processo de transferéncia de carga e aumentando a densidade
eletrénica sobre os ions Cu(ll). O espectro registrado em pH 8,8
apresenta deslocamento batocrémico das transicdes d-d para 675 e
470 nm, onde os valores de € aumentam cerca de 3 vezes sugerindo
uma mudanga na esfera de coordenagao dos centros metdlicos assim
como proposto para estrutura da espécie {Cu(u-fenoxo)(u-
OH)Cu(OH)(H,0)} 1c onde o centro Cu2 esta coordenado por ligantes
terminais hidroxo e aquo, podendo adotar uma geometria mais
proxima a piramidal quadratica. Finalmente, quando o pH é aumentado
para 10,4 observa-se um deslocamento hipsocrémico na banda d-d
para 640 nm e um aumento do valor de &£ da TCLM com valor de A
de 385 nm. A partir dai propde-se que uma segunda molécula de dgua

coordenada ao centro Cu2 é desprotonada para geracdo da espécie
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{Cu(u-fenoxo)(4-OH)Cu(OH),} 1d. Comparando Ama, das transi¢cdes d-d
das espécies aquosas de 1 com outros complexos contendo porc¢des
(Cu(l)tacn) notamos transicGes menos energéticas para 1 e outro
complexo piramidal-quadratico distorcido (689 nm) (Fry, Moubaraki et
al. 2003) e transi¢cdes d-d mais energéticas para complexos contendo
um grupo tacn em cada ion Cu(ll) com pequenas distor¢des da
geometria piramidal-quadratica (690 — 595 nm) (Brudenell, Spiccia et

al. 1998).

1,8

pH10.4
\y pHE.8

Abs

0,0 T T T 1 ——
400 500 600

nm

Figura 13 — Espectro eletronico de 1 em solugcdo aquosa em diversos
valores de pH. Grafico mostrando TCLM ([1] = 0,20 mmol.L?).
Transi¢des d-d no grafico inserido ([1] = 1,6 mmol.L™): pH 3,0 (preto),

6,0 (cinza escuro), 8,8 (cinza) e 10,4 (cinza claro). = 0,1 mol.L'*KCl.
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O espectro vibracional na regido do infravermelho registrado em
pastilhas de KBr contendo o cristais de 1 (Figura 14) apresentam as
mesmas bandas observadas para o ligante livre com alguns
deslocamentos principalmente: estiramentos C-H em 2997 cm™ e C=0
bandas em 1620 cm™ ambas menos energéticas que para o ligante
livre. Este resultado corrobora com a estrutura binuclear ndo simétrica
encontrada no estudo cristalografico onde o ligante coordena dois
centros metalicos Cu(ll) e torna-se parte de uma estrutura mais rigida,
principalmente no macrociclico tacn'pr,, no carbono metilénico e na
funcdo aldeido. A densidade eletrénica disponivel para os centros
metdlicos através do sistema conjugado formil-fenolato diminui a forga
da ligagdo C=0 causando o deslocamento batocromico da respectiva

banda para 1620 cm™.

T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1750 1500 1250 1000 750 500

em’ em”

Figura 14 — Espectro na regido do infravermelho (esquerda) do ligante

livre tacn-'promff (A) e complexo 1 (B) em pastilhas de KBr. A direita

expans3o da regio de menores freqiiéncias (1900 a 500 cm™)
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5.3 Titulagao potenciométrica

A titulacdo potenciométrica de 1 foi realizada em solugdo
aquosa (/ = 0,1 mol.L' KCl) e apresenta a neutralizagdo de 3 mols de
KOH por mol de complexo na faixa de pH de 2 a 12 (Figura 15). A partir
da curva e utilizando o programa BEST7 (Motekaitis and Martell 1982;
Martell and Motekaitis 1992) foram calculados os valores de pK,. Os
equilibrios de protonacdo/desprotonacdo e a correspondente
distribuicdo de espécies estao propostas no Esquema 3 e na Figura 16,
respectivamente.

Para o complexo 1 em agua o equilibrio de protona¢do podem
ser interpretados em termos da dissociacdo dos trés grupos cloro,
terminais e ponte. Uma vez em solugdo a pH ~ 2 o complexo é
imediatamente hidrolisado formando a espécie [Cu,L(H,0),]*" (1a) que
apresenta o centro Cul coordenado pelo macrociclo tacn, pela ponte
p-fenoxo e por uma molécula de agua provavelmente adotando um
geometria préxima a piramidal-quadratica enquanto o centro Cu2 é
também coordenado por y-fenoxo, pelo aldeido e provavelmente mais
trés moléculas de 4gua, de acordo com técnicas de EPR e
espectroscopia eletrénica para solu¢gbes em pH ~4. Apds a
desprotonac¢do de uma molécula de agua coordenada ao centro Cu2 na
espécie 1a
atribuida ao pK,1 (4,60), forma-se um ligante hidroxo gerando a espécie
duplamente ponteada [CuZL(,u-OH)(HZO)Z]2+ (1b). A segunda constante

pK.; (7,16) pode ser atribuida a formagdo de um ligante hidroxo
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terminal sobre Cu2 provavelmente em um posicdao similar a CI2
encontrada na estrutura cristalina de 1. Esta desprotonac¢do leva a
formagdo do complexo monocatiénico [Cu,L(x-OH)(OH)(H,0)]* (1c).
Por ultimo, a constante pK,; (9,91) foi atribuida a desprotonagdo de
uma segunda molécula de agua terminal coordenada ao centro Cu2
formando a espécie neutra [CuzL(,u-OH)(OH)z]0 (1d) assim como

mostrado no Esquema 3.

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

volume KOH 0,1046mol.L"

Figura 15 — Curva de titulagdo do complexo 1 (51 umoI.L'l) em agua (20

mL). / =0,1 mol.L” KCl.
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Esquema 3 — Representacdo estrutural do equilibrio pH-dependente de

1 em agua.
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Figura 16 — Distribuicdo de espécies vs pH (linhas) e Vq (hidrdlise do 2,4-
BDNPP) vs pH (*) (se¢do 5.7).

5.4 Espectro de Massa

A fim de se obter o espectro de massa de espécies aquosas do
complexo 1 utilizou-se o0 mesmo dissolvido em agua pH 6, diluido em

acetonitrila. Na faixa entre 400 e 550 Daltons podem ser observados
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picos referentes a ions de relagdo massa/carga menor que as espécies
propostas na seg¢do anterior 5.3 como, por exemplo, a espécie
monocatidnica 1c [Cu,(L)(u-OH)(H,0)(OH)]" de massa molar de 538,1
g.mol‘l. Provavelmente espécies mononucleares sdo geradas e
detectadas no experimento, tal como o pico em 439,2 Daltons e o pico
mais intenso por volta de 423 Daltons cujas estruturas ndo sdo
conhecidas em detalhes. Porém, foi encontrado um interessante pico
em 521,1 Daltons atribuido a espécie semi reduzida [Cu(II)Cu(I)(Ll)(y-
OH)(H,0)]" denominada 1e. Os perfis de distribuicdo isotépica dos
espectros experimental e calculado para o ion le em 521,1 s3o
similares confirmando a existéncia de um complexo binuclear em
solucdo. Durante o experimento a espécie 1b pode ser reduzida no
interior do capilar pela alta voltagem utilizada resultando num espectro
qgue contém uma importante informagdo acerca do comportamento
redox do complexo binuclear. Coordenado pelo ligante desprotonado,
por uma molécula de dgua e um ligante hidroxo, a espécie detectada
le deve apresentar valéncia mista onde Cu2 apresenta uma geometria
provavelmente tetraédrica, esperada para ions Cu(l). A Figura 17
mostra o espectro experimental de 400 a 550 Daltons, o pico ampliado
em 521,1 Daltons, a distribuigao isotdpica calculada e a estrutura mais

provavel para o ion 1le.
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Figura 17 — Espectro de massa experimental de 400 a 550 Daltons de
solugdo de 1 aquoso em pH 6 diluido em CH3CN (MS) até 5 ppm (m/v).
No gréfico inserido apresentam-se o pico ampliado em 521,1 Daltons, a
distribuicdo isotdpica e a representacdo estrutural proposta para o ion

le.

