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Resumo

SINTESE, CARACTERIZAGAO E ESTUDO CATALITICO DE
COMPLEXOS MIMETICOS DAS ENZIMAS NITRITO REDUTASE E
ANIDRASE CARBONICA. As metaloenzimas sdo eficientes catalisadores
bioldgicos e inspiram a criagdo de compostos de coordenacéo que mimetizem seu
sitio ativo. Neste trabalho, os complexos sintetizados foram inspirados em duas
enzimas: a Nitrito Redutase contendo Cobre (Cu-NiRs), que catalisa a reducéo do
nitrito para oxido nitrico, e a Anidrase Carbonica, que contém zinco no seu sitio
ativo, e atua nos processos de transporte da hidratacdo do CO,. Essas enzimas
contém o sitio ativo com o mesmo ambiente de coordenacao “NNN”. Para obter
um mimético com caracteristica similar foram sintetizados trés novos ligantes
tridentados. Os ligantes sdo baseados em triazol, prolina e piridina, diferindo-se
pelos grupos substituintes fenil, n-butil e n-propanol. Esses ligantes deram origem
a trés complexos de Cu?* e trés complexos de Zn?* miméticos das enzimas Cu-
NiRs e Anidrase Carbonica, respectivamente. Todos os complexos foram
caracterizados por anélise elementar, FTIR, condutividade e espectroscopia UV-
Vis. Os complexos de cobre também foram analisados por EPR, enquanto 0s
complexos de zinco foram estudados por espectroscopia de RMN. As analises de
caracterizagdo indicam que os ligantes tridentados se coordenam aos metais Cu?*
e Zn?*, formando estruturas pentacoordenadas sendo que duas moléculas de agua
completam a esfera de coordenacdo. Para ambas as classes de miméticos
observou-se que as atividades cataliticas foram dependentes dos diferentes grupos
substituintes dos ligantes. Nos testes cataliticos com os complexos de cobre, foi
observado que o NO,™ coordena-se na forma bidentada. As analises de EPR e UV-
Vis indicam que apods a adicdo de acido benzoico, 0 modo de coordenacdo do
nitrito muda de k2-ONO para k*-NO,. Os trés complexos foram capazes de reduzir
0 nitrito a NO. A reducgédo foi realizada usando ascorbato de sddio ou por
eletrocatalise. Em ambas as metodologias, o catalisador mais eficiente foi o que

continha o grupo n-propanol na segunda esfera de coordenacgédo, capaz de
Xiv



transferir protons em um mecanismo de transferéncia de elétrons acoplado a
prétons. Os ensaios cataliticos com os complexos de zinco mostram que 0s trés
complexos foram eficientes para a fixacdo do CO; e geracdo do ion bicarbonato.
O complexo com o substituinte n-propanol apresentou mais rapida formacgéo de
bicarbonato, devido seu grupo OH ajudar na etapa de desprotonacdo da agua
coordenada. Portanto, os complexos mostraram-se bons catalisadores miméticos

das enzimas.

Palavras-Chave: Complexos mimeticos, Nitrito Redutase, Geracdo de NO,

Anidrase Carbdnica, Complexos de cobre, Hidrata¢do do CO,.
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Abstract

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND CATALYTIC STUDY OF
MIMETIC COMPLEXES OF NITRITE REDUTASE AND CARBONIC
ANHYDRASE ENZYMES. Metalloenzymes are efficient biological catalysts
that inspire the creation of coordination compounds that mimic their active site.
In this work, the synthesized complexes were inspired by two enzymes: Nitrite
Reductase containing Copper (Cu-NiRs) and Carbonic Anhydrase. CuNiRs
catalyze the nitrite reduction to nitric oxide, whereas the enzyme Carbonic
Anhydrase, acts on the hydration of CO,. Both of these enzymes contain the active
site with the same binding environment “NNN”. Therefore, three new tridentate
ligands were synthesized, which differ among them by the phenyl, n-butyl and n-
propanol substituent groups. These ligands gave rise to the three Cu?* complexes
and three Zn?* complexes mimetic of the Cu-NiRs and carbonic anhydrase
enzymes, respectively. All complexes were characterized by microanalysis, FTIR,
conductivity and UV-Vis spectroscopy. The copper complexes were also
analyzed by EPR, whereas the zinc complexes were studied by NMR
spectroscopy. Both classes of complex, Cu?* and Zn?*, have the tridentate ligands
coordinated to the metals forming pentacoordinate structures with two water
molecules completing the coordination sphere. The catalytic activities were
dependent on the different substituent groups of the ligands. In the catalytic tests
with the copper complexes, it was observed that the NO, coordinates in the
bidentate form. After the addition of benzoic acid, EPR and UV-Vis
spectroscopies indicate that the nitrite changes the coordination mode from -
ONO to k*-NO,. Although all three copper complexes were able to reduce nitrite
to NO both chemically and electrocatalytically, the most efficient catalyst was the
one containing the n-propanol group in the second coordination sphere. Our
analyses reveal that n-propanol is capable of transferring protons in a proton-
coupled electron transfer mechanism, aiding the reaction. For the carbonic

anhydrase catalysis, all complexes were also able to hydrate CO,, and the complex
XVi



with the n-propanol substituents showed a faster bicarbonate formation because
its OH group helps in the coordinated water deprotonation step. Therefore, the

complexes proved to be good enzyme mimetic catalysts.

Keywords: Mimetic complexes, Nitrite Reductase, NO generation, Carbonic
Anhydrase, Copper complexes, CO, hydration.
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1- INTRODUCAO

As enzimas sdo proteinas que atuam acelerando a velocidade das
reacdes quimicas que ocorrem nos seres vivos. Sdo catalisadores bioldgicos
eficientes, pois possuem alta especificidade e seletividade nas reagdes que atuam.*

Quando ocorre a presenca de um metal no seu sitio ativo, séo
conhecidas por metaloenzimas. A alta eficiéncia enzimética tem inspirado a
obtencdo de compostos de coordenacdo. Esses composto imitam o sitio ativo
enzimatico para a obtencdo de informacdes sobre seu mecanismo ou também para
acelerar reacoes pela diminuicdo da barreira de energia de ativagdo de alguns
compostos.??

Uma vantagem no estudo de complexos miméticos € a obtencdo de
catalisadores mais robustos que as enzimas, que possam atuar fora do meio
bioldgico, j& que as enzimas desnaturam em condicOes diferentes de temperatura,
pressdo ou solventes organicos, além de seu alto custo.?

Os complexos miméticos podem ser tanto estruturais quanto
miméticos funcionais. Os miméticos estruturais se assemelham ao sitio ativo da
enzima (mesmo metal e pontos de coordenacao), podendo ter ou ndo atividade
catalitica, os miméticos funcionais podem ser compostos diferentes ao sitio ativo
da enzima, mas que necessariamente fazem o mesmo tipo de reacdo que a
enzima.

Além da primeira esfera de coordenacdo de uma metaloenzima, a
segunda esfera de coordenacdo estd associada a eficiéncia catalitica de um
determinado catalisador, visto que as enzimas utilizam as interagdes secundarias
para estabilizar estados de transicdo e diminuem a diferenca de energia entre eles,
catalisando uma determinada reacdo.”> Estas interagdes secundarias s&o
caracterizadas pelos aminoacidos, os quais ndo estdo diretamente envolvidos na
coordenacdo do metal, porém sdo indispensaveis para a atividade catalitica. Suas

funcdes sé@o cumpridas por meio de interagdes nao covalentes, como ligacOes de
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hidrogénio, interacdes eletrostaticas, efeitos hidrofobicos e forcas de Van der
Waals.®

Desta forma, a segunda esfera de coordenacdo da enzima também
deve ser considerada para a obtencdo de miméticos. Para que um mimético
consiga modelar estas interacdes de uma enzima, faz-se necessario utilizar de
ligantes multi-funcionais.® Este tipo de ligante acopla a funcéo de se coordenar a
um sitio metalico e de exercer funcdes adicionais na estabilizacdo de estados de
transicdo ao mesmo tempo. Espera-se com isto, diminuir a barreira energética de
reacdes catalisadas por modelos mimeticos ao levar em consideracao as interagdes
secundarias de uma enzima, visto que as interacOes facilitadas pelas ligagcdes de
esfera secundarias auxiliam em reacdes comumente inacessiveis, como exemplo,
pode-se citar a reacdo de reducdo do H* para Hy, a qual pode ser auxiliada pelo
uso de interaces ndo covalentes.” Portanto, tais ligantes podem ser responsaveis
por melhorar a catalise de uma determinada reacao.

As metaloenzimas que tem inspirado a obtencdo de compostos
biomiméticos no presente trabalho é a Nitrito Redutase contendo Cobre (Cu-
NiRs), a qual catalisa a reducao do nitrito para éxido nitrico, e a enzima Anidrase
Carbonica que contém zinco no seu sitio ativo, e atua nos processos de transporte
da hidratacdo do CO,. Os topicos a seguir abordardo essas enzimas e 0s estudos

envolvendo seus complexos mimeticos.

1.1- Enzima Nitrito Redutase e seus complexos biomiméticos.

A Nitrito Redutase (NiR) € uma classe de enzima que esta presente
em bactérias e participa do ciclo do nitrogénio no processo de desnitrificacéo.®
Podem ser classificadas em duas classes, dependendo do seu sitio ativo. As NiR
de classe I séo enzimas dependentes de Cobre (CuNiRs), enquanto a classe 11 séo
enzimas de Ferro que contém o grupo heme no seu sitio ativo (cd1-NiR).° A
CuNiR ¢é menos abundante que cd1-NiR, (cerca de trés quartos de todos os NiRs

sdo cd1-NiR). E encontrada em uma ampla gama de nichos ecoldgicos, incluindo
2
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ambientes geotermicamente aquecidos. O mecanismo catalitico da cd1-NiR ja é
conhecido, enquanto o da CuNiR ainda ndo foi bem estabelecido e, portanto, essa

enzima é o foco de muitas investigacdes em andamento.

A CuNiR catalisa a reducdo de um elétron do nitrito (NO;), na
presenca de dois protons, para formacdo de 6xido nitrico (NO), de acordo com a

equacao abaixo:
Cu*+ NO; + 2H* — Cu® + NO + H,0 Equacéo (1)

O sitio ativo das CuNiRs apresenta dominios bem conservados,!
contendo Cu tipo 1 (T1Cu) e Cu tipo 2 (T2Cu), como ilustrado na Figura 1.1(A).?
O sitio T1Cu recebe eletrons de proteinas fisiologicas doadoras de elétrons e
transfere esses elétrons para T2Cu.'® Geralmente, o sitio T1Cu esta coordenado
por dois residuos de histidina (His), uma metionina (Met) e um Cisteina (Cys). O
residuo Cys e ligado a His (coordenada ao T2Cu) para formar uma ponte Cys-His
responsavel pelo rapida transferéncia de elétrons entre 0 T1Cu e T2Cu.* O sitio
T2Cu é responsavel pela coordenacao e ativacdo do nitrito. No estado de repouso,
0 centro catalitico T2Cu é encontrado no estado de oxidagdo Cu?* e exibe uma
geometria tetraédrica distorcida em uma esfera de coordenacdo primaria,
composta por trés residuos de histidina e uma molécula de agua.'* Recentemente,
foi descoberto que uma das variantes da enzima CuNiR, a Br?®NiR apresenta em
seu sitio T2Cu catalitico duas moléculas de agua coordenadas com uma geometria
piramide de base quadrada (Figura 1.1B).*° Foi verificado uma atividade catalitica
mais lenta dessa enzima quando comparado com os dois dominios mais bem
estudados das subclasses AxNiR e AcNiR.%® Essa diferenca na atividade catalitica
esta relacionada a molécula de 4gua adicional no sitio ativo da Br?°NiR, que torna
a coordenacéo do nitrito menos favoravel energeticamente, devido a etapa inicial
de substituicdo mais lenta do substrato por duas moléculas de agua, com relacéo

as outras variantes com uma molécula de agua.
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Fonte: Extraido de Leferink, (2011) e Rose, (2021). 1516

FIGURA 1.1- Sitio ativo da Nitrito Redutase, variante AXNIR (A) e sitio T2Cu
da variante Br?°NiR (B).

