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RESUMO

Em todas as celulas vivas ocorrem initerruptamente reagdes, moléculas agem
reorganizando atomos, transferindo elétrons e transformando energia para a
manutencdo dos organismos vivos. A maioria das reagdes de interesse biolégico na
verdade deveriam ser muito lentas ou nem ocorrer devido sua complexidade,
entretanto essas reagdes sao muito rapidas, o que leva a conclusao que existem
moléculas que ampliam em milhdes de vezes as velocidades das reacées em que
participam. Esses catalisadores naturais sdo chamados de enzimas. Enzimas séo
proteinas que agem de modo muito especifico sobre um dado substrato e sao raros
os exemplos que produzem subprodutos que ndo sao utilizados nos organismos
vivos.

O estudo para desvendar a estrutura, funcdo e mecanismos de acao das
enzimas tem levado a descoberta de que algumas delas dependem de metais para
seu funcionamento normal. Embora varias enzimas ja tenham sido exaustivamente
estudadas, a grande maioria continua sendo uma incégnita.

Na tentativa de se obter um maior conhecimento a respeito do mecanismo
catalitico das enzimas, estudos através de comparacdées com complexos modelos de
baixa massa molar sdo realizados. Por esse motivo, propde-se neste trabalho, a
sintese de um complexo binuclear de niquel, assim como o estudo da sua
reatividade em solugdo e ancorado em B-ciclodextrina modificada como modelos

estruturais e/ou funcionais para hidrolases.

Palavras-chave: hidrolases, complexo-modelo, B-ciclodextrina



1 INTRODUGCAO

Os estudos de como os processos biolégicos ocorrem nos mais diversos
organismos tém contribuido para a descoberta de que a presenca de ions metalicos
€ parte fundamental para o funcionamento normal dos mesmos. Dentre esses
processos de interesse estdo o entendimento do modo de acdo de enzimas e
proteinas.

Embora varias enzimas ja tenham sido amplamente estudadas, a grande
maioria continua sem ter sua estrutura, fungcdo e mecanismo de acao elucidados. No
entanto, diversas metaloenzimas (enzimas com metais em seu sitio ativo)
conhecidas, possuem algumas propriedades fisico-quimicas bem determinadas, o
que permite um estudo através de comparacbées com complexos de baixa massa
molar, cuja estrutura cristalina pode ser determinada, permitindo comparacdo das
propriedades dos mesmos com a estrutura e fungdes da enzima de interesse.

Além disso, os complexos-modelo podem apresentar aplicagcbes em potencial,
tais como atividade farmacoldgica e catalisadores em processos industriais. Neste
sentido, também tem sido estudada a imobilizacdo de compostos em suportes,
buscando a formacao de estruturas organizadas que permitam um grande acesso do
substrato ao sitio catalitico. A matriz do suporte pode impor uma forma seletiva e
promover um ambiente favoravel para a aproximacao do substrato a espécie ativa
(HALMA, 2002; BEDIOIU, 1995).

A imobilizacdo de complexos metdlicos em suportes pode ocorrer em fase
homogénea e heterogénea. Em fase homogénea, o suporte facilita a solubilizagéo
do complexo em um solvente no qual era insollvel, por exemplo a B-ciclodextrina,
que devido a sua estrutura, pode tornar moléculas hidrofébicas sollveis em agua.
Existem outros suportes, que quando ligados aos complexos nao solubilizam,
formando uma fase geralmente sélida em solucdo. A imobilizacdo em fase
heterogénea como é chamada, facilta a regeneracdo do catalisador e sua
separacdo dos produtos, proporciona uma maior estabilidade, pois, previne a
agregagcao molecular ou a destruicdo do catalisador durante a reacdo, as quais
levam a desativagdo da espécie catalitica. Pode ser utilizado um suporte inorganico
(argilas ou silica gel) ou um biopolimero como a quitosana. Dentre esses suportes
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este trabalho da atencdo especial para a imobilizacdo de complexos em [3-

ciclodextrina em fase homogénea.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ENZIMAS

As enzimas sao as biomoléculas mais notaveis e especializadas dos sistemas
vivos e apresentam como caracteristica principal uma extraordinaria eficiéncia
catalitica, sendo entdo chamadas de catalisadores naturais. Vale salientar que o
ponto que as diferenciam de outros tipos de catalisadores é o alto grau de
especificidade com relacdo aos seus substratos. Elas aceleram reacées quimicas
especificas em meio aquoso sob condi¢des suaves de temperatura e pH (NELSON,
2000; STRYER,1996).

Devido a essa especificidade, a maioria delas é nomeada pelo seu substrato
ou pela reacao que catalisa seguido da palavra ase. Segundo a Uniao Internacional
de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) as enzimas sao classificadas em seis
grandes grupos, de acordo com o tipo de reacdo envolvida como mostrado na
Tabela 1 (VOET,1995, STRYER,1996).

Tabela 1 — Classificagao principal das enzimas segundo a IUBMB (VOET,1995, STRYER,1996).

Classe Reacao Exemplo
1. Oxirredutases  Oxidacdo-reducéo Lactato dehidrogenase
2. Transferases Transferéncia de grupo Homocisteina metiltransferase
3. Hidrolases Reacdes de hidrdlise Quimotripsina
4. Liases Adicao ou remocédo de grupos  Fumarase
5. Isomerases Isomerizacao Mandelato racemase
6. Ligases Ligacéo de dois substratos Asparagina sintetase

A maior parte do poder catalitico das enzimas vem da sua capacidade de
aproximar os substratos em orientacdes favoraveis que promovam a formacao dos

estados de transicdo. Para alcangar a estrutura conformacional necessaria e diminuir
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a energia do estado de transicdo, além das convencionais interacdes
supramoleculares e ligacdes de dissulfeto, muitas enzimas tém metais em seus
sitios ativos que auxiliam tanto na ligacdo do substrato por coordengdo, como na
aproximacao de diversos residuos distantes. As diversas cadeias laterais dos
aminodcidos ligam-se de varias formas aos metais, regulando sua eletrofilicidade e
estado de oxidacdo. Por isso os metais sao considerados cofatores inorganicos das
assim chamadas metaloenzimas (KAIM, 1994).

2.2 HIDROLASES

Hidrolases biomiméticas do DNA ou do RNA (nucleases) sdo de extrema
importancia na biotecnologia e na medicina. A habilidade de clivar &cidos nucléicos
de forma eficiente, e ndo de maneira degradativa, e com altos niveis de seletividade
para sitios ou estruturas podem oferecer diversas aplicagdes como na manipulacao
genética terapéutica, no desenvolvimento de novos farmacos e sondas de DNA
(COWAN, 2001).

As nucleases catalisam a clivagem hidrolitica da cadeia de fosfodiésteres do
DNA e RNA. Por isso ha um crescente interesse no desenvolvimento de nucleases
quimicas, reagentes que possam reconhecer e clivar estruturas ou sequéncias
especificas do acido nucléico (BURSTYN, 1993). O desenvolvimento de nucleases
artificiais para o uso em genética molecular e engenharia genética € um desafio para
muitos pesquisadores devido a grande estabilidade da cadeia dos diésteres de
fosfato do DNA e sua resisténcia a clivagem hidrolitica (TROGLER, 1990).
Nucleases tipicas aceleram a velocidade da hidrolise do DNA em um fator que
excede 10" (WILLIANS, 1999; WESTHEIMER, 1987). Muitos catalisadores
sintéticos testados exibem velocidades relativamente baixas para a hidrélise do
DNA; (LIU, 2004) e um melhor entendimento das caracteristicas mecanisticas dessa
reacao poderia ser Util no desenvolvimento de sistemas mais efetivos.