O ion 1e apresenta uma estrutura que pode ser obtida pela
redu¢dao monoeletronica da espécie 1b assim como mostrado na se¢ao
eletroquimica. Apresentando um campo de coordenagao relativamente
fraco, o centro Cu2 é susceptivel a redugdo durante a medida
espectrométrica sendo a espécie 1le considerada um possivel produto
intermediario da interacdo do complexo com radical superdxido (0,%)
em experimentos /n vitro e In vivo, os quais serao discutidos adiante

nas se¢des 5.8 e 5.9.
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5.5 Ressonancia paramagnética eletronica - EPR

O espectro de EPR do complexo 1 foi registrado em agua em
diferentes valores de pH em temperaturas ambiente (t.a. = 25 °C) e de
77 K (Figura 18 e Tabela 3). Em pH 4,0 t.a. a espécie 1la pode ser
observada no espectro como uma soma de dois sinais: axial com
desdobramento hiperfino e isotrépico, atribuidas a Cul e Cu2
respectivamente, com valores caracteristicos de g e A. No mesmo pH a
77 K o tensor g de Cu2 desdobra-se em um sinal rombico com
componentes gy, g, e g, e ainda pode-se detectar transi¢cbes proibidas
(AM; = £ 2; g = 4,3) com acoplamento dipolar (D = 0,093 cm™) na regido
de meio-campo do espectro, tal como esperado para dimeros em
coordenagdo especifica (hemocianina forma dimérica)(Solomon 1983)

com ndo mais do que 1 ligante ponte, no caso de 1a u-fenoxo (010).
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pH 77K
10,4 — —
8,2
6,0
4.0
280 300 320 340 360 0 100 200 300 400 500
mT mT

Figura 18 - Espectros de EPR: experimental (cinza) e simulados (preto);

solugdo aquosa pH 4,0 a 10,4 (topo: esquerda = 77 K; direita = t.a.).

Em pH 6,0 t.a. a formagdo de uma ponte u-hidroxo causa uma
aproximagdo nos valores de gL e g| para Cul que acopla com Cu2
através das duas pontes. O sinal isotréopico de Cu2 a t.a. mostra um
decréscimo no valor de g como resultado do aumento do campo
ligante e densidade eletronica sobre Cu2 na espécie 1b. A absorc¢do
total de microondas é 2,7 vezes menor em pH 6,0 do que em pH 4,0,
ambos os espectros a t.a, sugerindo um aumento no acoplamento
antiferromagnético que pode ser notado em regido de meio campo
(g = 4,05) no espectro registrado a 77 K pH 6,0. Interpretando
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mudancas estruturais da espécie 1a para espécie 1b notamos uma
interconversdo da orientagdo dos eixos z e y no centro Cu2 devido a
mudanca na orientagdo do campo ligante causada pela formagdo da
ponte y-hidroxo. No grafico da Figura 19 o valor de g, para Cu2 é de 2,3
em 1b (pH 6,0 ; 77 K) e 2,23 em 1a (pH 4,0; 77 K). Provavelmente na
espécie 1b a melhor orientacdo para o alongamento do centro Cu2,
representado pelo parametro g,, é sobre a posi¢cdo do ligante aldeido
(018). J& para espécie 1a, a posicdo provavel para o alongamento é
sobre uma molécula de agua.

Em pH 8,2 os valores de g diminuem e se aproximam levemente,
com excegdo do valor g1 de Cul que continua a aumentar suavemente,
como também pode ser observado no grafico da Figura 19. A
disposi¢cdo de densidade eletronica de Cul para Cu2 através das duas
pontes pode ser responsdvel pelo comportamento do deslocamento da
linha de g.. Sinais isotrdpico (t.a.), rombico e de meio campo (77 K)
tiveram suas intensidades diminuidas substancialmente como possivel
resultado da formacdo de um ligante hidroxo terminal sobre Cu2,
provavelmente posicionado trans a ponte g~hidroxo.

Em pH 10,4 o espectro em ambas as condi¢des de temperatura
mostra linhas axiais com valores de g1 e g| de 2,121; 2,160 (t.a.) e
2,090; 2,145 (77 K) com infimas contribui¢cdes de sinal isotrépico ou
rébmbico em cada temperatura. Como um todo o comportamento
paramagnético de Cul em solugdo aquosa pode ser comparado com
outros complexos com macrociclo tacn como componente estrutural

(Brudenell, Spiccia et al. 1996; Brudenell, Spiccia et al. 1998).
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Tabela 3 — Valores de g para Cul e Cu2 em solucdo aquosa e pHs

selecionados. Os valores de A|| para Cul apresentam-se divididos por

10 ecm™.
Temperatura ambiente (t.a.)
Cul Cu2
pH gL g| AL Al 8iso
4 2,031 2,342 30 123 2,2
6 2,065 2,278 27 137 2,195
8,2 2,0976 2,204 37 105 2,139
10,4 2,121 2,16 50 80 2,135
T=77K
Cul Cu2
gL g| g gy g
4 2,105 2,3 2,19 2,21 2,23
6 2,065 2,261 2,095 2,15 2,3
8,2 2,105 2,165 2,095 2,13 2,219
10,4 2,09 2,145 - - -

75



Referéncias

——Cu1l g1 ta.
2,32‘ +Cu1 gH
2241 +—Cu2 g,
v Culgi77K
© 2,16 —<—Cu1 g
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2,00 +— ; , — . . 9
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Figura 19 - Valores de g vs pH a temperatura ambiente (t.a.) e 77 K.

5.6 Medidas eletroquimicas

Voltamogramas de 1 apresentam diferentes comportamentos
eletroquimicos de acordo com o sistema utilizado como corpo de prova
na superficie do eletrodo de carbono vitreo. Em acetonitrila (Figura 20
e 22) pode-se observar ambos os centros de Cu(ll) em ondas distintas
em -518 mV (E,) e 478 mV (Ey) vs NHE, atribuidas a processos
envolvendo Cul e Cu2 respectivamente. Estes valores estdo de acordo
com a diferenca de densidade eletronica imposta pela ligante em cada
centro metalico e também estdo de acordo com os estudos estruturais

apresentando dois processos eletroquimicos muito bem distinguiveis.
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30 Cul(ll)Cu2(l) + &> Cul(l)Cu2(l)
201 cutancuz(n + e = cut(ncuz() \
_ \
<C 10+
=
0{ =~ / .
| N 50 — 200 mVs-1
-10_
1.0 0.5 0.0 0.5 -1.0
E(V) vs NHE

Figura 20 — Voltamograma ciclico (CV) de 1 em CH;CN. Eletrdlito
suporte n-BusNPFg 0.1 mol.L'’}, eletrodos: carbono vitreo (trabalho),
platina (auxiliar) e Ag/Ag" (referéncia), padrdo interno ferroceno (E°=

400 mV vs NHE).