Durante a catalise, o nitrito se liga ao local T2Cu substituindo a/as
molécula(s) de agua, e apds uma reducdo acoplada a protons, o 6xido nitrico €
liberado.!® Os intermediarios dessa reacdo ainda sdo discutidos, sendo duas as
principais rotas de mecanismo propostas.®* Um resumo dos dois mecanismos
estd ilustrado na Figura 1.2.

O mecanismo | foi proposto por AVERILL et al. (1994),'® que
propde que Cu?* é primeiro reduzido a Cu*, em seguida ocorre a coordenacgéo do
NO, formando Cu*-NO,. Esse intermedidrio foi proposto baseado em complexos
de modelo de Cu*. Ap6s a coordenacdo do substrato NO,, ocorrem duas
transferéncias de prétons consecutivas para gerar o intermediario Cu*-NO", em
ressonancia com Cu?*—NQ°, essa Ultima espécie instavel acaba liberando o NO

(substituido por uma molécula de 4gua), completando o sitio catalitico.
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FIGURA 1.2- Mecanismo simplificado da reducéo do nitrito pela enzima
CuNiR.

O mecanismo |1 foi proposto por SUZUKI et al. (2000)% que levaram
em consideracdo a rede de ligacdo de hidrogénio proximo ao sitio ativo. Eles
basearam sua proposta mecanistica nas estruturas cristalinas das diferentes
enzimas CuNiR ligadas ao NO, ou NO. Nesse mecanismo, o NO; liga-se ao sitio
de Cu?* oxidado pelos dois atomos de oxigénio (k2-ONO). Apds a coordenacdo,
0 NO; que esté ligado ao cobre é reduzido para formar um complexo Cu*™~NO..
Em seguida, o intermediario HONO ¢ formado pela rede de ligacGes de
hidrogénio, e rapidamente ocorre o rompimento da ligacdo OH-NO, liberando NO
e formando o intermediario Cu?*-OH. Este intermediario com a adicdo de um
préton regenera o sitio. Posteriormente, HASNAIN et al. (2005)?? alteraram este

mecanismo apds a descoberta do modo de ligacdo do nitrito k!-NO,. As duas
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rotas sdo apoiadas por estudos cristalograficos e portanto, ainda ndo se sabe qual
é a certa, entdo ambas sdo aceitas.?®

A catalise da CuNiR e um dos exemplos naturais de reacdes de
transferéncia de elétrons acoplada a protons (PCET), sendo assim importante

considerar o papel da segunda esfera de coordenagéo.?*

Ia . ASpCAT " T
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Fonte: Adaptado de Fukuda, 2020 3
FIGURA 1.3- Mecanismo de reacdo proposto para a reducdo do NO, na CuNiR.

Existem dois residuos cataliticos conservados na segunda esfera de
coordenacdo do sitio T2Cu, aspartato (AspCAT) e Histidina (HisCAT), os quais
auxiliam na transferéncia de prétons (PT) para o substrato. A Figura 1.3 ilustra o
mecanismo de Haisnan, com os aminoacidos atuando no processo de transferéncia
de prétons. AspCAT e HisCAT sdo ligados por uma molécula de agua que é
designada como agua de transicdo (BW) e considerada como estando envolvida
no transporte de prétons.®* O aspartato estd préximo ao nitrito coordenado e

funciona como uma barreira, controlando a passagem do substrato e guiando a
6
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etapa de transferéncia de prétons para um dos oxigénios do nitrito.?® Enzimas
CuNiR com mutac¢des no Asp98 e His255 mostram uma diminuicdo na velocidade
de reacédo, constatando que esses residuos sdo importantes para o funcionamento
da enzima.?®

Complexos biomiméticos tém sido desenvolvidos para ajudar na
compreensdo do mecanismo da CuNiR, como também para a geracdo de oxido
nitrico pela reducéo de nitrito.?® A geracéo e liberagdo de oxido nitrico tem sido
estudada devido ao grande interesse biologico desta molécula, por atuar em
diversos processos bioldgicos importantes como neurotransmissao e
vasodilatacdo. 2 O NO; serve como uma estavel reserva de oxido nitrico,?® além
disso sua remoc¢do também é de grande interesse por ser um dos poluentes de
aguas. % Alguns exemplos de complexos que imitam o sitio catalitico T2Cu da

CuNiR estéo ilustrados na Figura 1.4.

Complexos miméticos

‘ /
TN N—-N
)N P (
/ N/~ N( . HC/ \Cu “NO,
\ / \ N /
Noo ML
A

Cu "”N/Y
4\N \

/N

N
<\]\ c - D OH, | 2+

\ y TN
N / 7N~ N __/
/ e L
Sitio ativo CuNiR N, . N

FIGURA 1.4- Exemplos de complexos miméticos da enzima CuNiR.

Os complexos mimeticos da Figura 1.4A e B sdo compostos de Cu*
coordenados por ligantes tridentados, formando um ambiente de ligagdo “NNN”

semelhante a enzima. Os estudos envolvendo esses complexos, geralmente
7
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mostram a reacdo estequiometrica do nitrito complexo (Cu™-NO,) para geragéo e
liberacdo do NO pela adi¢do de um acido, formando o complexo de Cu?* ao final
da reagdo. Sdo utilizados para identificar intermediarios de reacdo.*® O complexo
da Figura 1.4A é um exemplo do primeiro complexo de Cu* mimético da CuNiR
relatado por HALFEN et al. (1994). 31%2

Também foi estudado o efeito dos grupos substituintes dos ligantes
na liberacdo de NO (Figura 1.4B).* Foi verificado que entre os complexos com
ligantes contendo um grupo substituinte mais volumoso (tert-butila) apresentou
menor atividade em relacdo aos substituintes menos volumosos (metil), devido
aos efeitos estericos que dificultam a coordenacao do substrato. Compostos com
ligantes que causam maiores efeitos estéricos podem proporcionar uma maior
repulsdo com o nitrito coordenado, levando a quebra da ligagdo Cu*-NO,.%*34 No
entanto, complexos com auséncia desses ligantes mais volumosos podem
acarretar a formagéo de dimeros.*

Uma desvantagem na utilizacdo desses complexos de Cu* para 0s
processos cataliticos € a sua instabilidade, pois mesmo sob atmosfera inerte pode
ocorrer a reacdo de desproporcéo.t®

2Cu* — Cu®* + Cu° Equacao (2)

Os complexos de Cu?*, no entanto, sdo mais estaveis na presenca de

ar e podem ser reduzidos quimica® ou eletroquimicamente.®
Cu**+e” — Cu* Equacéo (3)

A reducédo eletrocatalitica de nitrito por complexos de Cu?* foi
descrita por HUNT et al. (2019)%" (Figura 1.4C) onde a atividade eletrocatalitica
de seis compostos diferentes foi avaliada. Neste trabalho foi observado que os
compostos que apresentaram potenciais de reducdo na regido mais negativa
apresentaram maiores valores de TOF (turnover frequency). Entretanto, estes
complexos foram menos eficientes para a geracdo de NO, pois reagiram também

com o produto da catélise e formavam o gas N,O (além de NO), como indicado
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na Equacéo 4. A formacdo de N,O é derivada da reacdo do NO produzido em uma

segunda reacéo de oxidag&o.®
Cu* + 3NO — Cu?* + NO;~ +N,O Equacdo (4)

Os composto de Cu?* reduzidos na regido mais negativa sdo espécies
que reagem mais rapidamente com o NO, levando a uma formacao de N,O em
comparacdo com complexos reduzidos na regido mais positiva.®” Desta forma
verifica-se que os complexos com potencial de reducédo na regido mais positiva
(proximo a 0,1V vs Ag/AgCl) foram os catalisadores mais seletivos para a

geracdo eletrocatalitica de NO (Figura 1.5).

Eg mais negativo Egr mais positivo
= -
L. . T2 NO - - )
N,O + [Cu-NO,]” <«—— [Cu-NO]" = [Cu]” + NO

Fonte: Adaptado de Andrew (2019)%’
FIGURA 1.5- Esquema de reacéo de reducédo ou liberacdo de NO de uma
espécie de Cu(l)-NO formada, com base nos potenciais de reducéo (Er) dos

complexos.

De fato, o sitio T2Cu das enzimas CuNiR apresenta potenciais de
reducéo na regido positiva do voltamograma entre 230 e 305 mV. 3%40

No estudo realizado por CIONCOLONI et al. (2018),* foi destacado
o efeito da segunda esfera de coordenacdo na catéalise. Dois complexos de Cu?*
foram sintetizados, um deles contendo ligante tetradentado, com um grupo
carboxilato posicionado préximo ao nitrito coordenado (Figura 1.4 D), e outro
complexo sem esse grupo. Eles demonstraram que o grupo carboxilato causou um
aumento consideravel na velocidade eletrocatalitica de reducdo de nitrito e
contribuiu para reacdes de PCET na esfera de coordenacdo secundéria do centro
metélico. O complexo contendo o grupo carboxilato apresentou uma alta

eficiéncia catalitica com valores de ke/Km =1200 Mt st com relagdo ao
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complexo sem esse grupo (Kea/Km = 600 M s1), bem como de compostos ja
reportados.*>#® Comparativamente, estes valores ainda séo baixos devido ao fato
da enzima CuNiR de Alcaligenes faecalis alcancar um valor de Kea/ K = 2 x 107
Mfl 371.44

Com base nos estudos mencionados, percebe-se a grande
importancia na escolha dos ligantes para a atividade catalitica dos compostos
miméticos. Os ligantes polidentados sdo geralmente sintetizados para a obtencéao
de complexos miméticos, pois fornecem uma maior estabilidade ao centro
metélico com relacéo a ligantes monodentados. Ligantes tridentados com pontos
de coordenacdo “NNN” além de mimetizar as histidinas coordenadas ao Cu?* no
sitio CuT2 apresentam algumas vantagens comparados aos ligantes tetradentados.
Esses ligantes tendem a formar complexos com o potencial de reducdo na regido
mais positiva, favorecendo a seletividade na reducdo do nitrito (como dito
anteriormente). Também apresentam voltamogramas mais reversiveis, devido a
uma maior flexibilidade do ligante no processo oxidacdo do Cu?*, que apds
reduzido para Cu® pode existir preferencialmente com um meio de coordenacéo
tetraédrico.*® Compostos com ligantes tetradentados ao serem reduzidos para Cu*
podem ter sua estrutura modificada, como a quebra de ligacdo de um dos pontos
de coordenacdo com o metal e sofrer algum rearranjo, tornando a estrutura
diferente da inicial e processos redox mais irreversives.* A coordenacéo do nitrito
também é mais favoravel para complexos com ligantes tridentados, enquanto 0s
ligantes tetradentados ocupam mais um sitio de coordenagdo, o que poderia
diminuir a afinidade pelo ligante nitrito.*

Os estudos descritos acima fornecem informacg0es valiosas para a
construcdo de compostos miméticos da enzima CuNiR, visando uma melhor

atividade catalitica para a reducéo do nitrito e geracdo de oxido nitrico.