O papel dos ions metalicos em promover a hidrélise de diésteres de fosfato e
polifosfatos tem sido objeto de consideraveis estudos para se conhecer as vias pelas
quais os metais atuam nestes processos. Acredita-se que o centro binuclear facilite a
hidrélise de fosfodiésteres pelo uso de um sitio metalico para a ativagéo do substrato
e do outro sitio como um &cido de Lewis diminuindo o pK,; da &gua, liberando o
nucledfilo hidréxido para o ataque ao substrato (KIMURA, 2000; FONTECAVE
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1998). Entretanto, algumas hidrolases sintéticas contendo centros mononucleares
também tém sido utilizadas em processo hidroliticos do DNA (MORROW, 1998;
DEAL, 1996; PARIMALA, 2003; RAWJI 2000).

2.3 O NIQUEL E SEU PAPEL BIOLOGICO

Por um longo tempo o niquel foi o metal de transicdo 3d menos pesquisado
(quando comparado ao outros metais da primeira série de transicdo) em relacado ao
seu papel bioloégico. O niquel hoje em dia é reconhecido como um elemento traco
essencial para as bactérias, plantas, animais e seres humanos (LANCASTER,
1988). No entanto, os modelos bioquimicos desse metal nos animais ndo sdo muito
conhecidos, pois até hoje foram encontrados apenas quatro enzimas (em bactérias)
que dependem do niquel: Ureases (também encontrada em plantas), monéxido de
carbono dextrogenase (CODH), Hidrogenase (H-.—ase) e metil-S-coenzima M metil
redutase (MCR) que empregam um atomo de niquel no grupo prostético (fator 430).

Dependendo da metaloenzima, o ambiente de coordenacédo ao redor do ion
niquel é diferente, por exemplo, seja pelo nimero de coordenacao (4, 5 ou 6) ou
pelos ligantes N, O ou S doadores coordenados ou até mesmo pelo seu estado de
oxidacao. Em todos os sistemas estudados, no entanto, os centros de niquel estdo
ligados a residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo das enzimas e
intimamente envolvidos no seu ciclo catalitico (NRIAGU, 1980).

Varios aspectos da quimica biolégica do niquel sdo incomuns no
conhecimento da quimica de coordenagao do niquel: trés das quatro enzimas sao
conhecidas por conter centros de niquel ativos por reacdes redox, cujo estado de
oxidacdo pode variar entre +3, +2 € ou +1 em ligantes ricos em tiolato e tetrapirrois.
Sabe-se que as reagdes catalisadas por essas enzimas; clivagem da ligacao C-S
(MCR), a oxidacdo do H, e a reducdo do H* (H.—ase), e a interconversdo do CO em
CO. e a formacédo ou clivagem da ligacdo C-S e C-C (DOCH) sao muitissimo
incomuns para complexos inorganicos de niquel. A excecao € a Urease que é,
portanto o Unico exemplo do emprego natural do fon Ni*? como um &cido de Lewis
catalitico.

Com excecado da Urease (JABRI, 1995) nenhuma das enzimas acima foi
caracterizada por cristalografia de raios X e o conhecimento dos seus sitios ativos e
modelos de atividade sdo muito limitados porque os dados foram obtidos por
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técnicas fisico-quimicas. Estas incertezas inspiram um grande interesse na quimica

de coordenacao do niquel.

2.4 UREASE

As hidrolases sdo enzimas capazes de hidrolisar uma série de ligacdes
qguimicas, tais como: amidas, ésteres, éteres, nitrilas, entre outras. Neste trabalho, as
metaloenzimas de interesse concentram-se na classe das amidohidrolases dentre as

quais se encontra a urease.

A urease (uréia amidohidrolase E.C.3.5.1.5) pertence a uma familia das
metalohidrolases binucleares e contém ions niquel (ll) no sitio catalitico, sendo a
mesma denominada de catalisador bioldgico para a decomposicao hidrolitica da
uréia. A uréia é formada em grandes quantidades, como um produto do catabolismo
de compostos contendo nitrogénio. Cada humano produz, por exemplo, cerca de 10
quilogramas de uréia por ano (MOBLEY,1989). A decomposicdo espontanea da
uréia ocorre com um tempo de meia-vida em torno de 3,6 anos e este longo periodo
pode levar rapidamente a um grande acumulo de uréia causando varios problemas
ambientais (ZERNER,1991).

A urease extraida de plantas Canavalia ensiformis (extraida de um tipo de
feijdo japonés, conhecida como Jack bean) foi a primeira enzima a ser isolada na
forma cristalina por James B. Sumner em 1926 (SUMNER, 1926). O grande avango
na histéria da urease foi a descoberta da presenca de ions niquel em seu sitio ativo
(DIXON, 1975). Apés aproximadamente 70 anos do isolamento da urease na forma
cristalina, obteve-se a estrutura tridimensional da urease da bactéria Klebsiella
aerogenes por difracdo de raios X com uma resolucdo de 2,2 A, a qual revela
detalhes acerca da geometria molecular no sitio ativo (KARPLUS, 1995).

A metaloenzima urease catalisa a hidrélise da uréia em uma grande
variedade de bactérias (Klebsiella aerogenes - KAU, Bacillus pasteuri — BPU),
plantas (Canavalia ensiformes ou Jack bean — JBU), fungos e alguns invertebrados
produzindo aménio e carbamato. Este processo ocorre cerca de 10'* vezes mais
rapido do que a reacdo nao catalisada, com um tempo de meia-vida de
microssegundos. O carbamato produzido durante esta reagdo se decompde
espontaneamente, a pH fisiolégico, gerando aménia e bicarbonato, como
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representado nas Equacdes (1) e (2), respectivamente (HALCROW,1994;

BLAKELEY, 1982).

)

I UREASE § N
HN—C—NH, 4+ H,0 ——> HN—COO 4 NH4 Equagao (1)

H.N—COO i» NH; + HCOg Equacéo (2)

Este mecanismo contrasta com a decomposi¢cao da uréia em meio aquoso, a
qual se mostra ser nao hidrolitica, promovendo uma reagdo de eliminacao
produzindo acido cianico e aménia (KOLODZIEJ, 1994). O impacto ambiental e na
saude causado pela atividade das ureases € enorme, no entanto o controle da
velocidade de hidrélise da uréia pelo uso de inibidores levaria a uma melhora na
eficiéncia da captura de nitrogénio pelas plantas, além de um grande progresso nas
estratégias terapéuticas utilizadas para o tratamento de infeccoes causadas pelas
ureases bacteriais.