Em solucdo aquosa (Figura 21 e Tabela 4), as ondas
eletroquimicas se aproximam entre si em comparagdo ao
voltamograma registrado em acetonitrila. Em pH 4, moléculas de agua
coordenadas ao centro Cu2 causam um decréscimo nos valores de
potenciais de onda para este centro (E;;, = 240 mV vs NHE). Em pH 6,4,
a maioria dos picos de onda ficam menores, comparados com os
processo observados em pH 4,0, como resultado da formagao da ponte
p-hidroxo. Em adi¢do pode-se notar processo de redissolugao anddica
cu’/Cu* na superficie do eletrodo em voltametrias ciclica (CV) e de
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onda quadrada (SW) (E,, = 106 mV, pH 4,0 ; 69 mV, pH 6,4). Em pH 8,2
os voltamogramas mostram que a formacdo de um ligante hidréxo
sobre Cu2 causa um decréscimo de aproximadamente 385 mV no valor
de E,c sendo que para o Cul a varia¢do foi de apenas 23 mV (Ep, em
CV), ambos em comparag¢do com voltamograma em pH 6,4. Quando
registrado a pH 10,4 novamente pode-se observar um declinio nos
potenciais de onda de Cul e Cu2. Embora Cu2 n3o apresente uma onda
reversivel, E,c diminui 13 mV. Cu2 provavelmente encontra-se numa
estrutura rigida 1d a qual ndo suportaria as distor¢des necessarias para

a dupla reducdo Cul(Il)Cu2(ll) + 2e” = Cul(l)Cu2(l).
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1,5 10 05 00 -0,5-1,0
E(V) vs NHE

Figura 21 — Medidas eletroquimicas de voltametria ciclica (preto) e
onda quadrada (cinza = redugéo; cinza claro = oxidagdo) de 1 em 4gua e
pHs selecionados. Eletrdlito suporte KCI 0.1 mol.L™, eletrodos: carbono
vitreo (trabalho), platina (auxiliar) e Ag/Ag" (referéncia), padrdo interno

Ks[(Fe(CN)q] (E°= 358 mV vs NHE).
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De acordo com estes resultados considera-se que a espécie 1b,
observada no voltamograma a pH 6,4, é um sistema redox adequado
para transferéncias de elétrons favordveis entre o ion Cu2 e EROs como
radical superdxido. Neste pH o voltamograma de onda quadrada (SW)
apresenta E,c em 239 mV e corrente de pico de 7,6 pA atribuido a
reducdo 1b + 1 e 2> 1le ([Cu(II)Cu(lI)(L)(u-OH)(H20)2]2+ + e 2>
[Cu(II)Cu(I)(Ll)(u—OH)(HZO)]+). No sentido de oxidagdo (SW) em pH 6,4
Epa de Cu2 aparece em 368 mV e corrente de pico de — 29,3 pA,
demonstrando que, apds a redugdo, a espécie le pode oferecer alta
corrente de elétrons como agente redutor. Pode-se esperar que o
complexo 1 apresente atividade redox em outros sistemas como
dismutacdo de superdxido. Batinic’-Haberle e colaboradores (Batinic’-
Haberle, Rebouc et al. 2010) apresentam que os complexos de Mn(lll)
mais ativos e a enzima nativa Mn(ll1)-SOD, encontrada em mitocéndria,
sdo redox ativos na faixa de potencial entre 200 e 400 mV. O centro
Cu2 em 1b pH 6,4 apresenta processos redox nesta mesma faixa de
potencial. Outra similaridade encontrada é com o complexo acoplado
antiferromagnético [Fe,(BBPMP)(u-OAc)(p-X)](Neves, de Brito et al.
1996). Embora com potenciais mais positivos, a espécie 1b também
apresenta ondas referentes a dois centros metdlicos distanciadas de
600 a 700 mV, mostrando influéncias da formacdo de dimeros em
processos eletroquimicos e como estas influéncias aumentam a
reatividade de complexos binucleares. Valores de potencial

encontrados para Cul sdo compardveis a outros complexos de Cu(ll)
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contendo o grupo tacn ja citados no texto (Brudenell, Spiccia et al.

1998).

Tabela 4 — Potenciais de redu¢do/oxidacdo (mV vs NHE; CV e SW) para

Cul e Cu2 em solugdo aquosa e pHs selecionados.

Cul
Epc Epa Ei
pH cv SW cv SW cv SW
4.0 -361 -364 - -333 - -348
6.4 -464 -420 -328 -385 -396 -403
8.2 -462 -422 -351 -388 -407 -405
10.4 -491 -455 -355 -404 -423 -430
Cu2
Epc Epa Ei
cv SW cv SW cv SW
4.0 +131 - +349 +312 +240 -
6.4 +118 +239 +348 +368 +233 +304
8.2 -267 - - - - -
10.4 -280 -285 +224 - -28 -
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Figura 22 - Potencias de onda determinados por voltametrias ciclica
(CV) e de onda quadrada (SW) em agua em pHs selecionados e em

CH1CN.

5.7 Hidrélise do 2,4-BDNPP

Muitos sdo os trabalhos encontrados na literatura reportando
complexos binucleares capazes de catalisar a hidrolise de
fosfodiésteres (Fry, Spiccia et al. 2003; Peralta, Neves et al. 2006;
Peralta, Bortoluzzi et al. 2010). As fosfatases acidas purpuras (PAPs) sdo
exemplo de substancias contendo sitios ativos binucleares que atuam
de forma cooperativa para promover a liga¢do e ativagao de substratos

fosfodiésteres no centro metdlico acido de Pearson macio e a
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subseqliente hidrdlise do éster através do ataque de um nucledfilo
hidréxo, coordenado ao centro metdlico dcido de Pearson duro, sobre
o dtomo de fésforo (Lippard and Berg 1994; Mitié, Smith et al. 2006).

Observar a atividade de 1 frente a hidrdlise do 2,4-BDNPP torna-
se interessante por duas razdes. Primeiro o complexo binuclear 1
apresenta caracteristicas favoraveis para a catalise deste tipo de reacdo
tal como a distancia e a diferenga de densidade eletrénica entre os
ions. Segundo, este tipo de atividade pode ser util em aplicagdes
biotecnoldgicas, quimiorremediacdo e para o tratamento de cancer.
Ainda, o estudo da atividade de 1 em fungdo do pH pode ser util para
elucidacdo do comportamento estrutural do complexo em solugdo. De
fato, as medidas cinéticas estdo de acordo com resultados de outras
técnicas.

Inicialmente foi avaliada a atividade de 1 em fung¢do do pH
(Figura 23). Em pHs acidos ndo é observado aumento na velocidade de
hidrélise provavelmente pela falta de nucledfilos. A medida que o pH é
aumentado a velocidade de hidrolise aumenta e atinge um maximo em
pH 6,0, onde a espécie 1b é majoritdria. Apds pH 6,0 uma diminuicao
abrupta na velocidade da reagao é observada parando em pH 8,5. Apds
este pH a atividade é baixa até pH 10. Com este perfil nota-se que 1b
deve ser a espécie mais ativa seguida de 1c e 1d. Isto ocorre pois 1b é
coordenado pelo substrato, aumenta a eletrofilicidade do atomo de
fosforo e ainda é capaz de fornecer um hidréxido gerado a partir da
ponte p-hidroxo. As espécies 1c e 1d também podem oferecer um

hidréxido e pH pouco basicos porém, o efeito das cargas negativas
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pode diminuir a atragdo do substrato anionico. Ainda assim considera-

se que as espécies 1c e 1d tém atividade hidrolitica detectdvel.