10
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1.2- Enzima Anidrase Carbonica e seus complexos biomiméticos.

A anidrase carbdnica é uma enzima pertencente a uma familia de
metaloenzimas que pode ser encontrada em animais, plantas, algumas bactérias e
virus.*8 Essa enzima apresenta uma ampla faixa de estabilidade de pH (3-10).
4950 Sua principal funcdo é catalisar reversivelmente a reacdo de hidratagédo do
CO; e desidratacdo do bicarbonato, dependendo do pH do meio (Equacdo 5). A
hidratacdo do CO, é dominante acima do pH 7, abaixo desse valor, ocorre a

desidratacéo do bicarbonato.>!
CO; + H,O =— HCO; + H* Equacéo (5)

E uma das enzimas mais eficientes que existem, considerada uma das
mais rapidas encontradas na natureza, que alcangam uma velocidade de reacdo da
ordem de 10° s para a hidratagdo do CO,.*

A atividade catalitica da anidrase carbOnica acontece no sitio ativo
dessa enzima, que fica em uma regido envolta por um bolso em torno do sitio
ativo (Figura 1.6). Essa regido é composta por uma parte hidrofébica que promove
a entrada do substrato (ligacdo do CO,) facilitando sua chegada ao sitio ativo, bem
como a saida do bicarbonato pela fraca interacdo com o bolso hidrofébico.>® A
outra regido e a regido hidrofilica, responsavel pela transferéncia de protons. Entre
essas duas regides fica o sitio catalitico (Figura 1.6A).>® O sitio catalitico é
composto por um atomo de Zn?* coordenado a trés residuos de histidinas (His 94,
His 96 e His 119) e uma molécula de agua, determinando uma geometria

tetraédrico distorcido em torno do metal (Figura 1.6B).>*

11
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FIGURA 1.6- Sitio ativo da anidrase carbonica. Residuo hidrofilico em roxo e
residuo hidrofobico em laranja, conduzindo a entrada do substrato entre 0s dois

residuos (A). Sitio ativo da Anidrase Carbonica.

O mecanismo de hidratacdo do CO, pela Anidrase Carbonica ja é
bem estabelecido (Figura 1.7).° Sabe-se que ocorre em trés etapas: na primeira
etapa, a molécula de dgua coordenada ao Zn*? que tem um pKa~7, é desprotonada,
formando o hidroxido (essa etapa é considerada a etapa determinante da reacao).
Na segunda etapa ocorre um ataque nucleofilico do oxigénio do hidroxido ao
carbono do CO,, formando o intermediario bicarbonato [(His)sZn-OCO,H]. Na
terceira etapa, 0 HCOg3 é entdo substituido por uma molécula de H,O para liberar
bicarbonato. Entdo o sitio ativo retorna a sua forma inicial, completando o ciclo
catalitico.*

O fon Zn? tem papel fundamental na atividade catalitica, pois
confere uma maior acidez a 4&gua coordenada, diminuindo o pK, em comparacao
com a agua livre, promovendo a formacéo do hidréxido em pH fisiolégico.*®
Nesta etapa, a segunda esfera de coordenacgéo tem elevada importancia, visto que
0 aminoéacido treonina (Thr-199) interage por ligacdes fracas com a molécula de
agua coordenada. Quando a Glutamina (Glul06) é ionizada, atua como um
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aceptor de prétons na ligagéo de hidrogénio com a Thr-199. Consequentemente,
o0 grupo hidroxil da Thr-199 pode aceitar um atomo de hidrogénio da molécula de

agua coordenada, formando o hidréxido (primeira etapa da catélise).>®

Thr199 Thr199
0 0o
- H
” N , ! N
Glu 106 C 0 HN § Glu 106 g\ /. o HN—%
O II [ _H+ O ', !
II ,I [EEEEE— . II II
H ,I - /I H/O
H —0 H N
N HTE N\ H
0 . ]
2+ 2+
/Znill /Zn{”
HCO; €0
H,0
Thr199
Thr199 >—_Z»
O H
0 H >§Z¢ cutos 7/ Do
awoe I 7 Do —§ c~o I
i C i HN / '
o - / !
J (0} —_— / I
Lo Lo
No—Ca 0 G
07N\ | II)
| (0) Zn3' o
Zn2+ / {ll
o
- N\

Fonte: Adaptado de Kim, (2020) 53

FIGURA 1.7-Mecanismo catalitico da enzima anidrase carbonica.

A inspiracdo na Anidrase carbbnica para a sintese de novos
compostos miméticos, proporciona a obtencdo de compostos que possam atuar no
processo de reciclagem do CO,. Esse processo visa a utilizagdo do CO,, que é um
poluente atmosférico e um dos principais gases do efeito estufa, para a obtencéo
e sintese de novos produtos quimicos.®” Apds a formacdo de bicarbonato por
catalisadores miméticos da anidrase carbbnica, este pode ser facilmente
precipitado como CaCO; que € utilizado na inddstria na producdo de vidros,
sabdes. %80
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Para o desenvolvimento dos compostos miméticos geralmente o foco
€ a obtencdo de complexos com o sitio catalitico semelhante a enzima preservando
suas caracteristicas como (1) geometria tetraédrica em torno de um atomo de Zn?
coordenado por trés &tomos de nitrogénio, e uma molecula de &gua com pK, ~7 e
(2) atividade catalitica de hidratacdo do CO; e desidratacdo do HCO;3 . Na Figura
1.8 estdo ilustrados alguns compostos de coordenacdo de zinco miméticos da
anidrase carbonica relatados na literatura e suas contribuicbes para o

conhecimento e desenvolvimento dos catalisadores.
Complexos miméticos

A B u—*
/pK.=7.9 ~1" Zn
/\Q OH
H
S O v N
HO )\' H
H

AN
4\N/2n\ "'N/Y HN\_)‘

=—N

N —
<\Nl C D Ligacio de hidrogénio

H H diminuicao do pKa

Sitio ativo da AC Ny—zn N\
/

FIGURA 1.8- Exemplos de complexos miméticos da enzima Anidrase

Carbodnica.

O complexo da Figura 1.8A°% tem uma estrutura simples, com o
ligante tetracoordenado ao Zn?* e uma molécula de dgua ocupando a 5? posi¢do
com um pK,= 7,9. Apesar de sua estrutura bastante simples e diferente do sitio
ativo da enzima, esse complexo apresenta um alta habilidade catalitica tanto para
reacdo de hidratacdo (3300 * 100 M s?), quanto para a desidratacéo (51 *8 M
s1), sendo que sua atividade alcancou um valor de até um tergo da enzima nativa.®?

Esse fato foi relacionado a alta constante de estabilidade do ligante
14
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tertracoordenado, tornando a molécula de 4gua coordenada mais labil, que resulta
em uma maior nucleofilicidade do ligante hidroxil coordenado. Outro fator
importante para a atividade catalitica deste composto € 0 modo de coordenacéo
do bicarbonato, que em complexos semelhantes,®® porém com geometria
tetraédrica (ligante tridentado), o bicarbonato pode se coordenar na forma
bidentada, tornando mais lenta sua saida da esfera de coordenacdo, ou inibir® o
catalisador. No complexo da Figura 1.8A foi sugerido que o bicarbonato se
coordena monodentado, o que torna a sua saida mais rapida. Esse complexo, no
entanto, tem ainda seu sitio ativo diferente da enzima, e na estrutura do ligante
ndo contém uma regido hidrofébica, que é uma importante caracteristica da
enzima. Essa regido hidrofobica permite uma pré-associacdo eficaz de CO,,
préximo ao local da reacdo e uma liberacdo mais rapida do HCO3; formado no
sitio ativo, devido a interacdo significativamente mais fraca com a regiao
hidrofébica. %

No trabalho publicado por ECHIZEN et al. (2004)% foi sintetizado o
complexo da Figura 1.8B, com o ligante tridentado contendo os grupos imidazol
condensados ao anel aromatico formando o bolso hidrofébico em torno do metal.
Foi observado por RMN C os sinais do bicarbonato ligado ao complexo, e do
bicarbonato livre em DMSO-Ds. Nesse estudo, foi observado que 0s grupos
substituintes OH na regido mais externa do complexo poderiam interagir com as
moléculas de 4gua do meio, permitindo uma maior proximidade destas ao ion Zn?*
do complexo.®*

O complexo da Figura 1.8C foi sintetizado por LEE et al. (2019)% e
posteriormente, eles sintetizaram o complexo da Figura 1.8D, onde demostraram
a importancia da segunda esfera de coordenacéo.®® Os ligantes desses compostos
que contém as piridinas, conferem uma melhor solubilidade em meio aquoso. A
diferenca entre os complexos C e D é a presenca do substituinte hidréxido (Figura
1.8D). Foi observado que o complexo sem o substituinte apresentou um valor de

pK,=8, engquanto na presenca do grupo hidréxido o valor de pK, diminuiu para
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6,8. O grupo hidréxido interage com a molécula de agua, facilitado a sua
desprotonacao, ou seja, confere uma maior acidez a molécula de 4gua coordenada.
Este substituinte, no entanto, mimetiza 0 aminoacido treonina no sitio catalitico
da enzima. Como foi observado anteriormente, s6 a diminuicdo do pK, da agua
coordenada, ndo é o Unico fator que pode fornecer uma melhor atividade ao
complexo.®® Eles observaram também que a habilidade doadora de densidade
eletronica do substituinte hidréxido, diminuiu a acidez de Zn?*, resultando na
formacao de ligagdes fracas com o bicarbonato, proporcionando um aumento na
taxa de substituicdo das moléculas de agua.®

Com base nesses dados, observa-se que a escolha do ligante é muito
importante para a formacéo e atividade do complexo mimético. Um ligante mais
volumoso pode fornecer um ambiente mais hidrofébico, formando um “bolso” em
torno do metal favorecendo um ambiente com efeitos estéricos que permitem uma
maior acidez da agua, uma mais rapida troca do bicarbonato e consequentemente
impede a formagdo de compostos bi e tri nucleares durante a formacdo do
bicarbonato, o que poderia inibir o processo catalitico.®” Também deve-se levar
em conta que uma parte da molécula deve ser mais solivel em meio aquoso, 0
que pode ser preferivel para um ligante mais assimétrico, para que ndo impeca a
entrada da agua, e também para que tenha a solubilidade necessaria em meio
aquoso possibilitando os estudos cataliticos em meio aquoso.®

A obtencdo de um composto de coordenacdo que imite as
caracteristicas complexas da enzima € um grande desafio que se alcancado pode
ser e grande contribuicdo cientifica para a obtencdo de moléculas cataliticas

eficientes e mais simples que a enzima nativa.