Nas ultimas décadas varios estudos espectroscopicos e estruturais tém sido
realizados a fim de elucidar as propriedades e a natureza do sitio ativo das ureases.
Estudos de espectroscopia eletrbnica realizados com a urease de Jack bean (JBU)
mostram que o espectro eletrdnico desta enzima caracteriza-se por fracas bandas
de absorcao na regiao do visivel e infravermelho proximo com A max= 1060 nm (g =
10 mol. L".cm™), 910 nm (e= 14 mol. L'.cm™), 745 nm (¢ = 46 mol .L".cm™) e 407
nm (ombro). Estas bandas sdo atribuidas a transigées d-d relacionadas com o ion
niquel(ll)  pentacoordenado ou em ambientes octaédricos distorcidos
(HALCROW,1994; DIXON,1980). Reforcando estes resultados, estudos de EXAFS
(Estrutura Fina de Absorgao de raio X) com a JBU indicaram que os ions niquel(ll)
encontram-se em geometria pseudo-octaédrica coordenados a trés atomos de
nitrogénio a 2,04 A de distancia, dois atomos de oxigénio a 2,07 A e um atomo de
oxigénio a 2,25 A de distancia (HASNAIN, 1983; ALAGNA, 1984). A presenca de
residuos de histidina coordenada ao centro metalico também foi sugerida
(HASNAIN, 1983). Novos estudos de espectroscopia de absorcao de raios X (XAS)
definiram uma esfera de coordenacdo composta de um total de 5-6 atomos N,O
doadores com uma média de comprimento de ligagdo Ni-(N,0) de 2,06 A (CLARK,
1990).
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Inspirados nas informacdes espectroscopicas, estruturais e mecanisticas
abordadas anteriormente, os quimicos bioinorganicos vém sintetizando compostos

gue possam vir a apresentar propriedades similares as metaloenzimas em questao.

Os compostos binucleares de niquel, sintetizados com este objetivo,
reproduzem algumas caracteristicas importantes do sitio ativo das ureases e podem
fornecer informagdes importantes do ciclo catalitico. Por exemplo, varios complexos
de niquel(ll) contém uréia na esfera de coordenacado (BLAKELEY,1982; WAGES,
1993; KOGA,1998; YAMAGUCHI, 1997; GREATTI, 2000) e apresentam-se como
modelos para a interacdo do substrato com o sitio ativo. Estes compostos sintéticos
mostraram que a uréia coordena-se preferencialmente pelo atomo de oxigénio do
grupo carbonila. A coordenagdo da molécula de uréia nesses compostos estd de
acordo com o mecanismo proposto por Lippard (figura 1), (LIPPARD, 1995) ou seja,
0 substrato (uréia) coordena-se ao ion niquel na urease através do atomo de

oxigénio do grupo carbonila.

Asp360
O His272
4o \
2NH; + CO, i ‘(\ =Nz — O~ His246
His136 N NI
t N// \ 4 B:/

Carbamato + NH

H
N\C/ \N/ N O
/N\Xu-\og\)lzlﬁ;\ol / <
\l,\l. /NI1\N/ w

Figura 1. Mecanismo proposto para o sitio catalitico da urease(LIPPARD, 1995).
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Diante da dificuldade apresentada pelos complexos binucleares de niquel (Il)
em hidrolisar uréia, alguns complexos modelos para as ureases tém sido testados na
hidrolise de ésteres de fosfato, (VOLKMER, 1996; VOLKMER,1999; NORDLANDER,
2002) visando conhecer a capacidade desses compostos em atuar como modelos

funcionais para metaloenzimas hidroliticas.

2.5 AS CICLODEXTRINAS

As ciclodextrinas (CD) sdo oligossacarideos ciclicos formados pela unido de
moléculas de a-(D)-glicopiranose, com estrutura semelhante a um tronco de cone
(CONNORS, 1997). A primeira referéncia sobre substancias que mais tarde seriam
classificadas em ciclodextrinas foi publicada por Villiers em 1891 (VILLIERS, 1891),
em um estudo sobre a digestdo do amido com o Bacillus amylobacter. Ap6s a
degradacéo, Villiers observou a formacdo de um composto cristalino, em pequena
quantidade (3,0 g/kg), com composicdo representada por um mdltiplo de
(CeH1003).3H20 e propriedades semelhantes a celulose.

No inicio dos anos 30, Freundenberg, através de investigacdes em laboratorio
e de observagbes publicadas por Schardinger e Cramer, concluiu que o sdélido
cristalino isolado por Villiers era uma mistura de oligossacarideos ciclicos formados
por moléculas de D-glicose unida através de ligagcdes a-(1-4), e nomeou-as
ciclodextrinas(CD) (SZEJTLI, 1998). Nos anos posteriores, diversos grupos
trabalharam na caracterizacao fisica, quimica e na obtencdo em larga escala das
ciclodextrinas, bem como no estudo de seus compostos de inclusao (STELLA, 1997;
BUSCHMANN, 2002; MARTIN DEL VALLE, 2004).

As CD mais amplamente empregadas para fins comerciais e cientificos séo a,
B, y-CD, formadas por seis, sete e oito unidades de D-glicose, respectivamente
(HEDGES, 1998; SINGH, 2002) (Figura 2).

Figura 2. Estrutura das a, B e y-ciclodextrinas e a representacdo tridimensional do tronco de cone
formado pelo alinhamento dos atomos
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No estado natural sdo moléculas rigidas, cristalinas e homogéneas, que
oferecem inumeras utilidades em funcao do seu tamanho, forma e grupos funcionais
livres (LI, 2002). Sua estrutura fisica foi estabelecida 1942, por estudos de raios X
(FERREIRA, 1999; LINDNER, 1982), através da qual determinou-se que essas
moléculas anulares possuem os grupos hidroxila primaria na parte mais estreita do
tronco, ao passo que os grupos hidroxilas secundarios encontram-se na parte mais
larga deste tronco (Figura 2). Assim, as hidroxilas das extremidades podem formar
ligacdes de Hidrogénio com o solvente e tornando-as sollUveis em agua.

Por outro lado, o interior da cavidade é delimitado pelo alinhamento dos
hidrogénios C(3)-H e C(5)-H e pelo oxigénio da ligacdo éter C(1)-O-C(4), o que lhe
confere um caréater hidrofébico (ENGELDINGER, 2003).

Em meio aquoso, as cavidades das CDs proporcionam uma matriz hidrofébica
em um ambiente hidrofilico, podendo formar compostos de inclusdo com uma ampla
variedade de moléculas, dependendo apenas de restricbes estereoquimicas e de
polaridade (LOFTSSON, 1996). As dimensdes da cavidade interna variam de acordo
com o numero de unidades de D-glicose que as formam.

Para a compreensdo dos mecanismos de enzimas envolvendo as
ciclodextrinas, varios estudos tem sido efetuados, o que tem motivado muitos grupos
de pesquisa para o desenvolvimento de inUmeros modelos enzimaticos e de
enzimas artificiais que trazem CDs em sua arquitetura. (BRESLOW 1994, 1996,
1998; UGAS 1996; MONTEIRO, 2003; BRANDAO 2004; MILOVIC 2004; BARR
2004,2005; MARINESCU 2005, 2006; ROUSSEAU 2005; LIU 2006).