6,0x107
5!0,(10-?__ [1]=3.666x10° molL”
4:0x10'?-
3.Ox104-

2,0x10”

V/(mollL's™)

1,0x10° 4

0,04

pH
Figura 23 — Curva de Vq (hidrdlise do 2,4-BDNPP) vs pH. Condigdes:
CH3CN/H,0 (50% v/v): [1] = 37 pumol.L™; [2,4-BDNPP] = 0,44 mmol.L™;
[Tampdo] = 50 mmol.L™ MES (pH 4 a 7), HEPES (pH 7,5 a 8,0) TRIS (8,5)
e CHES (pH 9,0 a 10) e LiClO4 0,10 mol.L™

Uma vez detectado o pH 6timo para a reagdo, o efeito da
concentragao do substrato sobre a velocidade da reagdo possibilitou a
obtencgdo de dados cinéticos acerca da atividade da espécie 1b. O perfil
de saturagdo para a velocidade da reagao foi determinado usando uma
razdo complexo/substrato de 100 a 1000 vezes e os dados tratados de

acordo com o modelo cinético de Michaellis-Menten (Figura 24). A
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partir deste tratamento, foram obtidos os parametros cinéticos

apresentados na Tabela 5.

3,0x10°

< 2,0x107 A

1,5x10" 4

/(molL™'s

0

1,0x10" 4

Vv

5,0x10™" 4

0,0 4

e

O -

2

4 6 8 10
[2,4-BDNPPJ/(10” molL™)

Figura 24— Curva de saturagdo [2,4-BDNPP] vs Vo em pH 6. [MES]fina =

50 mmol.L™", [1nar = 9,2 pmol.L") e [2,4-BDNPP]sne = 0,93 a 9,3

mmol.L™ em CH3CN/H,0 (50% v/v). Forga idnica 0,05 mol.L™".
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Tabela 5 — Parametros cinéticos para a hidrélise do 2,4-BDNPP
catalisada pelo complexo 1 e outros complexos, mono e binuclear, de

cu(in).

Vmax/rno”-_lg1 kcat/s{L KM/rnO“-_1 lkcat/kesp

1 4,9x107 53x10*  7,0x107 2739
2[Cu(L)(OH)(H,0)]" 7,0x10° 1,4x10*  3,0x10° 52
*[CcuCu(p- 2,1x10°® 5,2x10"  2,0x10° 1329
Alcoxo)(H,0)(OH)]**

lkesp= constante de hidrélise espontidnea em pH 6, 1,93x107 s™ (Bunton and
Farber 1969). Complexo 2, pH 9, 50 °C, L = ligante tridentado HISMIMA
(Scarpellini, Neves et al. 2003). 3Comp|exo 2, pH 8, 25 °C (Osdrio, Peralta et al.
2012).

A atividade 2700 vezes mais rdpida que a reagao nao catalisada
corrobora com a proposta de um processo de clivagem a partir de um
sitio binuclear cooperativo, desde que complexos mononucleares
normalmente ndo aumentam a velocidade da rea¢do mais do que duas
ordens de grandeza mesmo a 50 °C (Deck, Tseng et al. 2002). Por
ultimo, estudo de efeito isotdpico ku/kp sobre a reacdo performada a
pH 6,0 e pD 6,5 foi realizado e o valor encontrado de 1,64 sugere

ataque nucleofilico de um ligante hidroxo gerado a partir da ponte u-
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hidroxo. Embora 1,64 seja um fator relativamente alto, acima de 1,5,
para um processo independente de transferéncia de préton, o valor
pode ser atribuido a ocorréncia de um efeito isotépico secundario sem
a quebra de ligacdo envolvendo D-O (Deal, Hengge et al. 1996; Anslyn
and Dougherty 2006). Com os resultados obtidos até entdo se propde o
Esquema 4 como etapa onde o fosfodiéster é hidrolisado, muito similar
ao que se apresenta para outros complexos biomiméticos (Fry, Spiccia

et al. 2003; Peralta, Bortoluzzi et al. 2010).

< S i@

\\ 0 o "\, e ° (_- —
! /c\,}\/. o — iTN/ \" \cﬁl..-ou, <—/ Cu 0 cuu,.-ou-_,
H TOH; -] / O /
(0 A %A,
T- Ro’-‘/[‘i%“‘xo RO/ \\0
Ro/T\o -
OR

Esquema 4 — Proposta do mecanismo de hidrélise do 2,4-BDNPP pela

espécie 1b.

5.7 Clivagem de DNA

Ensaios iniciais foram realizados para determinar o pH &timo
para a clivagem do DNA pelo complexo 1 (Figura 25). A quantidade de
DNA clivado indicado foi previamente subtraida da fragmentacdo
espontanea do DNA em cada pH. Nos ensaios o DNA plasmidial foi

tamponado com 10 mmol.L'* de MES (pH 5,5 a 6,5), HEPES (pH 7,0 a
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8,0) e CHES (pH 8,5 e 9,0). Em seguida, 1 foi adicionado em excesso,
concentracdo final de 500 umoI.L'l, e as reacbes de clivagem
conduzidas por 16 h a 37 °C. Observando o perfil de pH para a reacdo
de clivagem, o complexo 1 apresenta uma atividade 6tima numa faixa
de pH préximo a 6,0-6,5. Nestas condicdes a clivagem do DNA é quase
completa (95 % de DNA clivado). Em outras condi¢des de pH observa-
se uma atividade basal de 40 a 60 % de clivagem. A cinética da clivagem
do DNA (F I) em pH 6,0 é apresentada na Figura 26. Estes resultados
concordam com o encontrado para a hidrdlise do 2,4-BDNPP por 1,
sugerindo que a espécie 1b é responsavel pela hidrélise tanto DNA

quanto o substrato ativado.
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100+
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Cleaved DNA (%)
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pH
Figura 25 — Clivagem de DNA superenovelado pelo complexo 1 (0,5

mmol.L™) por 16 h a 37 °C em diferentes tamp®es (10 mmol.L™; MES,

pH 5,5-6,5; HEPES, pH 7,0-8,0; CHES, pH 8,5-9,0).
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Figura 26 — Cinética pseudo-Michaelliana de clivagem de DNA

superenovelado por 1 (0,5 mmolL™) em pH 6,0 (MES 10 mmolL™).