1.3- Proposta de compostos miméticos inspirados

Com base nos estudos ja publicados, desenhou-se novos ligantes e
compostos de coordenagdo biomiméticos das enzimas CuNiR e Anidrase

Carbonica, que apesar de serem enzimas com atividades completamente distintas,
16
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sdo enzimas com o sitio catalitico parecidos. A enzima Anidrase Carbénica por
exemplo, substituindo o Zn?* por Cu?*, consegue realizar a reducéo do nitrito.5®
Portanto, devido a necessidade de complexos miméticos com ligantes tridentados
para a obtencdo de catalisadores mais eficientes, novos ligantes tridentados que
possuem em sua estrutura os grupos piridina, pirrolidina e triazol, foram
sintetizados. Esses ligantes tridentados, imitam o ambiente de ligagdo “NNN” das
enzimas, e favorecem uma maior estabilidade ao centro metalico. Os diferentes
grupos substituintes no ligante permitem avaliar a influéncia da segunda esfera de
coordenacdo na catélise. Os ligantes foram necessarios para a obtencéo dos novos
complexos de Cu?* e Zn?* miméticos das enzimas CuNiR e Anidrase Carbonica,

respectivamente.
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2- OBJETIVOS

Esse projeto tem como principal objetivo a sintese de complexos de
Cu?* e Zn** miméticos das enzimas Nitrito Redutase e Anidrase Carbonica,

respectivamente e o estudo da atividade catalitica desses complexos (Figura 2.1).

Ph R= fenil (PTPh)
R=n-butil (PTB)
N N’\>\ R=n-propanol (PTP)

NS R
N
7\
Miméticos CuNiR Miméticos AC
B Ph Ph 71 (C10y), B Ph Ph 7] (C10y),
: P
Q)LI ’\>—R N I’\>——R
N NS N NS
cut N Zn?" N
N ~
SN | OH, S~ | “om,
\\ on, \ on,
S —_—

R= fenil (CuPTPh)
R= n-butil (CuPTB)
R= n-propanol (CuPTP)

R= fenil (ZnPTPh)
R= n-butil (ZnPTB)
R= n-propanol (ZnPTP)

FIGURA 2.1- Representacéo dos ligantes e complexos miméticos.

Tém-se como objetivos especificos:

e Asintese de trés novos ligantes tridentados (Figura 2.1) com diferentes
grupos R (fenil, n-butil e n-propanol) e caracterizacao pelas técnicas de: UV-Vis,
RMN 'H e 38C, DEPT 135, COSY, HMBC, HSQC, Infravermelho,
Espectrometria de Massas e DRX.

e A sintese de trés novos complexos Cu?* para a obtencdo dos miméticos
da enzima CuNiR (Figura 2.1) e caracterizagdo pelas tecnicas: UV-Vis,
Infravermelho, Espectrometria de Massas, Condutividade, Analise Elementar,
Voltametria ciclica e EPR e DRX.
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e A sintese de trés novos complexos Zn* miméticos da Anidrase
Carbonica (Figura 2.1) e caracterizacao pelas técnicas: RMN H e °C, DEPT 135,
COSY, HMBC, HSQC, UV-Vis, Infravermelho, Espectrometria de Massas,
Condutividade, Anélise Elementar.

e Estudo catalitico da reacdo de reducdo do nitrito com os complexos de
Cu?*, avaliando o efeito da segunda esfera de coordenacdo (grupos R) e estudo
mecanistico.

e Estudo catalitico da reacdo de hidratacdo do CO, com os complexos de
Zn?*, fixacdo e hidratacdo do CO,, além de formacéo de CaCOjs, avaliando o efeito

da segunda esfera de coordenacéo (grupos R).
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3- PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1- Sinteses Organicas

As sinteses dos ligantes foram realizadas em uma série de etapas
partindo-se do aminoacido L-prolina, como ilustrado na Figura 3.1. As sinteses
dos compostos (1), (2) e (3) foram realizadas de acordo com procedimentos da
literatura®® com algumas modificacdes. A sintese do composto (4) inédito, foi
desenvolvida pela primeira vez no LaBMeeb de acordo com procedimentos
semelhantes.”® As sinteses dos ligantes inéditos PTPh, PTB e PTP foram
realizadas com base nos procedimentos de reacdo Click para formacéo de 1,2,3-

triazol.”™

o Ph
SOCl 1 Ph
O 2 O N
MeOH

N OH N \— DMF THF N
H H K,CO; J | N
) KI | P @ = 3
>90% 50°C 82% 42%

Phph Ph R _~_OH
NaN, = R Ph PTP 57%
S p—

N N3 —_— N

N
CHCL, N ACN /- L PTB 76%
75% H,SO, N N ¢
2504 B CuSO0,.5H,0 N NR
O,
0°C | _ ) NaAsc |
>99% S PTPh 82%

FIGURA 3.1- Esquema da sintese dos ligantes.

3.1.1 Sintese dos compostos prolinato de metila (1) e prolinato (piridin-2-il-
metil) de metila (2)

Em um bal&o Schlenk de 250 mL foi adicionado 40 mL de metanol
seco sob atmosfera de argonio. O baldo foi colocado sob um banho de gelo e
deixado resfriar para temperatura de 0°C. Em seguida foi gotejado 8,4 mL (0,115
mol) de SOCI,. Entéo, 12 g (0,104 mol) de L-prolina foi adicionada a reagdo e a
solucéo foi deixada em agitacdo por 24h em temperatura ambiente. O solvente foi
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evaporado e obteve-se 17,2 g de (1) como um 0leo amarelo claro. O composto (1)
obtido (17,2 g; 0,104 mol) foi dissolvido em 70 mL de DMF e foi adicionado 33g
de K,C0O3(0,311 mol), 18,8g (0,114 mol) de 2-(clorometil) piridina hidrocloreto e
7,919 (0,047 mol) de KI. A mistura foi deixada em agitacdo a 50°C por 16h. Apos
esse tempo, 50 mL de &gua foi adicionado e o produto da reacdo foi extraido com
diclorometano (3 x 30 mL). A fase organica foi seca com MgSQO, e 0 solvente foi
removido sob pressdo reduzida. O produto (2) foi obtido como um 6leo vermelho

escuro. Rendimento: 82%.

RMN H: (400 MHz, CDCls3): 6 8,53 (d, 1H); 7,66 (t, 1H); 7,46 (d, 2H); 7,19 (q,
1H); 4,04 (d, 1H); 3,82 (d, 1H); 3,67 (s, 3H); 3,44 (m, 1H); 3,14 (m, 1H); 2,54
(m, 1H) 2,19 (m, 1H); 1,95 (m, 1H); 1,84 ppm (m, 1H).

RMN 13C: 5 174,49; 158,67; 148,95; 136,47; 122,99; 122,08; 66,37; 60,30; 55,53;
51,33; 29,33; 23,20 ppm.

3.1.2- Sintese do difenil(1-(piridin-2-il-metil) pirrolidin-2-il) metanol (3)

Em um baldo Schlenk de 250 mL foi adicionado 0,653 g (0,026 mol)
de magnésio metélico. Este baldo foi flambado e entdo resfriado a temperatura
ambiente. Em seguida foi adicionado 30 mL de THF seco sob atmosfera de
argonio e 20 mg de I,. Apés a dissolucdo do I,, 2,86 mL (0,026 mol) de brometo
de benzila foi adicionado gota a gota. A reacdo foi agitada em temperatura
ambiente até o Mg° ser totalmente consumido. Entédo, a reacéo foi resfriada em
banho de gelo e foi adicionado 2,96 g (0,013 mol) do composto (2) gota a gota e
deixado em agitacdo por 1h, em temperatura ambiente. Apos esse tempo, 10 mL
de HCI 10% foram adicionados e a mistura foi deixada em agitacdo por mais 1h.
A mistura foi neutralizada com uma solucdo de NaOH (0,1M) e extraida com
diclorometano (3 x 50 mL). A fase organica foi seca com MgSQO, e 0 solvente foi
removido sob pressdo reduzida. O produto obtido foi purificado em coluna de
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cromatografia de silica gel (50% EtOAc/Hexano) e obteve-se um sélido amarelo

claro. Rendimento: 42%.

RMN !H: (400 MHz, CDCl): & 8,45 (d, 1H); 7,70 (d, 2H); 7,60 (m, 3H); 7,19 (q,
1H); 7,32 (m, 4H); 7,27 (m, 1H); 7,10 (m, 3H); 5,05 (br, 1H) 4,10 (s 1H); 3,41
(m, 2H); 3,02 (m, 1H); 2,58 (m, 1H); 1,99 (m, 1H) 1,81 (m, 1H); 1,69 ppm (m,
1H).

RMN 13C: § 148,69; 146,34; 136,50; 128,20; 128,10; 126,54; 126,36; 125,70;
125,63; 122,74, 122,04; 78,14; 77,24; 70,36; 63,34; 54,05; 29,56; 24,38 ppm.

3.1.3- Sintese do 2-((2-(azidodifenilmetil)pirrolidin-1-il)metil)piridina(4)

Em 40 mL de cloroférmio foi adicionado 1g (0,270 mmol) do
composto (3) e 1g (1,538 mmol) de azida de sddio. A reacdo foi colocada sobre
um banho de gelo e foi adicionado 10 mL de H,SO, 75% gota a gota. A reacéo
foi deixada em agitacdo a 12° C por 24h. Apos este tempo a reacdo foi
neutralizada com a adi¢do de uma solugdo concentrada de bicarbonato de sodio,
e posteriormente extraida com diclorometano (3 x 30 mL). A fase organica foi
seca com MgSQ,, filtrada e o solvente foi removido sob pressdo reduzida para se

obter 1,07 g do composto (4) como um 0leo castanho. Rendimento ~ 100%.

FTIR (pastilha de KBr, cm™): 2108 cm™, s [v (N=N=N)]

RMN H: (400 MHz, CDCls): & 8,45 (d, 1H); 7,62 (t, 1H); 7,53 (d, 2H); 7,47 (d,
2H); 7,38-7,20 (m, 8H); 7,11 (t, 1H); 4,20 (dd, 1H); 3,9 (d, 1H): 3,65 (d, 1H); 2,89
(m, 1H); 2,44 (m, 1H); 2,12 (m, 1H);1,89 (m, 1H) 1,63 (m, 1H) 1,39 ppm (m, 1H).
RMN C: 160,30; 148,30; 142,19; 141,4; 136,08; 128,01; 127,90; 127,42;
127,37; 122,81; 121,70; 77,25; 716,47, 72,71, 64,27; 57,71; 31,69; 23,32 ppm.
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3.1.4- Sintese dos ligantes PTPh, PTB e PTP.