Estes sistemas modelos aproveitam a habilidade das CDs de serem soluveis
em agua, de apresentarem uma cavidade lipofilica adequada para reconhecer
substratos e, ainda, a possibilidade de serem funcionalizadas com grupos labeis
para, atuando de forma integrada, aumentar a especificidade do reconhecimento do
substrato e exercer funcao catalitica pela sua proximidade com o centro reativo.

Desta forma, o conhecimento da estrutura do sitio ativo de muitas enzimas
auxilia na montagem destes sistemas e tem inspirado 0os quimicos na montagem de
enzimas artificiais capazes de catalisar reagdes que as enzimas naturais nao
conseguem realizar(VENTURINI, 2008).

Da mesma forma que as CDs catalisam diferentes processos podem, ainda,
ser responsaveis pela inibicao de muitas reacdes, o que € de interesse quando o
que se deseja é proteger o substrato dos diferentes agentes no meio em que ele se
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encontra. Um exemplo foi proporcionado recentemente por um trabalho em que se
demonstra que a formacdo de um complexo de inclusdo de uma y-CD com
ampicilina reduz a velocidade de hidrélise do antibiético na presenca de p-lactamase
(SCHNEIDER 1998; PONS, 2001; RAMSTAD, 2005; MAFFEO, 2006)

Estudos desta natureza apresentam importancia considerando-se que [-
lactamases sao produzidas por bactérias, com o intuito de inibir a atividade do
antibiético. Um outro aspecto importante a ser evidenciado é a capacidade
antioxidante que a-,- e y-CD apresentam (VOICESCU, 2006). No campo dos
estudos relacionados com o transporte, as CDs vém sendo empregadas como
catalisadores de transferéncia de fase (ABREU, 2005), como dopantes em
membranas poliméricas para o transporte de metais (REECE, 2005), na montagem
de canais ibnicos (MADHAVAN,2005) e em processos de extracao de
hidrocarbonetos(MEINDERSMA,2006).

A associacao das CDs a quimica dos polimeros tem permitido uma ampla
faixa de aplicagcdes que envolvem, por exemplo, o desenvolvimento de um sistema
para a liberacdo de insulina com aplicacdo nasal (YU, 2004), o uso de nanoesferas
em sistemas de floculacdo/sorcdo (XIAO, 2005), o estudo da pervaporacao de
misturas de benzeno com cicloexano (DUBEY, 2006) e o desenvolvimento de adutos
supramoleculares paramagnéticos para aplicagdes como agentes de contraste em
imagem por ressonancia magnética(AIME, 2006).

Além disso, as CDs formam complexos com uma variedade de compostos
utiizados na &rea agricola, tais como herbicidas (KLEIN, 2006), fungicidas
(BALMAS, 2006), inseticidas (ROMI, 2005), feromé6nios (ARAD-YELLIN,2001) e
reguladores de crescimento (TSORTEKI, 2005), sendo estes trabalhos de interesse
especial devido a formacao destes complexos de inclusdo geralmente resultar em
melhorias nas propriedades fisico-quimicas dos agroquimicos, tais como 0 aumento
da solubilidade e da biodisponibilidade, o aumento da estabilidade no caso de
compostos instaveis ou fotodegradaveis, a reducao do aroma desagradavel e a
reducao da toxicidade em sistemas vivos(VILLAVERDE, 2004; DIGNAM, 2006).

Merece destaque ainda o uso de CDs para o desenvolvimento de receptores
moldados especialmente para determinados substratos pelo uso da estratégia da
impressao molecular (“molecular imprinting”)( (VENTURINI, 2008). Neste caso, faz-
se em uma primeira etapa a complexacao do substrato-molde com a CD e a seguir é

realizada uma reticulacdo na presengca do complexo, com o uso de um monémero
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apropriado. Ap6s a remocao do molde, a cavidade do novo receptor pode ser
explorada para o reconhecimento do substrato (ASANUMA, 2004; EGAWA, 2005).
Além da técnica da impressdo molecular, a interacdo de silicas modificadas com
CDs foi investigada para a obtencdo de centros de adsorcdo para moléculas
bioativas (BELYAKOVA,2005), da mesma forma como o metoxicinamatode octila,
um agente protetor solar, pdde ser incorporado nas cavidades de uma [(-CD
especialmente funcionalizada para se ligar covalentemente a uma fibra celulésica
(SCALIA, 2006).

A formacg&o de complexos de inclusdo nas ciclodextrinas pode ser realizada
em meio aquoso ou no estado solido. Em meio aquoso, a cavidade interior das CDs &
ocupada por moléculas de 4gua através de uma interacdo fraca e energeticamente
desfavoravel (interacao polar - apolar), o que facilita a inclusdo de moléculas menos
polares que a agua. A inclusdo na matriz rigida das CD geralmente proporciona as
moléculas inseridas algumas mudancas em suas propriedades fisico-quimicas, como
aumento da estabilidade e biocompatibilidade.

Um aumento na hidrofobicidade ou hidrofilicidade pode ser alcancado com
alteracées nos grupos —OH externos, possibilitando assim o uso de CD nestes
produtos (IRIE, 1997). Os métodos de modificacdo de CDs podem ser divididos em
dois tipos: o primeiro € o chamado “método direto”, onde sado utilizadas rotas curtas e
a CD é modificada indiscriminadamente, formando uma mistura de produtos que sado
separados posteriormente por cromatografia. O segundo é mais elaborado, com
varias etapas, e é necessario para producao de CDs com modificagdes em posicoes
especificas (KHAN, 1998).

Como os grupos hidroxila sdo nucleofilicos, a reacao de modificacdo da CD
comeca com um ataque eletrofilico nas posicoes 2, 3 ou 6. Dos grupos hidroxilas
presentes na CD, os da posicao 6 sdo os mais basicos, e portanto, mais nucleofilicos,
e 0s da posicdo 2 e 3 mais acidos. Além disto, a rotacdo dos grupos 2 e 3 (hidroxilas
secundarias) é muito restrita, enquanto que a rotacado das hidroxilas da posicédo 6
(primarias) € livre. Assim, sob circunstancias normais, um reagente eletrofilico ataca
a posicao 6 preferencialmente. Para uma modificacdo direcionada a posicao 2 ou 3,
primeiramente é necessaria uma desprotonagcao do grupo, deixando assim o oxianion
formado mais nucleofilico que os da posicdo 6. Um outro modo de direcionar esta
reacdo € proteger a posicdo ndo desejada com uma alquilacido, direcionando o
ataque a outra posicao.
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Foram investigados complexos mimetizadores funcionais no reconhecimento
de enzimas (ZHANG, 1997; TASTAN, 2000). Entretanto, estudos nos complexos da
inclusao da ciclodextrina, que sao construidos por um complexo do metal que liga
uma molécula CD como mimetizadores de meloenzimas, sé@o relatados ainda
raramente. Recentemente, Mao e colaboradores (ZHOU, 2008) relataram complexos
da inclusdo da ciclodextrina como imitadores da superoxido dismutase. Nesse
sentido, tem sido estudada a imobilizacdo de compostos em suportes buscando a
formacgao de estruturas organizadas que permitam um grande acesso do substrato
ao sitio catalitico.