Ainda, a clivagem do DNA apresenta-se dependente da
concentracdo de 1 assim como mostrado na Figura 27. A medida que a
concentragdo de 1 aumenta de 50 pmoI.L'1 to 1 mmol.L" a clivagem de
DNA também aumenta. A 500 umoI.L'l, o DNA clivado apresenta-se nas
formas circular aberta (F Il) e linear (F lll), indicando que 1 pode
promover a clivagem da dupla-fita, podendo ter muitas aplicagdes em
biologia molecular. Em pH 6,0, a espécie predominante 1b comporta-se
como um cdtion duplamente carregado enquanto a estrutura do
polinucleotideo DNA atua como um anion. Nestas condic¢des é razoavel

entender que a atragdo eletrostatica entre complexo e DNA contribui
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com a interacdo e a consequente clivagem. Para confirmar esta
proposta, reacbes de clivagem do DNA foram realizadas com
concentragdes crescentes de NaCl (de 10 mmol.L" a 1 mol.L'™") a fim de
modular a forga ibnica no meio reacional. De fato, o aumento da for¢a
idnica reduz a atividade do complexo frente a clivagem do DNA. Os ions
Na® podem ser atraidos pela por¢do aniénica do DNA bloqueando a
interagdao com o complexo e prevenindo a clivagem. No entanto este
resultado n3ao é representativo para outros tipos de interagdes
complexo-DNA tal como interagdes entre os sulcos do DNA. Para isto
foram realizadas reag¢Ges utilizando ligante de sulco menor distamicina
(Van Dyke, Hertzberg et al. 1982) (50 pmol.L") e ligante de sulco maior
verde de metila (Kim and Norden 1993) (50 pmol.L™) (Figura 28).

91



Referéncias

100

2]
o
1
n

DNA Clivado (%)
-
| F
]
]

0“ T T 1
0 5 100 250 500 1000

[Complex] (uM)

Fll »
Fll -

Fl—>
Lanes 1 2 3 4 5 6

Figura 27 — Clivagem de DNA superenovelado pelo complexo 1 por 16 h

a 37 °C em pH 6 e diferentes concentra¢bes de complexo.
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Figura 28 — Efeito de ligantes de sulco distamicina (50 pmol.L™") e verde
de metila (50 umol.L’l) na clivagem de DNA superenovelado pelo
complexo 1 (0,5 mmol.L™") por 16 h a 37 °C em MES (10 mmol.L", pH
6,0).

O DNA plasmidial foi pré tratado durante 30 minutos com os
ligantes de sulco antes da adicdo do complexo 1 (500 pmol.L™) e as
reacoes conduzidas durante 16 h a 37°C. A presenca de verde de metila
ndo alterou a atividade de 1, enquanto que a distaminicia diminui
suavemente a atividade de 1. Este Ultimo resultado ainda ndo é

suficiente para sugerir que 1 possa agir como ligante de sulco menor. A
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diminuicdo da atividade do complexo poder estar relacionada a
mudancas na estrutura do DNA depois da acdo da distamicina
dificultando o acesso de espécies difusiveis que podem iniciar a quebra
da fita, sem necessariamente bloquear a interacio do complexo
(Ferrer, Ballesteros et al. 2004). A ultima proposta é possivel se 1 cliva o
DNA com a producdo de espécies difusiveis do tipo reativas de oxigénio
(EROs), principal via oxidativa para a clivagem do DNA (Jiang, Xiao et al.
2007). Contudo, antes da adi¢3o de 1 (500 umol.L™") sequestradores de
EROs foram adicionadas nas misturas reacionais, entre eles: DMSO (10
% v/v), seguestrador de OH®; KI (10 mmol.L"), indutor de
desproporcionamento de H,0,; SOD (20 Unidades), sequestrador de
0,"; e NaN; (10 mmol.L"), sequestrador de '0,. As reacdes de clivagem
foram conduzidas por 16 h a 37 °C. Assim como mostrado, todos os
sequestradores de EROs inibiram parcialmente a clivagen do DNA
plasmidial promovida por 1. A razoavel inibigao pode estar relacionada
com a mistura de mecanismos oxidativos e hidrolitico no processo de
clivagem do DNA, assim como ja reportado na literatura (Peralta,

Bortoluzzi et al. 2010).
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Figura 29 — Efeito de sequestradores de EROs na clivagem de DNA
superenovelado pelo complexo 1 (0,5 mM) por 16 h a 37 °C em tampao
MES (10 mmolL™, pH 6,0). Os sequestradores de EROs usados foram:
DMSO (10%), KI (10 mmolL™), SOD (15 unidades), e NaN; (10 mmolL™).

5.8 Atividade SOD-mimética In vitro

Comparando propriedades estruturais e eletroquimicas de 1
com outros complexos e também com metaloenzimas (Kaim and
Schwederski 1994; Zhou, Fu et al. 2007; Lessa, Horn et al. 2009; Horn,
Parrilha et al. 2010) considerou-se interessante avaliar a influéncia de 1

em processos redox envolvendo NBT e 0,%. Usando o sistema
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Xantina/XaO para a producdo de radicais superéxido 0,° observamos
que 1 impede a redugdo do NBT. Inicialmente na auséncia do complexo
a Xantina Oxidase promove O, e a absorcdo relativa ao formazan
aumenta em 560 nm. Com o consumo da xantina, a velocidade da
reacdo diminui até 5,5 minutos. Quando o complexo 1 é empregado ao
meio a velocidade da reacdo é lenta durante todo o tempo de medida,
como pode ser observado na Figura 30. Isto indica que 1 pode atuar na
dismutacdo de 0,° mimetizando a enzimas SOD. E possivel que a
espécie 1b reaja com 0,° gerando O, através da redugdo do centro

Cu2, transformando-se na espécie 1le.
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Figura 30 — Inibicdo da reducdo do NBT. Absorg¢do de formazan (560

nm) vs tempo.
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5.9 Atividade SOD e CAT-mimética In vivo

Inicialmente foi realizado um estudo de citotoxicidade de 1 em
células de levedura S. cerevisiae de linhagem selvagem BY4741 (wt)
onde o complexo ndo se mostrou citotdxico até concentragdo de 0,5

mmolL’ (Tabela 6).

Tabela 6 — Avaliagdo da Citotoxicidade de 1 (25 — 500 umoIL'l)

BY4741 cultivadas em meio 2% YPD (metabolismo fermentativo)
[1]/uM 0 25 50 100 500
Viabilidade 100 95+4 100 100 94+6

A partir desta informacgdo o carater citoprotetor de 1 em ensaios
de estresse oxidativo induzido foi testado. A fim de avaliar esta
propriedade foram utilizadas células das linhagens BY4741 e mutantes
isogénicas: cttlA (deficiente em catalase citosélica) em 4%YPGly
(metabolismo respiratorio) e sod1A (deficiente em CuZn-SOD) em
2%YPD (metabolismo fermentativo). Os oxidantes usados foram H,0,
(wt e cttiA) e gerador intracelular de 0,° menadiona (wt e sod1A).
Embora experimentos In vitro para atividade CAT-mimética ndo
tenham sido realizados, experimentos /n vivo utilizando H,0, e cttlA
foram realizados para a andlise da atividade biolégica de 1 tal como
mostrado na Tabela 7. Estressadas com H,0,, a viabilidade das células
1

aumentou de 2 % para 17 % com a presenca do complexo 25 pmoll

(BY4741 wt; 2%YPD metabolismo fermentativo). Em metabolismo
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respiratério ambas as linhagens wt e cttlA apresentaram maior
resisténcia ao estresse com H,0,, sendo a atividade CAT-mimética de 1
detectada e certa extensdao como mostrado em porcentagem na Tabela
7 (com complexo — sem complexo: (BY4741) 50 % - 67 % ; (ctt1A) 40 % -
67 %).