Nl
A\ I
N

N/
W I
— N

\ N LN

—

PTPh PTB PTP OH

FIGURA 3.2- Estrutura dos ligantes PTPh, PTB e PTP.

O mesmo procedimento foi utilizado para a sintese dos ligantes
PTPh, PTB e PTP (Figura 3.2). Em um baldo de 50 mL foi adicionado 1g (0,270
mmol) do composto (4) e 4 mL de acetonitrila, sob atmosfera de argénio. Em
seguida 0,270 mmol do alcino (etinilbenzeno, 4-pentin-1-ol ou 1-hexino) foi
adicionado a solucéo, seguido de 33 mg (5 mol%) de CuSQO,.5H,0, 53 mg (10
mol%) de ascorbato de sddio, e 1 mL de agua. A solucgéo foi deixada em agitacéo
sob argbnio, em temperatura ambiente por 24 h. Entdo, 15 mL de agua foi
adicionado a reacdo e um extragdo com diclorometano (3x 30 mL) foi realizada.
A fase organica foi seca com MgSQO, e o solvente foi removido sob presséo
reduzida. O produto foi purificado em coluna de cromatografia de silica gel (50%
EtOAc/Hexano), e obteve-se um soOlido amarelo claro (os trés ligantes

apresentaram a mesma cor).

Ligante PTPh: Rendimento= 82%

FTIR (pastilha de KBr, cm™): 3058 v (C-H) sp?; 2964, 2875, 2813 v (C-H) sp?;
1590, 1568 v(C=N); 1491, 1481, 1448, 1432 v (C=C); 1072 v(C-N); 695, 763 &
fora do plano(=C-H).

'H NMR: (400 MHz, acetona-ds): & 8,54 (s, 1H); 8,44 (d, 1H); 7,90 (d, 2H); 7,60
(m, 5H); 7,41-7,26 (m, 9H); 7,13 (m, 1H); 7,0 (d, 1H); 5,28 (dd, 1H); 4,22 (d,
1H); 3,73 (d, 1H); 2,52 (m, 1H); 2,44 (m, 2H);1,86 (m, 1H) 1,37 (m, 1H) 0,25

ppm (m, 1H).
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13C NMR: 6 160,29; 148,38; 145,36; 141,06; 140,21; 135,71; 131,19; 130,09;
128,37; 127,60; 127,44, 127,30; 127,20; 127,16; 125,08; 122,75; 122,15; 121,28;
77,56; 69,04; 62,77; 54,64, 30,34, 23,09 ppm.

HRMS: [MH]": 472.2520 (Experimental); 472.2501 (calc. for C3;H3oNs)

Ligante PTB: Rendimento=76%

FTIR (pastilna de KBr, cm™): 3059 v(C-H) sp? 2953, 2958, 2870, 2808 v(C-
H)sp3; 1590, 1568 v(C=N); 1493, 1474, 1447, 1433 v(C=C); 1042 v(C-N); 703,
754 8 fora do plano(=C-H).

'H NMR: (400 MHz, acetona-ds): & 7,71 (s, 1H); 7,61 (t, 1H); 7,54 (m, 2H); 7,41
(m, 2H); 7,37-7,27 (m, 6H); 7,14 (m, 1H); 6,93 (d, 1H); 5,16 (dd, 1H); 4,17 (d,
1H); 3,66 (d, 1H); 2,63 (t, 2H); 2,51 (m, 1H) 2,404 (m, 2H);1,80 (m, 1H); 1,57
(quin, 2H); 1,36 (m, 1H); 1,31 (m, 2H); 0,86 (t, 3H); 0,24 ppm (m, 1H).

13C NMR: 6 160,69; 148,54; 146,14; 141,93; 140,48; 135,97; 130,47; 128,64;
127,77; 127,69; 127,40; 127,31; 123,43; 122,48; 121,54; 77,28; 69,64; 63,35;
55,00; 31,60; 30,73; 25,03; 23,45; 21,90; 13,22 ppm.

HRMS: [MH]": 452.2809 (Experimental); 452.2814 (calc. for Cy9Hz4Ns)

Ligante PTP: Rendimento=57%

FTIR (pastilha de KBr, cm™): 3380 v(O-H); 3063 v(C-H) sp?; 2952, 2875, 2834
v(C-H)sp3; 1600, 1577 v(C=N); 1500, 1483, 1455, 1441 v(C=C); 1054 v(C-N);
703, 754 & fora do plano(=C-H).

'H NMR: (400 MHz, acetona-de): & 8,42 (d, 1H); 7,73 (s, 1H); 7,62 (t, 1H); 7,53
(m, 2H); 7,42 (m, 2H);7,37-7,27 (m, 6H); 7,14 (m, 1H); 6,92 (d, 1H); 5,18 (dd,
1H); 4,18 (d, 1H); 3,67 (d, 1H); 3,54 (quin, 2H); 2,90 (m, 1H) 2,72 (t, 2H); 2,52
(m, 1H); 2,40 (m, 2H); 1,80 (m, 3H); 1,35 (m, 1H); 0,24 ppm (m, 1H).

13C NMR: & 160,69; 148,54; 146,14; 141,93; 140,48; 135,97; 130,47; 128,64;
127,77, 127,69; 127,40; 127,31, 123,43; 122,48; 121,54 ppm.

HRMS: [MH]": 454.2607 (Experimental); 454.2606 (calc. for C,sH32NsO)
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3.2 Sinteses Inorganicas

3.2.1- Procedimento geral para a sintese dos complexos de Cu?* e Zn?*,

ZnPTPh ZnPTB ZnPTP
FIGURA 3.3- Estrutura dos complexos de Cu?* e Zn?*,

A sintese dos complexos de Cu?* e Zn?* (Figura 3.3) foram realizadas
com procedimentos semelhantes. Em 6 mL de metanol foi adicionado 0,148 mmol
do sal do metal (Cu(ClO,),.6H,O ou Zn(ClO,),.6H,0) e em seguida foi
adicionado 0,148 mmol do ligante (PTPh, PTB ou PTP). A reacéo foi deixada em
agitacdo e temperatura de 50°C por 4h. Apos esse tempo, o solvente foi removido
sob pressdo reduzida. O solido obtido foi lavado com éter e mantido no
dessecador. Na Tabela 3.1 encontram-se os valores de rendimentos, cor dos

solidos e solubilidade dos complexos.
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TABELA 3.1- Valores de rendimento, cor dos solidos e solubilidades dos

complexos de Cu?* e Zn?*.

Rendimento | Cor MeOH | CH:CI. | Acetona | H20
CuPTPh 95% Azul XXX XX XXX —
CuPTB 90% Azul XXX X XXX —
CuPTP 90% Azul XXX X XXX —
ZnPTPh 96% Amarelo | XXX XX XXX —
ZnPTB 94% Amarelo | XXX X XXX —
ZnPTP 90% Amarelo | XXX X XXX —

—: insolavel; X:pouco solavel, XX: soltvel, XXX: muito soltuvel

3.3- Caracterizacoes e Aplicacoes

3.3.1- Difracéo de raios-X

O ligante PTB (c4digo CCDC 2113820) e o complexo CuPTPh
(codigo CCDC 2113821) foram cristalizados em metanol, por evaporacao lenta
do solvente. As coletas de dados dos monocristais, por difracdo de raios-X, foram
realizadas em minidifratometro Rigaku XtaLAB com radiagio MoKa
monocromada de grafite (L = 0,71073 A). Refinamentos celulares, reducio de
dados e integracdo foram realizados utilizando o software CrysAlisPro e a solucéo
e refinamento de estruturas foram obtidos utilizando o pacote SHEL X, hospedado
no programa OLEX2. O método multi-scan foi usado para as correces de
absorcdo. As representacdes de tabela e estrutura foram geradas por OLEX2 e
MERCURY, respectivamente.

3.3.2- Espectroscopia na Regido do Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho (FTIR —

Fourier Transform Infrared) foram obtidos para as amostras dispersas em

pastilhas de brometo de potéssio (KBr), utilizando-se um espectrofotdometro
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Bomen-Michelson FT modelo MB-102. As medidas foram obtidas no intervalo
de 400 a 4000 cm™.

3.3.3- Espectroscopia eletrénica na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis do complexo foram
obtidos em um espectrofotometro HP — Hewlett Packard 8452 A. As amostras
foram analisadas em solucdes utilizando uma célula de quartzo retangular com
capacidade para volume de 1mL, e caminho 6ptico de 1,0 cm. Os valores das
absortividades molares, €, foram calculados a partir da lei de Lambert-Beer (¢ =
A/bC), sendo que A = absorbancia, b = caminho ¢ptico da célula e C =
concentracéo da espécie em mol.L™2, utilizando os valores de absorbancia méaximo

das bandas nos espectros obtidos em diferentes concentracdes.

3.3.4- Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR)

Os resultados de EPR foram obtidos em colaboragdo com o Prof.
Otaciro Rangel Nascimento do Instituto de Fisica da USP campus Il. As medidas
foram realizadas metanol a temperatura ambiente (296 K) e congeladas em N,
liquido (77K). As medidas foram realizadas utilizando o equipamento de EPR
Modelo Varian E109, banda X, utilizando a cavidade retangular e modulacao de
campo a 100 kHz. Os parametros de ajuste das medidas foram: poténcia de micro-
ondas de 20 mW, amplitude de modulacéo de 0,4 mT pico a pico, ganho ajustavel
para cada amostra, varredura de campo de 160 mT, constante de tempo de 0,064
s, tempo de varredura de 3 minutos. Para as medidas sob N liquido foi utilizado
0 Dewar de imersdo. Utilizou-se um padrdo de EPR para calibracdo do campo
magnético (cristal de MgO:Cr(Il1) g = 1,9797) e a frequéncia de ressonancia foi

medida com um frequencimetro de micro-ondas.
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3.3.5- Analise elementar

As medidas de andlise elementar foram realizadas na central analitica
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos para
determinacéo da porcentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes nas

amostras. O equipamento utilizado foi 0o EAGER 200 CE Instruments.

3.3.6- Medidas de Condutividade

Os valores de condutividade molar foram obtidos em solugGes 1,0
mmol L dos complexos solubilizados em metanol. O equipamento utilizado foi
0 condutivimetro Meter Lab modelo CDM230. Os valores de condutividade
obtidos das solugdes foram comparados com os valores de condutividade de cada
solvente (branco) e as faixas de proporc¢éo eletrolitica de acordo com relatos da

literatura.

3.3.7- Medidas eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato
EG&G Princeton Applied Research Model 273?% utilizando uma célula
convencional de vidro com entrada para os trés eletrodos. Os eletrodos utilizados
foram: carbono vitreo (0,071 c¢cm™), platina e Ag/AgCl|KCI (3,5M) como
eletrodos de trabalho, auxiliar e de referéncia, respectivamente. As medidas foram
realizadas em metanol contendo perclorato de tetrabutilamonio (PTBA) 0,1 mol
Lt como eletrélito de suporte. Para remogdo de O, dissolvido nos eletrdlitos,
argonio foi borbulhado durante 10 minutos antes de cada varredura. O eletrodo de
trabalho, antes das varreduras de potencial, foi submetido a processo de polimento
com alumina 0,05 um. Em seguida, este foi lavado com agua, os eletrodos auxiliar
e de referéncia, foram lavados com metanol e, sé entdo, foram colocados na célula
eletrogquimica.