O ligante (3-(((3-((Benzil(2-piridilmetil)aminometil)-2-hidroxi-5-metilbenzil)(2-
metipiridil)Jaminometil)-2-hidroxi-5-metilbenzaldeido)  H.,BPPAMFF  (Figura 3),
sintetizado e caracterizado (PIOVEZAN, 2009), apresenta um grande potencial para
a sintese de complexos binucleares de niquel como modelos para as hidrolases,
pela possibilidade de fornecer um sitio livre para coordenagdo em um dos centros
metalicos, coordenado com um grupo labil que possa facilmente ser substituido pelo

Ul

HO

substrato.

VA

Figura 3. Ligante H.BPPAMFF
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

A compreensao da maneira como atuam as metaloenzimas tem sido facilitada
pela Quimica Bioinorganica. A sintese e caracterizagcdo de modelos e analogos
sintéticos que mimetizem a estrutura do sitio ativo de enzimas tém fornecido
relevantes informacgdes para o trabalho na area biolégica. Trata-se de um trabalho
em etapas, no qual se busca o ajuste das propriedades fisico-quimicas dos modelos
ou analogos sintéticos com as respectivas propriedades das enzimas de interesse
na pesquisa, através de complexos modelos sintetizados, do estudo da reatividade

dos compostos obtidos.

3.1.2 Objetivos Especificos

Frente a abordagem da Quimica Bioinorganica acima citado sao objetivos deste
trabalho:

1) Sintesar e caracterizar um complexo binuclear de niquel com o ligante
H.BPPAMFF.

2) Modificar a estrutura da B-ciclodextrina para o ancoramento do respectivo
complexo.

3) Estudar da reatividade do complexo binuclear de niquel formado com o
ligante H.BPPAMFF como modelo para as metaloproteinas que promovem
hidrolise (hidrolases) frente a hidrélise de ésteres de fosfatos do complexo em

solucao e ancorado na B-ciclodextrina.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os reagentes e solventes utilizados foram comprados de fontes comerciais
(Aldrich, Fluka, Merck, Tedia, Acros, Vetec e Nuclear). B—ciclodextrina foi
recristalizada em agua antes do uso. O ligante H.BPPAMFF foi sintetizado e
caracterizado por método descrito na literatura (PIOVEZAN, 2009). O substrato bis-
(2,4-dinitrofenil)fosfato [2,4-BDNPP], foi sintetizado de acordo com o método descrito
por Bunton (BUNTON,1969).

4.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO (1V)

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um espectrofotdmetro FTIR
— 2000, Perkin Elmer, na regido de 4000 a 400 cm™'. As amostras foram preparadas
por dispersdo em KBr de grau espectroscopico e prensadas (~10 toneladas),
formando pastilhas com cerca de 1 cm de didametro e 0,5 mm de espessura. Estas
pastilhas foram introduzidas no caminho Optico do equipamento para leitura do
percentual de transmitdncia (%T). As andlises foram realizadas na Central de
Andlises do Departamento de Quimica da UFSC.

42 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
CARBONO (RMN'C)

Os espectros de RMN '*C foram obtidos em um espectrofotdmetro VARIAN
400 MHz, na Central de Anélises do Departamento de Quimica — UFSC. Foram
utilizados, cloroférmio deuterado, dimetil sulféxido deuterado e agua deuterada como

solvente.

4.3 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA (UV-VIS)

Os espectros eletrbnicos nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho
préximo foram obtidos em um espectrofotébmetro Perkin-Elmer modelo Lambda-19,
no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC.
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As analises foram realizadas utilizando-se solventes de grau espectroscopicos e
cubetas de quartzo e vidro com capacidade para 4 mL e 1 cm de caminho 6ptico.

4.4 ANALISE ELEMENTAR CHNS

A determinacdo dos percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
realizadas em uma analizador elementar CHNS Perkin-Elmer 2400 Analyzer na
Central de Andlises do Departamento de Quimica — UFSC.

4.5 ELETROQUIMICA: ANALISE DE VOLTAMETRIA CICLICA.

O equipamento usado na técnica (VC) é um potenciostato Epsilon EC 2000,
eletrodo de trabalho: ouro, eletrodo de referénica: Ag/Ag*, eletrodo suporte: platina,
eletrélito suporte: hexaflourfosfato tetrabutilamonio(0,1 mol.L™"), padrdo interno:

ferroceno.
4.6 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

A andlise de difracao de raios X de monocristal do complexo foi realizada pelo
Prof. Dr. Eduardo E. Castellano do Departamento de Fisica — UFSCar. Os dados
foram coletados em um difratdmetro Enraf-Nonius Kappa-CCD equipado com um
tubo de molibdénio (MoKq A = 0,71073 A) e monocromador de grafite a temperatura
ambiente. A estrutura cristalina parcial foi resolvida através de métodos diretos com
a utilizacdo do programa SHELXS97 (SHELDRICK, 1997) e refinados pelo método
dos minimos quadrados com matriz completa, com a utilizacdo do programa
SHELXL97. As representacdes graficas das estruturas moleculares foram geradas
utilizando o programa ORTEP (FARRUGIA, 1997).

4.7 REATIVIDADE

A atividade catalitica do complexo [Ni2(HBPPAMFF)(u-OAc)2(H-0)]|BPhs em
solucdo e ancorado foram avaliadas através da reagao de hidrélise do substrato bis-

(2,4-dinitrofenil)fosfato [2,4-BDNPP]. Os experimentos cinéticos foram realizados em
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triplicata sob  condicbes de excesso de substrato  monitorando-se
espectrofotometricamente, em um espectrofotémetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO
acoplado a um banho termostatizado, a variagdo de absorbancia ocorrida em 400
nm, relacionada a liberacao do anion 2,4-dinitrofenolato, como produto da reagéo de
hidrélise. A concentracdo de 2,4-dinitrofenolato formada foi calculada a partir do
coeficiente de extingdo molar em 400 nm (¢ = 12100 L. mol".cm™)(BUTTON, 1969)
previamente determinado em pH = 6,00 e 9,00. As reacbes foram monitoradas até
5% de converséao de substrato a produto e os dados foram tratados pelo método das
velocidades iniciais. As velocidades iniciais foram obtidas diretamente do grafico da
concentragao de 2,4-dinitrofenolato versus o tempo.

Os estudos em fungdo do pH, os quais visam a obtencdo do pH 6timo de
atividade, foram realizados em uma faixa de pH entre 4,00 e 10,50 em condi¢cdes de
100 vezes de excesso do substrato a 25 °C utilizando cubetas de quartzo e/ou vidro
Optico com capacidade para 4 mL e caminho 6ptico de 1 cm, seladas com tampa de
teflon, nas quais foram adicionados 1,5 mL de solugdo aquosa (0,1 mol.L™") do
tampao (MES pH 4,00 a 6,50; HEPES pH 7,00 a 8,50; CHES pH 9,00 a 10,00; com
forca idnica mantida constante (/ = 0,1 mol.L™") com a adicdo de perclorato de litio,
0,100 mL de uma solucédo estoque do complexo (3,0 x 10* mol.L™" em acetonitrila),
0,300 mL de uma solucdo estoque do substrato (1,0 x 102 mol.L™ em acetonitrila), e
acetonitrila para completar o volume final de 3,0 mL da mistura reacional. Portanto,
as concentragées finais utilizadas de complexo e de substrato foram 1,0 x 10°mol.L
e 1,0 x 10° mol.L'", respectivamente.