Em experimentos utilizando estresse oxidativo gerado com
menadiona também pode ser observado influencia do complexo 1 na
viabilidade celular. Menadiona é um agente redox ciclico envolvido na
producdo direta de 0,°. Portanto, é esperado que menadiona aumente
o estresse oxidativo no interior das células via geracdo de superdxido
(Castro, Mariani et al. 2008). Resultados mostram que quando na
presenga do complexo 1 a viabilidade das células da linhagem wt
aumentou de 62 % para 89 % e para linhagem sod14 este aumento foi
de 0 % para 15 % (Tabela 7). Este é um indicativo de que o estresse
causado pela acdo intracelular da menadiona foi parcialmente inibido
pelo complexo 1 desempenhando atividade no metabolismo de radical
superoxido. Embora menos ativo que outro exemplo de complexo
metalico [Fe(HPCINOL)CI,JNO; (Horn, Parrilha et al. 2010), que mostra
aumento de 11 % para 97 % em viavilidade em experimento similar,

considera-se o complexo 1 um modelo bem sucedido para CuZn-SOD.
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Tabela 7 - Atividade antioxidante de 1 (25 umoIL'l)

Meio de cultivo
linhagem

controle
Estresse H,0,
Tratamento ©

Controle
Estresse
Tratamento®

Controle
Estresse menadiona
Tratamento ®

Viabilidade Celular %

2% YPD 4% YPGly
BY4741 sod1A BY4741 ctt1A
100 X 100 100
2+3° X 50+2° 40+6°
17 +3° X 67+8° 67+7°
100 100 X X
62 + 10° 0.0° X
90+8° 15+1°¢ X X

Fluorescéncia / Fluorescéncia Controle

1
3.4+0.5¢
0.7 +0.2°

Estresse oxdidativo (1h; 28°C; 180 rpm): ® 2 mmolL" de H,0,; ® 20 m moll™

H,0,; 10 m molL*? menadiona; 420 m molL™ menadiona. *Tratamento com 25

pmolL’1 de complexo 1 (1h; 28 °C; 180 rpm).

Outra observacdo pode ser realizada acerca da oxidagdo

intracelular usando a sonda 2’7’-Diclorofluoresceina (DCFH). Esta sonda

€ uma molécula capaz de permear a membrana celular por difusdo

passiva. Uma vez dentro da célula, a sonda torna-se susceptivel ao

ataque de espécies radicalares, produzindo um composto mais
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fluorescente (Yurkow and McKenzie 1993; Tsuchiya and Suematsu
1994). Como apresentado na Tabela 7, observa-se um aumento de 3,4
vezes na fluorescéncia causada pela oxidagdo intracelular quando
células da linhagem selvagem BY4741 sdo submetidas ao estresse
direto com menadiona (20 mmolL™). Por outro lado, quando o estresse
com menadiona é aplicado em células pré-tratadas com complexo 1
(25 umoIL'l) por 1h, uma significativa diminuicdo na oxidagao
intracelular, de 3,4 para 0,7 vezes versus experimento controle, foi
observada. Presumivelmente, este resultado é indicativo de que 1 pode
agir como um catalisador de superéxido eleminando o anion radical do

meio intracelular.

100



Conclusoes

6 CONCLUSOES

Com os resultados deste trabalho mostrou-se que o ligante tacn-
iprszf tem grande capacidade de estabilizar dois centros de Cu(ll)
formando um complexo ndo simétrico binuclear com versatilidades
estrutural, eletroquimica e catalitica pH-dependente. O complexo é
capaz de hidrolisar fosfodiéster ativado e clivar DNA plasmidial a pH 6.
Em ambiente de S. cerevisiae o complexo é nao-citotdxico. Por outro
lado o complexo exibe atividade antagdnica a H,0, e 0,*. Mesmo a
atividade antioxidante sendo mediana considera-se que o projeto e
preparacdo de uma molécula complexa que atua de forma interativa
com substratos em diferentes ambientes podem contribuir para o
desenvolvimento de substancias com menor incidéncia de efeitos
colaterais no tratamento de doencas e que proteja eficientemente os
organismos contra agentes de estresse oxidativo, doengas

neurodegenerativas e cancer.
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ANEXO A — Rota de sintese dos pré-ligantes de tacn'pr,mff (L)

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

o
”/CI EtsN
HO_SoH + S0 —2 >
Et,0
12h

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

IV (KBr, cm™): v (C-Ha) 3100; v (C-Hui) 2994-2876;
v (C=C) 1596; vs (O-S-O) 1360; v,ss (0O-S-O) 1175; v (S-O-C)
1027-820; & (C-Hy) 769.
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Figura 1A — Espectro vibracional IV do eg-ts, em pastilha de KBr.

RMN *H - §,4 (400 MHz, CDCl3), em ppm: 2,45 (s, 6H, CHy);
4,18 (s, 4H, CH,); 7,34 (d, 2H, CHg); 7,73 (d, 2H, CHy).
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Figura 2A — Espectro RMN 'H do eg-ts, em CDCls
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2 Sintese do N,N’,N”’-tris(p-toluenosulfonil)-dietilenotriamina — deta-

tss3
s//o
M o N ~o
sZ NaOH/H,0 O H
Oy e
12h o= N—S
NH, H 7N
o O

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

IV (KBr, cm™): v (N-H) 3292; v (C-Hg) 3073-3020; v (C-Hair)
2988-2840; v (C=C) 1605 e 1444; 65 (C-Haif)1493; 8. (C-
Hai)1375; vs (O-S-0) 1326; v,ss (0O-S-0O) 1158; v (S-0O-C) 1091-
832; vs (C-N) 1073; & (C-Hy) 810.
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Figura 3A — Espectro vibracional IV do deta-ts; em pastilha de KBr.
RMN-H - 8, (400 MHz, CDCls3), em ppm:1,60 (s, 2H, NH);

2,43 (s, 9H, CHy); 3,15 (m, 8H, CHy); 7,31 (m, 6H, CHy); 7,61 (d,
2H, CHy); 7,76 (d, 3H, CHy); 7,84 (d, 1H, CHy).
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Figura 4A — Espectro RMN 'H do deta-ts; em CDCls.

3 Sintese do 1,4,7-tris-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano -

tacn-ts;

o o : o o o
O/ /7 \_\,0 4 N7
s—0 0—S

Cs,CO3 (2eqv.) 0=s /

N/ o
O H - -
’ N /NI \—\ Acetona, N (S/\N/\/
o0=S N—S 481, refluxo N
TN
Q H 7% I

Em um baldo de 2 L foram adicionados 65,2 g de
carbonato de césio (0,200 mol; 325,82 g.mol'l) em 600 mL de
acetona tratada com 100 g de sulfato de sédio, sob nitrogénio.
Em seqguida, 53,7 g de, N,N’,N’-tris(p-toluenosulfonil)-
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dietilenotriamina (95 mmol; 565,72 g.mol™) foram adicionados ao
sistema sob fluxo de nitrogénio e deixado em refluxo durante 1
hora. A suspenséo formada, adicionou-se 35,2 g de 1,2-bis(p-
toluenosulfonil)etilenoglicol (95 mmol; 370,44 g.mol™) sélido,
seguido de 600 mL de acetona previamente tratada e a reacao
foi deixada em refluxo por 48 h. O solvente foi entdo
rotaevaporado a pressao reduzida e ao solido branco restante
foram adicionados 800 mL de agua. A suspenséo foi mantida sob
vigorosa agitacdo durante 1 hora e posteriormente filtrada em
funil de placa porosa, sendo o sélido branco lavado trés vezes
com agua, etanol gelado e éter gelado. Foram obtidos 47,8 g
(80,8 mmol; 591,76 g.moL™) de 1,4,7-tris-(p-toluenosulfonil)-
1,4,7-triazaciclononano, com rendimento de 85 %. P.F.: 210 °C.