Os paréametros eletroquimicos foram obtidos a partir dos

voltamogramas ciclicos dos processos reversiveis, ou quase-reversiveis, em que
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apresentam linhas de base anddica e catddica bem definidas. Os potenciais de pico

anodico (E,) e catddico (Ec) foram determinados pelas projecdes verticais dos

maximos das correntes sobre o0s eixos, onde a média aritmética destes potenciais
de pico resulta no potencial formal de meia onda (E1,,) do composto.

Ein = (Ea+ Ep)/2 Equacéo (6)

As correntes de pico anadico (ips) € catodico (ipc) foram determinadas

pelas extrapolacdes das respectivas linhas de base até os interceptos das alturas

méaximas das correntes. As reversibilidades dos sistemas foram avaliadas pela

separacdo dos potenciais de pico catoédico e anodico (AEp), bem como pela

dependéncia de i, com a raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial.

3.3.8- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros foram obtidos no espectrometro BRUKER ARX 9,4 T
do Departamento de Quimica (DQ) da UFSCar. Foram realizadas as técnicas
convencionais unidimensionais de RMN *H e 13C e as atribuices dos sinais foram
realizadas a partir de correlagbes com os espectros DEPT 135 e bidimensionais
COSY, HSQC e HMBC. Os experimentos foram realizados nos solventes
deuterados CDClI; ou (CD3),CO.

3.3.9- Espectrometria de Massas

Os espectros de massas dos complexos de Cu?* e dos ligantes foram
realizados em colaboragdo com o professor Antoine Simonneau no Instituto de
Quimica de Toulouse- Franca. Para os ligantes, a ionizacdo foi realizada pelo
método de ionizacdo quimica por metano e para os complexos foi utilizado a
ionizacao por electrospray (ESI). Os espectros de Massas dos complexos de zinco
foram realizados no Departmento de Quimica, Emory University- EUA. Todas

as medidas foram realizadas com os compostos diluidos em metanol.
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3.3.10- Reducdo dos complexos de Cu?* com ascorbato de sédio.

A reducio foi realizada em uma cubeta de quartzo fechada. A cubeta,
foram adicionados 3 mL de uma solugcdéo 1 mM dos complexos de cobre em
metanol. Esta solugédo foi desaerada borbulhando argénio por 15 minutos. Apos
este periodo, 150 ul de uma solucdo metandlica (20 mM) de ascorbato de sddio

foram adicionados a solucdo do complexo de cobre.

3.3.11- Geracdo de NO a partir do NO>.

FIGURA 3.4- llustracédo do sistema de geracdo e deteccdo de NO.

O sistema utilizado para a geracdo de NO esté ilustrado na Figura
3.4.3% No baldo Schlenk A contendo 1 mL de uma solugdo metandlica do
complexo de cobre (0,5 mM, 0,5 umol), sob atmosfera de argénio, foi adicionado
nitrito de sodio (5 umol), acido benzoico (10 pmol) e ascorbato de sodio (5 pmol)
com auxilio de uma seringa. Este foi conectado, por um fio Tygon, ao baldo B
contendo uma solucdo do complexo Fe[EDTA]?. A solucdo de Fe[EDTA]?* foi
preparada previamente adicionando 3 mL de solucdo tampéo de citrato (0,1 M,
pH =5), desaerado durante 15 minutos com argonio, e foram adicionados 30 pumol
de FeSQO,.7H,0 e 30 umol de EDTA (&cido etilenodiaminotetracético). O sistema
foi mantido sob argonio e agitado durante 5 minutos. A reacao iniciou-se apos a

adicdo de ascorbato de sodio ao baldo A. Um leve fluxo de argbnio aplicado no
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baldo A foi mantido durante a reacdo para conduzir a passagem do NO formado
para o baldo B. Apds 10 min a solucdo B muda de incolor para amarelo e foi
retirado uma aliquota dessa solucdo e levado ao UV-Vis para verificar o
surgimento da banda em 432 nm (Figura 4.47) que € caracteristico do complexo
de coloracdo amarela [Fe(EDTA)(NO)].

Os valores de porcentagem de NO obtidos foram com relagédo a
reacdo de formacdo de NO (controle positivo), onde foi realizado a adi¢do da
mesma quantidade de NaNO; usado no processo catalitico, em 1mL de &cido
acetico. Na reacdo com a auséncia do complexo (branco) ndo houve o surgimento
da banda em 432 nm, o que indica que NO néo é gerado nessas condicdes. As

medidas foram realizadas em triplicatas.

3.3.12- Sintese do H2TPP e CoTPP para deteccéo de NO.

O ligante porfirinico H,TPP e o complexo CoTPP foram sintetizados
de acordo com procedimentos semelhantes da literatura.”>"*

Em um baldo de 250 mL foi adicionado 78 mL de &cido propi6nico,
1,68 mL (0,024 mol) de pirrol, previamente destilado e 2,48 mL (0,024 mol) de
benzaldeido. Em seguida foi adicionado 42 mL de nitrobenzeno. A solucdo foi
deixada em agitacdo a 120°C por 2h. Apés esse tempo foi adicionado metanol e
a solucéo foi deixada na geladeira por 16h para a obtencdo do precipitado de cor
lilds. O sdlido obtido foi filtrado, lavado com metanol e deixado no dessecador
(Rendimento 40%). Para a sintese do CoTPP, 300 mg (0,48 mmol) de H,TPP
foram adicionados em 3 mL de DMF. Essa solucéo foi deixada em agitacao e sob
nitrogénio por 15 min, em seguida foi adicionado 607 mg (2,43 mmol) de
Co(CH3C00),.4H,0 e a reacéo foi deixada a 100 °C por 1h. Apos o resfriamento
da solucdo foi adicionado agua para a obtencdo de um precipitado marrom. O

solido foi lavado com &gua e deixado no dessecador. Rendimento 79%.
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3.3.13- Determinacdo de ket € Km a partir de experimentos de

eletrorreducéo.

Os valores de Vo foram obtidos dividindo a densidade de corrente
pela constante de Faraday, resultando em uma formacgédo de NO por unidade de
area do eletrodo (Vno, nmol s cm™). O valor de ke foi obtido dividindo-se o
Vmax pela concentracao do catalisador.

Keat= Vmax/ [Cat.] Equacao (7)

Como o meio ndo é agitado, a concentracdo do catalisador
corresponde ao niumero de moléculas que participam da reacdo eletroquimica e
pode ser determinada integrando a carga que se forma no processo redox Cu?*/Cu*
na auséncia de substrato. Esses calculos foram realizados de acordo com a

literatura. 47

3.3.14- Medidas espectroscopicas: stopped-flow

As analises por espectroscopia de stopped-flow foram realizadas no
Departamento de Bioquimica, Instituto de Quimica de S&o Paulo. As medidas
foram realizadas na temperatura de 10 °C e todas as solugc6es foram desaeradas
antes de cada medicdo. Duas solucbes foram preparadas, uma com ascorbato de
sodio (1 mM) em metanol e a outra contendo 1 mM do complexo de cobre, 50 eq.
de acido benzdico. A concentracdo de NaNO; foi variada em cada medida (1mM,
5mM, 10mM, 15mM, 20mM). As medi¢Oes comecaram a partir da injecdo das

duas solugbes no equipamento simultaneamente.

3.3.15- Reacéo de hidratacdo do CO>

Em 1 mL de tampdo HEPES 2,5 mM pH=8 foi adicionado 0,5 mL
de uma solucdo do complexo de zinco em acetona (Img/mL) e 0,01 mL do
indicador de pH azul de bromotimol. O CO, foi borbulhado na solucéo e a reacdo
foi monitorada por UV-vis, para acompanhar a banda do indicador em 626 nm.

Todas as medidas foram realizadas em triplicatas.
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3.3.16- Reacédo de formagao do CaCO:s.

Em uma solucdo de 5mL de tampéao HEPES 2,5 mM pH=8 contendo
400 mM de CacCly, foi adicionado 2,5 mL do complexo de zinco dissolvido em
acetona (Img/mL). O CO, foi borbulhado nesta mistura por 40 minutos. O
precipitado foi centrifugado e lavado com acetona e éter. Posteriormente, o sélido
foi seco e pesado. Na reacdo controle ndo havia complexo. As medidas foram

realizadas em triplicatas.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

No topico a seguir serdo apresentados os resultados de caracterizacdo
dos ligantes juntamente com os complexos. Os ligantes contém em sua estrutura
0s grupos piridina, prolina e triazol, com os &tomos de nitrogénio como pontos de
coordenacao para criar um ambiente de coordenacgdo “NNN”. Eles diferem pelos
grupos substituintes fenil, n-butil e n-propanol e sdo referidos no texto como
PTPh, PTB e PTP, respectivamente. Os complexos [M(L)2(H20)2](ClO,), (onde
M=Cu?* ou Zn%** e L= PTPh, PTB ou PTP) também s&o referidos como CuPTPh,
CuPTB, CuPTP, ZnPTPh, ZnPTB e ZnPTP.

Posteriormente serdo discutidos os resultados cataliticos para 0s
complexos de Cu?* miméticos da CuNiR e em seguida os de Zn?* miméticos da

Anidrase Carbonica.

4.1- Caracterizacao dos ligantes e dos complexos.

4.1.1- Difragao de Raios-X

A difracdo de raio-X de monocristal € uma das principais técnicas de
caracterizacdo que permite a elucidacéo estrutural dos compostos. Foi possivel a
obtencdo dos monocristais do ligante PTB e do complexo CuPTPh, a partir da
evaporacdo lenta da solucdo em metanol desses compostos em temperatura
ambiente. As estruturas cristalinas do ligante PTB e do complexo CuPTPh estéo
ilustradas nas Figuras 4.1 e 4.2, respectivamente.

O ligante tridentado PTB apresenta em sua estrutura um anel
piridinico, um triazol e uma pirrolidina, 0s quais possuem os atomos de nitrogénio
doadores como pontos de coordenacdo, de forma que possam oferecer um modo

de coordenacdo tridentado “NNN para o metal.

34



Millena Pereira Ferreira Resultados e Discussao

Nitrogénio . Carbono Hidrogénio

FIGURA 4.1- Estrutura cristalina e atribui¢cdes das numeracgdes para 0s &tomos
do ligante PTB.

A estrutura cristalina do complexo CuPTPh indica uma geometria
pirdmide de base quadrada distorcida em torno do metal. A coordenacédo do
ligante PTPh ao Cu?* (Cul) ocorre por trés atomos de nitrogénio do ligante, um
do triazol (N2), outro da pirrolidina (N4) e o terceiro da piridina (N5), duas
moléculas de agua coordenadas completam a esfera de coordenacdo. Para uma
melhor visualizacdo da estrutura foram omitidos na ilustracdo as moléculas de
agua de cristalizacéo, os dois contra-ions percloratos e os prétons (exceto aqueles

da agua coordenada). A figura completa esté ilustrada na Fig. Apéndice 1.
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FIGURA 4.2- Estrutura cristalina do complexo CuPTPh.