Os experimentos em fungédo da concentracao do substrato foram realizados a 25
°C utilizando tampao CHES, pH = 9,00. Em um experimento tipico adicionou-se 1,5
mL de tampdo CHES (0,1 mol.L™" em agua), 0,100 mL de uma solucdo estoque do
complexo (3,0 x 10 mol.L" em acetonitrila), quantidades adequadas de solucdes
estoque de substrato de 0,060 mL a 1,20 mL (1,0 x 102 mol.L™" em acetonitrila) e de
0,020 a 1,350 mL (2,0 x 102 mol.L" em acetonitrila).As concentracdes finais
utilizadas foram 1,0x10°mol.L™ de complexo e concentragdes variadas de substrato
entre 2,0x10* a 4,0 x 10°mol.L™.

Para o sistema ancorado em B-ciclodextrina foi pesado cerca de 1 mg (8,62x10”

mols) do complexo ancorado dentro da cubeta reacional e este foi solubilizado no
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respectivo tampao. Todas as condicdes reacionais para a variacdo do pH e substrato

se seguiram como descritas acima.
4.8 SINTESE DO COMPLEXO [Ni2(HBPPAMFF)(u-OAC)2(H20)]1BPH,4 (1)

O complexo (1) foi sintetizado através de uma solugao metandlica misturando-
se perclorato de niquel hidratado (Ni(ClO4)2.6H20) (0,73 g, 2 mmol em 20 mL) e o
ligante H.BPPAMFF (0,58 g, 1 mmol, em 20 mL) com a agitacdo e aquecimento
suave (60°C). Apds 15 minutos, acetato de sédio NaCH3;COO.3H.0 (0,16 g, 2 mmol
) foi adicionado, e uma solucéo verde foi obtida. Tetrafenilborato de s6dio NaBPhy foi
utilizado como contra ion (0.34 g, 1 mmol), imediatamente um sdélido verde foi
formado, este foi filirado e seco sob o vacuo por 24 horas. Rendimento: 58% IV
(KBr), incm™: v (C-Ha, e C-Haiiph) 3431-2922; v (C=N e C=C) 1637-1427; vass (OAC)
1552; vym (OAc) 1479; v (C-O) 1263; v(H-Opnen) 1026, 6 (C-Har) 734 e 705. CHN%
Calc. NixCgsHgs7N4OgB exp(calc): C 67,2% (67.6%); H 5,8% (5,7%) N 4,8%(4,9%). Am
=120 S.cm?.mol” em CH;CN eletrélito 1:1.

Devido a inumeras tentativas frustradas de se cristalizar este sistema foi
optado além de se trocar o contra ion também foi trocado a ponte exdgena (tetrafenil
borato por perclorato e acetato por benzoato). Foi montado um sistema de
cristalizacao por difusédo utilizando acetonitrila/isopropanol e ap6s um més houve a

formacao de monocristais verdes que foram submetidos a analise de raios X.
4.9 MODIFICACOES NA ESTRUTURA DA B-CICLODEXTRINA (B-CD)

10 g de B-cilclodextrina foram adicionadas em 100 mL de agua destilada
fervente. Ap6s uma hora de agitacdo, o sistema foi deixado em repouso até a
temperatura ambiente onde apareceram os primeiros cristais. Uma maior quantidade
de cristais foi obtida apds a solucao ser resfriada no freezer. Rendimento 85%. RMN
3G [400MHz D,0], 8ppm (C1) 60,31 (C2) 71,84 (C3) 72,12 (C4) 73,12 (C5) 81,17
(C6) 109,99.

4.9.1 6-Mono(p-toluenesulfonil)-B-ciclodextrina (B-CDTos) .( JICSINSZKY, 2001)
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Esquema 1. Sintese da 3-CDTos

Em 125 mL de agua contendo 0,26 g (6,6 mmol) de hidroxido de sddio foram
dissolvidos 5 g (4,4 mmol) de B—ciclodextrina. Nessa solucédo foi sendo adicionando
lentamente 1 g (5,28 mmol) de cloreto de tosila dissolvido em éter (Esquema 1). A
mistura foi deixada sob agitacdo durante uma noite, no dia seguinte neutralizada
com &cido cloridrico (pH 6-6,5) e deixada no refrigerador por mais um dia.

A solucao aquosa foi removida e o sélido foi filtrado, lavado com etanol e seco
a vacuo por 24 h. Rendimento: 54% RMN '*C [400MHz DMSO], dppm (C1)19,24
(C2)60,57 (C4)72,70 (C5)73,08 (C6)73,72 (C8)82,19 (C9)102,63 (C10)126,17
(C11)128,76.

4.9.2 6-Monodeoxi-6-monoamino-B-ciclodextrina (3-CDNH,)( CABRER, 1999)

AQUECIMENTO
50°C 12 HORAS

Esquema 2. Sintese da B-CDNH,

1 g (0,77 mmol) de 6-Mono(p-toluenesulfonil)-B—ciclodextrina foi dissolvido em 25
mL de uma solugdo 25% de hidréxido de amoénio e foi deixado a 50°C durante a
noite (Esquema 2). O solvente foi evaporado a presséo reduzida, o sélido resultante
foi lavado com acetona, filtrado e deixado secar no dessecador a vacuo. Rendimento
de 82% RMN '3C [400MHz D»0], Sppm (C1)42,54 (C2)60,27 (C6) 72,13 (C8) 81,13
(C10)101,96.
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4.10 ANCORAMENTO DO COMPLEXO Ni(HBPPAMFF)(1-OAC)(H>0)]BPH, EM p-
CICLODEXTRINA (B-CDNHy)

NI\

+ 0 o] 20 O/' O N
Z N NI/ N|\ (@] AGITACAO 24 HORAS
H OO/ O \ OH
(e}
o : o
\2//2\7 o ot O
o

HO OH
Esquema 3. Ancoramento da 3-CDNH, com o compelxo(1)

s %&%ﬁ% %L/ %ﬁ ng

Em um baldo de 50mL foram dissolvidos em acetonitrila 50 mg (4,31x10°
mols) de complexo e adicionado 200 mg (17x10° mol) de (B-CDNH,), ndo houve
solubilizagéo total porque (B-CDNH,) ndo dissolve em acetonitrila, entdo o sistema
foi deixado sob agitacao por 24 horas (Esquema 3). Houve a formagédo de um sélido
verde claro, o qual foi lavado varias vezes com acetonitrila. A solugdo mae foi
avolumada em um baldo de 25 mL. A partir de uma aliquota dessa solucao, um
espectro eletrénico foi realizado. O objetivo da realizagdo do espectro é calcular a
quantidade de complexo que ficou em solucéo, ou seja, quanto ndo foi imobilizado.
Foi lida a absorbancia em 390 nm, através da Lei de Beer pode-se determinar a
concentragdo do complexo em solugdo. O mesmo procedimento foi realizado
utilizando 50 mg (4,31x10° mols) de complexo e 200 mg (18x10° mol) de B-CD.