IV (KBr, cm™): v (C-Hg) 3091-3015; v (C-Haj) 2985-2848;
v (C=C) 1599 e 1448; 85 (C-Hajf) 1497; Sass (C-Hair)1384; vs (O-S-
0) 1327; vass (O-S-0) 1158; v (S-O-C) 1089-859; vs (C-N) 1087;
8 (C-Hyy) 815.

118



Anexos

100

bl

60 -

%T

40 1

20 1

0 T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

El
cm

Figura 5A — Espectro vibracional IV do tacn-ts; em pastilha de KBr.

RMN-'H - 8 (400 MHz,CDCl3), em ppm: 2,44 (s, 9H, CHa);
3,42 (s, 12H, CHy); 7,33 (d, 6H, CHy); 7,70 (d, 6H, CHy,).
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Figura 6A — Espectro RMN 'H do tacn-ts; em CDCls.
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4 Sintese do 1-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano — tacn-ts

o O

\\5/% % OH

e @ .
" J \N/\/j
joti ~

Em um baldo de 1 L foram dissolvidos 37,3 g de 1,4,7-tris-
(p-toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano (63 mmol; 591,76
g.mol™) e 44,4 g de fenol (0,472 mol; 94,11 g.mol™) em 500 mL
de HBr/CH3;COOH 33%. A mistura foi aquecida a 90° C por 36
horas. O precipitado formado foi ent&o filtrado em funil de placa
porosa, lavado com etanol e éter gelado. O produto branco
coletado foi dissolvido em 125 mL de hidréxido sédio 1,0 mol.L?,
mantendo-se o pH acima de 12. O composto foi extraido com 10
porcBes de 50 mL de cloroférmio, e as fases organicas foram
combinadas e secas com sulfato de sodio anidro. O solvente foi
removido por evaporacdo rotatéria e um Oleo levemente
avermelhado que cristaliza a pressao reduzida foi obtido. Foram
obtidos 13,4 g (47,2 mmol; 283,39 gmoL™) de 1-(p-
toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano, com rendimento de 75
%. P.F.: 86 °C.

IV (KBr, cm™): v (N-H) 3300; v (C-H,,) 3095-3027; v (C-Hai)
2929-2835; v (C=C) 1606 e 1454; &8s (C-Hgi)l482; d.ss (C-
Hai)1384; vs (O-S-0O) 1333; vass (0-S-0O) 1158; v (S-0O-C) 1087-
859; vs (C-N) 1095; & (C-Har) 820.
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Figura 7A — Espectro vibracional IV do tacn-ts em pastilha de KBr.
RMN-H - 8y (400 MHz,CDCls), em ppm: 1,77 (s, 2H, NH);

2,40 (s, 3H, CHa); 2,86 (s, 4H, CH,); 3,05 (m, 4H, CH,); 3,16 (m,
4H, CH,); 7,28 (d, 2H, CHay); 7,66 (d, 2H, CHa).
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Figura 8A — Espectro RMN 'H do tacn-ts em CDCls.

5 Sintese do 1,4-diisopropil-7-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-

triazaciclononano — tacn'Pr,-ts

Br 2 eqv. Na2C03 ; F
e N T

0=S H CH3CNgecar N \
A /\/ refluxo, 24 h // /\/J

O N
\/N

Foram dissolvidos em um baldo de 100 mL 13,4 g de 1-(p-
toluenosulfonil)-1,4,7-triazaciclononano (47,2 mmol; 283,39
gmoL™ em 40 mL de acetonitrila seca. O sistema foi

desgaseificado com purga de nitrogénio por 10 minutos. Esta
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solugéo foi transferida sob atmosfera inerte para um baldo de
trés bocas de 125 mL contendo 20,0 g de carbonato de sodio
(0,189 mol; 105,99 g.mol™). Uma solucdo de 17,7 mL de 2-
bromopropano (1,31 g.mL™; 23,2 g; 0,189 mol; 122,99 g.mol™) e
30 mL de acetonitrila seca foi preparada em um baldo de 50 mL,
onde por 5 minutos foi desgaseificado com nitrogénio e
transferido ao baldo de trés bocas inicial. O sistema foi mantido
sob fluxo de nitrogénio constante até a temperatura de refluxo
ser atingida. O sistema foi entdo lacrado e mantido sob agitacéo
por 24 horas. O meio reacional foi resfriado a temperatura
ambiente, o precipitado removido por filtracdo e lavado com
acetonitrila gelada. O solvente foi evaporado a presséo reduzida
restando um 6leo amarelado o qual foi dissolvido em 100 mL de
cloroférmio e lavado com uma solucéo aquosa (20 mL) de NaOH
1,0 mol.L™. A solucdo aquosa foi extraida com cloroférmio (6x
50mL), as fases organicas foram combinadas e secas com
sulfato de sodio anidro. O solvente foi removido a pressao
reduzida produzindo um 6leo amarelado que foi utilizado sem
maior purificacdo. Foram obtidos 17,0 g (46,3 mmol; 367,55
g.moL™) de 1,4-diisopropil-7-(p-toluenosulfonil)-1,4,7-
triazaciclononano, com rendimento de 98 %.

IV (KBr, cm™): v (C-Ha) 3064 e 3028; v ( C-Hgi) 2962-
2871; v (C=C) 1598 e 1448; 8s (C-Hait) 1495; 8455 (C-Hair) 1384; vs
(O-S-0) 1337; vass (0O-S-0) 1158; v (S-O-C) 1090-878; vs (C-N)
1091; & (C-Hy,) 818.
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Figura 9A — Espectro vibracional IV do tacn'Pr,-ts em pastilha de KBr.
RMN-H - &, (400 MHz,CDCl3), em ppm: 0,93 (d, 12H,
CHj3); 2,41 (s, 3H, CHy); 2,45 (s, 4H, CHy); 2,77 (h, 2H, CHip)) ;

2,85 (M, 4H, CH,): 3,29 (m, 4H, CH,) ; 7,28 (d, 2H, CHa,); 7,67 (d,
2H, CHa).
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Figura 20A — Espectro RMN 'H do tacn'Pr,-ts em CDCls.

6 Sintese do 1,4-diisopropil-1,4,7-triazaciclononano — tacniprz

F »7

H,S0O, conc. N

105°C, 36 h g HN/\/J
O// \NV \/N
N

Foram adicionados em um baldo de 250 mL 19,6 g (53,3
mmol; 367,55 g.mol™) de 1,4-diisopropil-7-(p-toluenosulfonil)-
1,4,7-triazaciclononano e, lentamente gotejados 70,9 mL de

acido sulfarico concentrado sob agitacéo e a mistura foi aquecida
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a 105 °C por 36 horas. A solucao foi entdo resfriada e transferida
lentamente sobre gelo picado. A suspensdo escura intensa foi
agitada com carvao ativo por 2 horas, filtrada sobre celite. O
béquer foi colocado em banho de gelo e o pH elevado acima de
12 com a adi¢do de hidroxido de sddio. O sulfato de sodio foi
removido por filtracdo e o produto extraido da fase aquosa com
diclorometano (10 x 50 mL). As fases organicas foram
combinadas e secas com sulfato de sédio anidro. A mistura foi
filtrada e o solvente evaporado a pressao reduzida produzindo
um 6leo ambar que foi utilizado sem maiores purificacdes. Foram
obtidos 10,0 g (46,9 mmol; 213,37 g.moL™) de 1,4-diisopropil-
1,4,7-triazaciclononano, com rendimento de 88 %.