Os principais angulos e comprimentos de ligacdo dos atomos em
torno do metal estéo descritos na Tabela 4.1.

O trabalho publicado por ROSE et al. (2021),*® relata a presenca de
duas moléculas de dgua coordenadas ao Cu?* no sitio catalitico da enzima CuNiR
(Br?°NiR), uma interagindo mais fortemente que a outra, com comprimentos de
ligacdo 1,940 e 2,162 A. Semelhante a esta enzima, as duas moléculas de agua
coordenadas no complexo CuPTPh seguem a mesma tendéncia, sendo a ligacéo
Cu-O(2) mais forte que a ligacdo Cu-O(1) com distancias de 2,013(3) e 2,360(3)
A, respectivamente. Das trés ligacdes Cu-N, a que apresenta um maior
comprimento de ligacdo é a Cu-N(4) (2,068 A), que pode estar relacionada a
efeitos estéricos do ligante. O comprimento das ligacbes Cu-N(2) e Cu-N(5) séo
parecidos e mais curtos (1,952 e 1,957 A). Essas distancias de ligacdo podem ser
comparadas com as ligagoes Cu-Nis129), Cu-Nniseay € Cu-Nniszo1) NA €NZima, com
os comprimentos de ligacdo 2,083, 2,009 e 2,010 A. A semelhanca estrutural do

complexo mimético com a enzima é uma caracteristica importante pois espera-se
36



Millena Pereira Ferreira Resultados e Discussao

que os compostos de coordenacdo possam alcancar a atividade catalitica

enzimatica.

TABELA 4.1- Comprimentos de ligacio (A) e angulos (°) selecionados do
complexo CuPTPh.

Atomos Comprimento de
Ligacdo (A)
Cu-0O(1) 2,360 (3)
Cu-0(2) 2,013 (3)
Cu-N(2) 1,952 (4)
Cu-N(4) 2,068 (4)
Cu-N(5) 1,957 (4)
Atomos Angulo (°)
0O(2)-Cu-0(2) 85,26 (12)
N(2)-Cu-O(1) 93,01(12)
N(2)-Cu-O(2) 92,51(12)
N(4)-Cu-O(1) 102.68(12)
N(4)-Cu-O(2) 171,45 (12)
N(5)-Cu-N(2) 90,26 (12)
N(5)-Cu-O(1) 91,81 (12)
N(5)-Cu-O(2) 93,10 (13)
N(5)-Cu-N(2) 172,88 (12)

4.1.2- Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

Os espectros de infravermelho dos ligantes PTPh, PTB e PTP séo
apresentados na Figura 4.3. As tentativas de atribui¢Ges foram realizadas para as

principais vibracdes e estdo descritas na Tabela 4.2.
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FIGURA 4.3- Espectro de Infravermelho dos ligantes em pastilha de KBr.

O composto precursor dos ligantes PTPh, PTB e PTP que contém o
grupo azida apresenta uma banda intensa em 2108 cm™ (Fig. Apéndice 6)
referente a v(N3). Apos a formagéo do triazol ocorre o desaparecimento dessa
banda.”® Este é um indicativo da formac&o do triazol nos ligantes.

Os espectros dos ligantes sédo semelhantes. As bandas na regido de
1593 a 1493 cm™ sédo atribuidas aos modos de vibracdo de estiramento das
ligacdes C=C e C=N"7 nos trés espectros, bem como séo observadas as bandas na
regido de 703 e 754 cm™ que sdo caracteristicas dos modos de dobramento fora
do plano da ligagdo C-H dos anéis aromaticos monossubstituidos.”® O ligante PTP
apresenta uma banda larga em 3380 cm™ caracteristico de v(O-H). A banda
intensa na regido de 1047 cm™ foi atribuida a0 modo de vibracdo v(C-0),
sobreposta a v(C-N). Nos ligantes PTB e PTPh as bandas em 1072 e 1035 cm™

sdo atribuidas aos modos vibracionais da ligagdo v(C-N).™
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FIGURA 4.4- Comparacao dos espectros de infravermelho do ligante PTPh e
dos complexos CuPTPh e ZnPTPh.

Comparando-se os espectros do ligante PTPh com os complexos
CuPTPh e ZnPTPh na regido de 1800 a 400 cm™ (Figura 4.4) observa-se que as
bandas v(C=N) e v (C=C) séo deslocadas para regides de maior energia. A banda
em 1589 cm™ do ligante PTPh deslocou para 1611 e 1615 cm™ nos complexos
CuPTPh e ZnPTPh. As bandas de v(C-N) e v(C-O) presente nos ligantes ndo
foram identificadas, pois devem estar encobertas pala banda larga do perclorato.
Os outros complexos também seguem a mesma tendéncia (Tabela 4.2). Esses
deslocamentos indicam que houve a coordenacdo desses ligantes ao centro

metalico.
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FIGURA 4.5- Espectros de Infravermelho dos complexos de Zn?* e Cu?* em

pastilha de KBr.

Os espectros de infravermelhos dos complexos de Cu?* e Zn?* séo
semelhantes (Figura 4.5). E observado em comum nos espectros a banda larga em
torno de 3500 cm™ caracteristica de v(O-H) das moléculas de dgua coordenadas e
livres, como foram observados também na estrutura de Raio-X do CuPTPh. Pode-
se observar também que as bandas v(C=N) e v(C=C) aparecem na mesma regiao.
Todos os complexos apresentam as bandas intensas na regido de 1110 e 633 cm™
que sédo caracteristicas dos modos v(CI-O) e §(CI-O) do contra ion perclorato.”
Esses dados indicam que as estruturas no estado sélido dos complexos de Cu?* e

Zn?* sdo similares.
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TABELA 4.2- Tentativa de atribuicdo das bandas dos espectros de infravermelho dos ligantes e dos complexos.

V(O-H) | v(C-H)sp® | v (C=N) v (C=C) v (C-N) vic-o) | (CEO) | foradoplano
3(CI-0) (=C-H)
PTPh — 2064; 2797 1589 14791446 | 1072:1035 — — 763; 689
ZnPTPh | 3551; 3475; | 2970; 2877 | 1636; 1615 1493; 1448 - — 1146; 1118; | 766, 699
3410 1088/ 624
CuPTPh | 3521; 3447; | 2971, 2885 | 1637, 1611 | 1481; 1448 - = 1114; 1117; | 765; 711
3386 1086/ 625
PTB . 2054; 2808 1589 1492; 1446 1115; . - 750; 704
1041
ZnPTB | 3540; 3474; | 2956; 2931; | 1636, 1614 | 1493; 1448 - - 1143; 1119; | 764; 710
3416 2870 1088/ 624
CuPTB | 3556; 3484; | 2065; 2037; | 1646; 1624 | 1501; 1457 . . 1153; 1127; | 772,719
3423 2077 1097/ 633
PTP 3380 | 2949; 2818 1593 1492; 1446 1116; 1049 - 752; 705
1037
ZnPTP | 3415; 3484; | 2969; 2886 | 1636; 1613 | 1502; 1456 . . 1153; 1126, | 766, 712
3556 1094/ 624
CuPTP | 3408; 3483; | 2965; 2937; | 1638; 1617 | 1493; 1449 - - 1146; 1119; | 766, 711
3548 2077 1087/ 624

v= estiramento; & =dobramento. Valores da Tabela em cm™.
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4.1.3- Analise Elementar e Condutividade

A analise elementar dos compostos foi realizada para a obtencéo da
porcentagem de carbono, nitrogénio e hidrogénio das amostras. As quais foram
comparadas com seus Vvalores teoricos. Os resultados obtidos estdo
correlacionados na Tabela 4.3. A partir da tabela observa-se que os valores
obtidos experimentalmente aproximam-se de seus valores tedricos. Como
previsto anteriormente pelas técnicas de difracdo de raio-X e infravermelho, os
compostos apresentam em sua estrutura moléculas de agua coordenadas e livres.
Os complexos CuPTB e ZnPTB apresentaram em sua estrutura duas moléculas de

MeOH, proveniente de suas sinteses.

TABELA 4.3- Valores de anélise elementar e condutividade dos complexos.

%C %H %N Am,
(Tebrico) (Tebrico) (Tebrico) pScm
1/2H,0 (47,79)  (4,40) (8,99) 0,7
[Cu(PTB)(H,0),](ClO),. 46,09 4,82 8,63 146,7 +
MeOH (46,07) (5,28) (8,95) 0,2
[Cu(PTP)(H20),](CIO,), 45,26 4,37 8,64 152,3 +
(44,72) (4,69) (9,31) 0,1
[Zn(PTPh)(H,0);](ClOs),. 45,57 4,45 8,25 149,2 +
2H,0.1/2H,0 (45,58)  (4,69) (8,57) 0,4
[Zn(PTB)(H20).](ClOs),. 45,29 5,07 8,78 151,4 +
MeOH.1/2H,0 (4544)  (5,34) (8,83) 0,6
[Zn(PTP)(H.0),](CIOs),. 42,77 4,75 8,79 1735+
2H,0 (42,57)  (4,98) (8,87) 0,4

Condutividade realizada em metanol
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A condutividade i6nica das solugdes 1 mmol.L? dos complexos em
metanol resultaram em valores dentro da faixa de eletrélito 2:1, de acordo com a
literatura.®8! Esses resultados corroboram com a estrutura de raio-X do complexo
CuPTPh, que contém dois contra-ions percloratos e duas moléculas de agua

coordenadas.

4.1.4- Espectroscopia eletronica na regido do UV-Vis.

Os espectros de UV-Vis dos ligantes e dos complexos de Cu?* em
metanol sdo apresentados nas Figuras 4.6-4.8. Os ligantes PTPh, PTB e PTP
apresentam bandas intensas na regido de maior energia do espectro Amax=245 (&=
16741 M cm?), 264 (e= 4189 M*cm™) e 262 (s= 4297 Mt cm™) nm que séo

caracteristica de transicdes n—n* dos anéis aromaticos.’

1’0 ] —l (€10),
0,30+ S O
\ N Y
0,25 ouzf? Y )
0,20+
242 § 0.15. 644 nm
245
I 0,10+
@)
< 0,9 0,05
0,00+ x x x ;
400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)
—— PTPh
CuPTPh

0,0 1

300 400 500 600
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.6- Espectro de UV-Vis do complexo CuPTPh em metanol.
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FIGURA 4.7- Espectro de UV-Vis do complexo CuPTB em metanol.
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FIGURA 4.8- Espectro de UV-Vis do complexo CuPTP em metanol.
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Nos espectros dos complexos de Cu?*, comparando-se com os dos
ligantes, observa-se o surgimento de um ombro nas regides de 311, 290 e 285 nm
para os complexos CuPTPh, CuPTB e CuPTP respectivamente, que podem ser
atribuidos a transicbes de transferéncia de carga do ligante para o metal
(LMCT).>*® Na regido de menor energia dos espectros dos complexos, é
observado as bandas com baixo coeficiente de extingdo molar atribuido as
transicdes d-d proibidas. A banda d-d do complexo CuPTPh foi observada em
Ama= 644 nm (e=174 M cm™), enquanto os outros dois complexos CuPTB e
CuPTP apresentaram as bandas em Amsx =640 (¢=96 M*cm™) e 640 (¢=90 M
cm?). O maior valor de absortividade molar para o CuPTPh, é possivelmente
devido aos efeitos eletronicos do grupo fenil, comparados com os substituintes n-
butil e n-propanol.