30



5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO [NIx(HBPPAMFF)(u-OAC)2(H20)]BPH,] (1)

A condutibilidade molar medida do complexo (1) em solucédo de acetonitrila a
25°C foi de 120 S.cm®.mol™, caracteristicos de um eletrélito do 1:1 (GEARY, 1973).
As porcentagens obtidas na analise de CHN foram proximas as calculadas, CHN%
Calc. NixCgsHs7N4OgB exp(calc): C 67,2% (67.6%); H 5,8% (5,7%) N 4,8%(4,9%). O
espectro de IV do complexo (Figura 4) mostra bandas vass(COO’) em 1606 cm™ e
vs(COO) em 1479 cm™ com A= 127 cm™ que indicam a coordenacdo de um grupo
carboxilato formando ponte entre os centros metalicos (NAKAMOTO, 1977). A
vibracdo do fenol terminal no ligante livre em 1375 cm™ foi observada no complexo
(1317 cm™) o que indica a ndo desprotonacéo destes grupos.

% Transmitancia

20 . : . : . :
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 4. Espectro no infravermelho complexo [Nio(HBPPAMFF)(u-OAc).(H.O)]BPh,

O espectro eletrénico de (1) (figura 5) medido na solugdo de acetonitrila exibe
bandas em 308 nm (¢ = 4300 mol.L".cm™) e 390nm (¢ = 4700 mol.L".cm™)
caracteristicas de transferéncia de carga interna do ligante e em 604 nm (e= 20

mol.L™".cm™) transicdo d-d.
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Figura 5. Espectro eletrénico complexo(1) em acetonitrila em (a) bandas de transferéncia de carga e

em (b) transicéo d-d

Os voltamogramas ciclicos foram realizados em acetonitrila na faixa de
potencial -2.0 a 2.0 V versus Ag/AgCl, eletrodo de trabalho: ouro, eletrodo de
referénica: Ag/Ag’, eletrodo suporte: platina, eletrélito suporte: hexaflourfosfato de
tetrabutilamonio, padrao interno: ferroceno.

No voltamograma ciclico para o complexo 1 (figura 6) duas ondas catddicas
ndo reversiveis foram observadas — 1,27 V e em -1,64 V versus NHE, a 100 mV.s™.
Estes potenciais redox podem ser tentativamente atribuidos aos processos de
transferéncia do elétron Ni'Ni'"/Ni"Ni'sNi'"Ni/Ni'Ni'. A n&o-reversibilidade destes
processos € indicativo da instabilidade da forma total reduzida do complexo em

solucéo.

NiPPAMFF sol:ACN
509 v=100mV/s

Eletrodo trabalho: ouro

I(uA)

-0.6 -0.8 -1.0 -1.2 -1.4 -1.6 -1.8 -2.0

Figura 6. Voltamograma ciclico de (1) em acetonitrila (0.1 mol.L™) com [BusN][PF¢] (0,1 mol.L™)
como eletrélito suporte trabalhando com eletrodo de ouro padrdo do ferroceno, taxa de varredura

interna 100 mV.s™
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A partir das diversas técnicas utilizadas pode-se propor a estrutura do complexo

(figura 7).

Figura 7. Estrutura proposta para o complexo [Nio(HBPPAMFF)(u-OAc),(H-O)]BPh,

[y

\N\N|/ NI\

—

Y O O
Hgo N /
OYO

BPh4 = tetrafenil borato

11+

BPhy”

A analise dos monocristais do complexo contendo pontes benzoato revelou

uma estrutura binuclear de niquel. Os atomos de niquel encontram-se coordenados

pelos atomos N e O doadores do ligante e através das duas pontes benzoato.

Ambos atomos de niquel se encontram hexa-coordenados (octaedro distorcido)

sendo que um dos atomos encontra-se uma agua coordenada fornecendo um sitio

labil. O grupo carbonila ndo estd coordenado a nenhum centro metalico o que

possibilita sua ligacdo com o suporte B-CDNH.. Devido a este resultado da estrutura

ser apenas parcial ndo € possivel se discutir distancias e angulos das ligacoes.

Todas as andlises feitas indicam que o sistema com ponte acetato seja iso estrutural

deste complexo com ponte benzoato.

Figura 8: Estrutura parcial do cation complexo [Nio(HBPPAMFF)(u-CgHsCOQO),(H,0)]
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5.2 CARACTERIZACAO DAS MODIFICAGOES NA B-CICLODEXTRINA (B-CD)

As modificacées na estrutura da B-ciclodextrina forneceu compostos puros e
com bons rendimentos. Através de comparagéo dos espectros de RMN '°C da B-CD
pura, pB-CDTos, e da B-CDNH., (Figura 9) pode-se comprovar a eficacia das
substituicdes através do aparecimento de novos picos no espectro indicando a
presenca de novos substituintes, além de deslocamentos de alguns carbonos devido
aos efeitos causados pelas modificagcdes. Como, por exemplo, na B-CDTos houve o
aparecimento dos picos em 19,24 ppm, 126,17 ppm, e 128,78 ppm 0s quais podem
ser atribuidos ao grupamento metila e ao anel benzénico respectivamente
pertencentes ao do grupo tosila. Quando analisado o RMN da B-CDNH, ha o
desaparecimento desses deslocamentos e o0 aparecimento de um novo pico em

42,54 ppm, que caracteriza o carbono ligado ao NH..

109.59
2.19

= e E s - 4
A 0H n/j»>5/ Ho LR
. // \I

7212
84
102.63

8147

0H

113
srag 7213

101.98
7318

4254

T T T T T T T T T T T T T T T T
108 100 =L ag 85 80 74 70 85 80 &4 a0 45 40 3% 30

Figura 9. Espectro de RMN '°C (a) da B-ciclodextrina pura em D,O, (b) B-ciclodextrina tosilada em d-
DMSO, (c) B-cilclodextrina amino em D,0.
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5.3 CARACTERIZAGAO E QUANTIFICAGAO DO SISTEMA B-CD-COMPLEXO

Através da absorbéancia lida em 390 nm, banda caracteristica do complexo
(1), a concentracao de complexo em solugédo pbéde ser determinada pela Lei de Beer

A =Ebc

Onde A é a absorbéancia lida, € a absortividade molar, b o0 caminho optico, e ¢
a concentracao. A absorbéancia lida foi de 1,1481, o caminho éptico da cubeta como
descrito anteriormente é igual a 1, e o valor de absortividade molar do complexo em
390 nm é de 4700 mol.L™".cm™. A partir destes dados obteve-se uma concentragdo
de 2,44 x 10* mol/L de complexo na solugdo mae, como esta solugdo estava
avolumada em um baldo de 25 mL o numero de mols de complexo livre na solucao
foi de 6,11 x 10°® mols. Sabendo que foram utilizados 50 mg (4,31 x 10° mols) de
complexo para a imobilizagdo a diferenca foi a quantidade de complexo que foi
imobilizada, sendo que ficaram retidos 3,70 x 10° mols de complexo na B-
ciclodextrina modificada o que confere 85,8% de imobilizagao ou seja 1,85 x 10™* mol
de complexo/g de B-CDNH,.. Quando o complexo foi submetido a mesma condicao
com B-CD nao modificada ndo houve imobilizagao.