IV (KBr, cm™): v (N-H) 3257; v (C-Hai) 2962-2822; § (C-
Hair) 1467; 8455 (C-Haif) 1384; vs (C-N) 1093.
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Figura 21A — Espectro vibracional IV do tacn'Pr, em pastilha de KBr.
RMN-H - &, (400 MHz,CDCl3), em ppm: 0,98 (d, 12H,

CHa): 2,46 (s, 4H, CH,); 2,56 (m, 4H, CH,); 2,66 (m, 4H, CH,);
2,84 (h, 2H, CHip,).

127



Anexos
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Figura 22A — Espectro RMN *H do tacn'Pr, em CDCls.

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

CHCl, HCHO
—_— L L
NaOH O Hcl Cl O

A\

OH OH OH

O reagente 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (Hmb) foi obtido

submetendo-se p-cresol ao procedimento de formilacdo de
Reimer-Tiemann com adaptacdes (Thoer, Denis et al. 1988).

Em um baldo de 5 L, equipado com condensador e

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

IV (KBr), em cm™: v (O-H) 3350; v (C-Ha;) 3029; v (C-Hai)
2990-2864; v (C-Hag) 2738; v (C=0) 1658; v (C=C) 1590-1484; &
(O-H) 1372; v (C-Ofeng)) 1282; 8 (C-Hy) 742.
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Figura 23A — Espectro vibracional IV do Hmb em pastilha de KBr.
RMN 'H - 8y (200 MHz; CDCl;), em ppm: 2,32 (s, 3 H,

CHs); 6,88 (d, 1 H, CH,); 7,32 (dd, 2 H, CH,); 9,83 (s, 1 H,
CHa); 10,83 (s, 1 H, OHyeno — troca com D,0).
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Figura 24A — Espectro RMN 'H do Hmb em CDCls.

Para obtencéo do cmff adotou-se o seguinte procedimento.
Em um baldo de 250 mL foram acondicionados 6,4 g de Hmb
(4,7 mmol, 136,15 g.mol™), 7,5 mL de formaldeido 37% e 25 mL
de acido cloridrico concentrado. Essa mistura foi refluxada
durante 15 minutos sob agitacdo magnética e na sequéncia
resfriada até 0 °C, formando um precipitado compacto no fundo
do baldo, que foi triturado, filtrado sob vacuo e recristalizado em
etanol absoluto a quente. O solido obtido foi deixado secar em
dessecador com silica sob vacuo por 12 horas e estocado sob
argdnio a temperatura inferior a -10 °C. Obtiveram-se 5 g do
produto 2-clorometil-4-metil-6-formil-fenol (cmff) (184,62 g.mol™)
com 70 % de rendimento. P.F.: 95-96 °C.
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CUIDADQO: Durante essa reacdo forma-se o composto bis-
(clorometil)éter, altamente tdxico e comprovadamente um
potente agente carcinogénico. Portanto, essa reagdo deve ser
realizada em capela com boa exaustao, utilizando-se mascara e
luvas, e todo o material utilizado deve ser lavado com solucéo
alcalina (por exemplo, etanol/agua/KOH: 60 mL/40 mL/5 g, na
capela), pois o bis-(clorometil)éter é rapidamente hidrolisado na
presenca de base. A solucdo reacional e todos os residuos
devem ser descartados somente apos correcdo do pH (pH>9,0)

por adicdo hidréxido de sédio ou potassio.

IV (KBr), em cm™): v (O-H) 3350; v (C-Ha) 3024; v (C-Haiy)
2989-2864; v (C-Hayg) 2738; v (C=0) 1658; v (C=C) 1590-1484; §
(O-H) 1372; v (C-Orenar) 1282; 6 (C-Hyy) 742.
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Figura 25A — Espectro vibracional IV do cmff em pastilha de KBr.
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'H NMR, ppm (CDCly): 2,35 (s, 3H, CHs); 4,67 (s, 2 H,
CH,); 7,40 (2s, 2H, CHa,); 9,86 (s, 1 H, CHag); 11,25 (s, 1 H, OH).

Figura 26A — Espectro RMN 'H do cmff em CDCl,.
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ANEXO B - Sintese do ligante 2-[(4,7-diisopropil-1,4,7-

triazaciclononan-1-il)metil]-6-(formil)-4-metilfenol — tacn-'prmff (L).

D
+ /\/ E13 N,
Cl O CHZCIZ
Refluxo, 24h [e) N
X

OH

IV (KBr, cm™):v (O-H) 3428; v (C-Harom) 3054; v (C-Hai) 2958-
2814; v (C-Hag) 2736; v (C=0)1671; vs (C=C) 1595;8; (C-Hap)
1464; Sass (C-Hai) 1379; & (O-H) 1356; v (C-Ofeno)) 1270; v (C-N)
1087; & (C-Ha) 716.
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Figura 1B — Espectro vibracional IV do tacn-'pr,mff em pastilha de KBr.
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RMN-'H - 8 (400 MHz,CDCls), em ppm: 0,97 (d, 12H, CHy); 2,23
(s, 3H, CHy); 2,47 (s, 4H, CH,); 2,71 (m, 4H, CH,); 2,89 (h, 2H,
CHip); 2,99 (s, 4H, CH,); 3,81 (s, 2H, CH,); 7,00 (s, 1H, CHy);
7,45 (s, 1H, CHa); 8,60 (s, 1H, OH); 10,47 (s, 1H, CHay).

Figura 2B — Espectro RMN 'H do tacn-iprszf em CDCls.

RMN-*3C - §¢ (100,60 MHz, CDCl;) em ppm: 18,53 (CHs, 'Pr);
20,48 (CH3, metil); 52,89 (CH, 'Pr); 53,47, 53,75, 55,04 (CH,,
tacn); 60,18 (CH,, metileno); 123,26, 124,69, 126,90, 127,34,
135,96, 161,53 (C, anel aromatico); 191,36 (CH, aldeido).
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Figura 3B — Espectro RMN Bcdo tacn-iprszf em CDCls.
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Anexo C — Curvas de Lambert-Beer e perfil das transicoes observadas

no espectro eletrénico UV-Visivel do complexo 1.

e

A)

v
€ (702 nm) =168 L.mol*cm™
7 v

Abs

0,84

0,64

044

024

0,04

€ (375 nm) = 6609 L.moy/

e

B)

[ Cuy(tacn'pr,mff)Cl, 1/ (mmol.L™)

[ Cu,(tacnpr,mff)Cl, ]/ (mmol.L™)

Figura 1C — Curvas de calibragao de 1 em agua deionizada pH ~ 3,5 —

4,5: a) 702 nm (d-d); b) 375 nm (TCLM). [1] = 0,01- 4,50 mmol.L™".

Cubetas de quartzo de 4 mL e 1 cm de caminho dptico.
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10l €(477 nm)=704 L.mol'ecm™
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[Cu,(tacnpr,mff)CL,] / ( mmol.L" )
Figura 2C — Curva de Calibragdo de 1 em dagua deionizada pH ~ 4,0:

ombro em 477 nm (transi¢Ges d-d). [1] = 0,04 — 1,71 mmol.L™ . Cubetas

de quartzo de 4 mL e 1 cm de caminho optico.
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Figura 3C — Perfil espectral de 1 em &4gua deionizada em pH de

dissolu¢do entre 3,5 e 4,5, de acordo com a diminuicio da

concentracdo do complexo em solugdo.
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