5.4 ESTUDO DA REATIVIDADE DO COMPLEXO EM SOLUGAO E ANCORADO
EM B-CICLODEXTRINA

A atividade catalitica do complexo em solugcdo e ancorado na clivagem do
diéster de fosfato 2,4-BDNPP ¢ fortemente influenciada pelo pH da mistura
reacional. Considerando que para o complexo livre o grafico da velocidade inicial
(Vo) versus o pH tem formato sigmoidal com uma taxa de variagdo no pH em
crescimento exponencial foi optado trabalhar em pH 9 para comparar os resultados
com a literatura (GREATI 2004) (Figura 10). Quando ancorado, o perfil da variacao
do pH apresenta-se em formato de sino e um pH 6timo igual a 9,5 é observado
conforme apresentado na Figura 10. A diferenga entre os dois perfis de pH pode ser
explicada pela formacao de diferentes espécies de complexo em solucéo, pois em
pHs mais elevados, a presenca de hidroxilas pode gerar outras pontes formando

dimeros, tetrdmeros etc (GREATI 2004). Ja& no complexo ancorado, a f-
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V, (mol/L.s)

ciclodextrina, evita a formagdo dessas espécies, provavelmente devido a algum
impedimento estérico. A diminuicdo da reatividade em pH maior que 9,5 se deve ao
fato da inativagcao dos sitios de niquel pela coordenacao das hidroxilas.

6.0x107 1 NiNIHBPPAMFF-BCD

3,0x10°

5.0x107
2,5x10° "

4.0x107 .
2,0x10°

3.0x107 o .
1,5x10° /

, (Mol/L.s)

\
2.0x107 o BS /
1,0x10°4 "\

1.0x107 o
5,0x10™

0.0

0,0

10 6 7 8 9
pH

Figura 10. Dependéncia da velocidade de reagéo do 2,4-BDNPP (vy) com o pH para o complexo em
solucdo (a) e ancorado (b). Condicdes: [Complexo] = 1,0 x 10° mol. L™"; [2,4-BDNPP] = 1,0 x 10 mol.
L™": [Tampdes] = 50,0 x 10 mol.L™"; /= 50,0 x 10”° mol.L™" (LiClO4) em solugdo H,O/CH,CN (50% V/V)
a 25°C.

Esses resultados sugerem que a variagdo da velocidade na reacao catalitica
depende da desprotonacdo da molécula de dgua coordenada ao centro de Ni(ll),
gue € a espécie cataliticamente ativa como sugere os analogos Ni(ll)Ni(ll) Esquema
4 onde (a) é a espécie presente no complexo e (b) a espécie ativa nas condi¢cdes
experimentais utilizadas nos experimentos cinéticos. (GREATTI, 2004, 2008;
LOLOEE, 2008)

\
@)

\r‘m/ \l‘\li/ pH=9,00 \r‘m/ \r‘m/
N0 07 N T~ | >
1o 3
< OH, H OH

(a) (b)

Esquema 4. Espécie cataliticamente ativa sugerida por analogos Ni(ll)Ni(ll) (Greatti, 2004, 2008;
Loloee, 2008)

A dependéncias das velocidades iniciais para o complexo livre em pH 9,0,
concentracao de substrato (0,2-1,8 mM) e ancorado pH 9,5, revela uma cinética de
saturacdo a qual pode se descrita pelo modelo de Michaelis—-Menten (Figura 11).
Como mostram os parametros apresentados na Tabela 2, na presenga do complexo
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livre em solucdo o 2,4-BDNPP hidrolisa 138.400 vezes mais rapido que a reacao nao
catalisada do 2,4-BDNPP nas mesmas condicées (BUNTON, 1969), e 145 vezes
mais rapido que o complexo ancorado.

Em solucdo a cavidade das moléculas de B-ciclodextrina é ocupada pelo
solvente, H-O/CH3CN (50% V/V) através de uma interacao fraca e energeticamente
desfavoravel (interagéo polar-apolar), o que facilita a inclusdo de moléculas menos
polares que a agua, nesse caso o grupo 2,4-dinitrofenolato que entra no cone e néo
sai, com isso, uma nova molécula nao pode se aproximar, tornando cada vez mais

lenta sua hidrolise.

NiNIBPPAMFF N
2,4x107 ] oH =9 NiNiBPPAMFF-BCD P
L 1,6x10° 4 pH=95 -
2,0x107 M
1,2x10° /
w 7 -
4 1,6x107 g /
° S 8,0x10°
E 3 L%
> 1,2x107 o -° /
4,0x10° »
8,0x10° y
)
004 u
4,0x10° T, T T T s T T T T T T T
00 4,0x10 8,0x10 1,210 1,6x10° 2,010 00  1,0x10° 2,0x10° 3,0x10° 4,0x10° 5,0x10° 6,0x10°
[BDNPP] mol/L [BDNPP] mol/L

Figura 11. Dependéncia da velocidade de reagdo do 2,4-BDNPP com a concentra¢do do substrato
para o complexo livre (a) e ancorado (b). Condigbes: [Complexo] = 1,0 x 10° mol.L™; [Tampéo] = 50,0
x 10° mol. L™ (CHES, pH = 9,00); | = 50,0 x 10 mol. L™ (LiCIO,) em solucdo H,O/CH;CN (50% V/V)
a 25 °C.

Tabela 2. Pardmetros cinéticos da hidrélise do 2,4-BDNPP promovida pelo complexo livre e ancorado.

Complexo Vo Kwm Keat Kassoc E f
(mol.L.s™) | (mol/L) (s (L/mol) | (L.s/mol) | (Kcat/Kncat)

1 5.37x107 | 1.57x10° | 5.37x10% | 637 34.2 138.400

Ancorado | 2,28x10° | 1,93x10-° | 3,7x10* 518 0,19 950
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Foi sintetizado e caracterizado um novo complexo binucleares de niquel (ll)
empregando-se o ligante H.BPPAMFF, complexo 1 = [Nio(HBPPAMFF)(u-OAc),
(H20)]BPhy4], modelo para hidrolase de acordo com rotas sintéticas desenvolvidas
pelo grupo de pesquisa.

Modificagbes estruturais foram realizadas na -ciclodextrina para seu
ancoramento com o complexo (1) que possui um grupo carbonila livre, essas
modificacdes foram caracterizadas através de RMN '°C.

A partir das modificacbes na B-ciclodextrina e das caracteristicas do complexo
(1), foram realizados estudos de ancoramento assim como os estudos de reatividade
desses sistemas frente a hidrolise de ésteres fosfato. Na qual o composto
imobilizado teve uma atividade catalitica menor que o composto livre em solugéo.

Para comprovar o mecanismo de hidrélise serdo ainda feitos os estudos do
efeito isotdpico de deutério, pois existe a possibilidade de uma catalise basica geral
e a analise da titulagdo potenciométrica do complexo em solucéo e ligado na 3-CD
para se determinar os pK, e saber qual é realmente a espécie ativa. Para tentar
melhorar os resultados da reatividade frente a hidrolise de esteres de fosfato,
quando o complexo esta ligado na B-CD, novas modificagdes na estrutura B-
ciclodextrina podem ser realizadas como, por exemplo, criar um espacador maior

entre a B-CD e o complexo.
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