Os espectros de UV-Vis dos complexos de Zn?* (Figura 4.9-4.11)
ndo apresentam transicdes na regido visivel do espectro, visto sua configuracao
d'® com orbitais completamente preenchidos. Seus espectros sdo semelhantes aos
respectivos ligantes, porem os valores de absortividade molar das bandas de
transicdo m—n* diminuiram apds a coordenacdo. A Tabela 4.4 apresenta 0s
valores dos maximos das bandas de absorcao e os valores de absortividade molar

dos complexos e ligantes.
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FIGURA 4.9- Espectro de UV-Vis do complexo ZnPTPh em metanol.

1,0

ZnPTB

260
0,8 1 —| 10,

\N\

0,6 - g é

0,4

Abs

0,2

0,0 - . : . . : :
200 300 400 500 600
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.10- Espectro de UV-Vis do complexo ZnPTB em metanol.
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FIGURA 4.11- Espectro de UV-Vis do complexo ZnPTP em metanol.

TABELA 4.4— Tentativa de atribui¢ao das bandas do espectro de UV-Vis e

valores de absortividade molar dos complexos e ligantes.

LLCT- Amax /nm  LMCT- Amax /nm d-d- Amax /nm

(emax IMtcm?)  (gmax /M1cm?) (gmax /Mt cm?)
CuPTPh 242 (20757) 311 (ombro) 644 (174,0)
CuPTB 261 (6083,02) 290 (ombro) 640 (96,34)
CuPTP 260 (3427,7) 285 (ombro) 640 (90,14)

ZnPTPh 245 (14374) : ;
ZnPTB 260 (2785,8) - -
ZnPTP 260 (3427) - -

PTPh 245 (16741) - -
PTB 264 (4189,1) - -
PTP 262 (4297) - -

Todas as medidas foram realizadas em MeOH
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4.1.5- Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR).

As medidas de espectroscopia EPR dos complexos de Cu?* foram
realizadas para obter informac6es sobre a geometria em torno do centro metalico
dos trés complexos e o comportamento em solugdo. As anélises de EPR foram
realizados em solucé@o de metanol em temperatura ambiente (293K) e congelado
(77K) sobre nitrogénio liquido (Figura 4.12).

Observa-se que os espectros dos complexos sdo semelhantes tanto
em solugéo quanto congelados, indicando que os trés complexos assumem mesma
geometria nessas condicdes. Os espectros de EPR exibem o padrdo de quatro
linhas caracteristicas de complexos de Cu?* o qual é resultante do acoplamento
hiperfino do spin do elétron de Cu?* com o spin nuclear 1=3/2 dos is6topos Cu®/6®

(100% abundéancia natural).

CuPTP CuPTP
CuPTPh
CuPTPh
CuPTB
CuPTB
298 K 77K
2800 2000 3000 3100 3200 3300 3400 3500 2500 2600 2700 2800 2900 3000 3100 3200 3300 3400
Campo Magnético (gauss) Campo Magnético (gauss)

FIGURA 4.12- Espectros de EPR dos complexos de Cu?* em metanol em
temperatura ambiente 298 K (esquerda) e em N liquido 77 K (direita).

Os espetros simulados do complexo CuPTP e da primeira derivada
foram obtidos usando o programa Qpow (Figura 4.13). A primeira derivada do

espectro permite uma melhor visualizagédo das linhas super-hiperfinas, as quais
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originam-se a partir do elétron ndo emparelhado do Cu?* com os atomos de
nitrogénio ligados.

As simulagGes fornecem o0s pardmetros espectrais que Sao g
=2,2505; gx = 2,0420 e gy = 2,0780. Observa-se maiores valores de g, que gxe gy,
indicando que os complexos sdo pentacoordenados, com a geometria piramide de
base quadrada em torno do metal 828 QOs valores médios de g da solugdo
congelada sdo g=2.1235 que corresponde ao parametro g em solucéo (g=2,1248),
portanto, confirmam que os complexos sdo mondmeros tanto a 77 K quanto a

temperatura ambiente em solucdo de metanol.

T =77 kelvin

[ 1st derivative

2600 2800 3000 3200 3400
Campo Magnetico (Gauss)

FIGURA 4.13- Espectro de EPR e primeira derivada do complexo CuPTP
(preto) em metanol, medidos em temperatura de nitrogénio liquido (77 K). As

linhas vermelhas séo simulacdes usando 3 nitrogénios ligados ao ion Cu?*.

Complexos de Cu?* tém configuracdo d° causando a degenerescéncia
dos orbitais moleculares de fronteira dominados pelos orbitais d do metal. Essa
degeneracdo promove uma distorcédo estrutural Jahn Teller nas simetrias, assim,

complexos de Cu?* sdo frequentemente pentacoordenados.®* Além disso, como
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observado na estrutura cristalina do CuPTPh (Figura 4.2), os grupos volumosos
fenil do ligante (ligado ao triazol e a pirrolidina) impedem a formacédo de uma

estrutura com geometria octaédrica.

4.1.6- Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica de RMN fornece informacdes valiosas acerca da
coordenacao de ligantes a metais diamagnéticos, como no caso dos complexos de
Zn?*, Os espectros dos ligantes e complexos foram registrados em acetona-ds e as
atribuicdes dos sinais dos protons e carbonos foram realizados com base nos
espectros DEPT 135 e nos bidimensionais COSY, HMBC e HSQC. Neste topico,
serdo apresentados os espectros de RMN tH dos complexos comparados com seus
respectivos ligantes e RMN *3C (com o DEPT 135) dos complexos, todos com as
atribuicdes dos sinais. Os espectros de RMN 3C dos ligantes e bidimensionais
podem ser consultados no Apéndice (Fig. Apéndice 10-31).

Um sinal caracteristico nos espectros de RMN !H dos ligantes é
correspondente ao préton do carbono quiral da pirrolidina que aparece como um
duplo dubleto em &= 4,20 ppm no espectro do composto precursor (4) (Fig.
Apéndice 7) e aparecem nos espectros dos trés ligantes e complexos. Partindo-se
deste iniciou-se as atribuicdes dos demais sinais.

No espectro de RMN *H do complexo ZnPTPh (Figura 4.14) o sinal
com maior deslocamento quimico é atribuido ao préton 6 (5= 8,54 ppm, s) do anel
triazol que desloca para 9,0 ppm apos a coordenacdo. Os sinais 8,9, 10 e 11 da
pirrolidina também deslocam para regides mais desblindadas do espectro. Todos
0s protons da pirrolidina apresentam valores de deslocamento quimico diferentes,
como pode ser observado nos espectros. No anel piridinico, os prétons 14 e 15
sdo os que sofrem maior influéncia pela coordenacdo ao metal, e deslocam para
regido mais desblindadas.

Os sinais que sofrem um menor deslocamento (ou ndo deslocam)

apos a coordenacdo sdo sinais dos aromaticos que estdo mais distantes do centro
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metalico. Na regido de 5= 4,5 ppm observa-se um sinal largo com integral para 9
prétons (que encobre o sinal 12), o qual é atribuido a duas moléculas de agua
coordenadas (como na estrutura cristalina do complexo CuPTPh) e duas

moléculas ligadas por pontes de hidrogénio.
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— N
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FIGURA 4.14- RMN *H do ligante PTPh e do complexo ZnPTPh.

A andlise dos espectros de RMN 13C e DEPT 135 (Figura 4.15)
confirmam a estrutura proposta do complexo ZnPTPh. O espectro DEPT 135

evidencia os sinais dos carbonos CH, CH, e CHs;. Pode-se observar os 4 sinais
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para baixo, referente aos quatro carbonos CH, do complexo ZnPTPh. O sinal em
6=30 ppm do CH; esta bem préximo ao sinal do solvente (Acetona). O sinal do
carbono mais desblindado do espectro ndo apresenta correlagdéo com nenhum sinal
de hidrogénio, como pode ser observado pelo HMBC (Fig. Apéndice 27) e o
DEPT 135, indicando que este € um carbono quaternario. No HMBC, ha uma
correlagdo entre os prétons 12 e o carbono 13, confirmando que este sinal é
referente ao carbono 13 da piridina. Na regido dos aromaticos, 0s sinais mais
desblindados sdo referentes aos carbonos 13,17 e 15 da piridina, seguido dos

carbonos 5 triazol e 4 do substituinte fenil.

DEPT 135
CH CH CSH
17 15
CH,
My
RMN 13C | CHZ CH St
17 | CHZ CHZ
| 12 Ll
13 1‘55 78 i
| \'|4
1‘60 ‘ 1‘40 ' liﬂ ‘ 1I00 ‘ é() 60 ‘ 4'-0 ‘ iU

ppm O :

FIGURA 4.15- RMN 3C e DEPT 135 do complexo ZnPTPh.

No espectro do ligante PTB (Figura 4.16) observa-se que o singleto
em & =7,71 referente ao proton 6 do anel triazol (s, 1H), desloca para 6 =8,30
ppm no espectro do complexo ZnPTB. Observa-se que no ligante o sinal mais
desblindado € referente ao préton 17 do anel piridinico, ap6s a coordenagédo esse
sinal desloca para uma regido mais blindada no espectro do ZnPTB. Os sinais 14

e 15 ficam mais blindados. Os sinais do grupo n-butil foram observados em &
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=0,86 (3H, t), 1,31 (2H, m), 1,57 (2H, m) e 2,63 (2H, t) ppm. Estes sinais sofrem
um menor deslocamento apds a coordenacdo devido a distancia destes ao sitio

metalico.

20 9 _‘ (ClOy),
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19,23 -
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g g 8 g8y gey & 4
- ] - R i~ 1 -
6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3%| 25 20 15 1.0 0.5 0.0
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ZnPTB .
Aromaticos
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N ATRE g
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FIGURA 4.16- RMN *H do ligante PTB e do complexo ZnPTB.

No espectro RMN 3C e DEPT 135 do complexo ZnPTB (Figura
4.17) observa-se que o sinal referente ao CH3 do substituinte n-butil aparece na

regido dos sinais alifaticos, sendo o mais blindado do espectro. Trés sinais
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adicionais CH, foram observados, comparado com o espectro RMN 3C do

ZnPTPh, que sdo referentes ao grupo n-butil.

DEPT 135 s ' =1

RMN 13C

s s ., o
5l “T ’ 78 1 ! |2 ‘l 3 | Mo o
I I —— | I L

1732730 28 26 24 22

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 I0CUU200UTe
ppm

FIGURA 4.17- RMN 3C e DEPT 135 do complexo ZnPTB.

A estrutura do ligante PTP é evidenciada pelos sinais do grupo n-
propanol no espectro de RMN *H (Figura 4.18) que aparecem em & =3.54 (t, J=
6.4 Hz, 2H), 1.80 (m, 3H) e 2.72 (t, J= 7.5 Hz, 2H) ppm para os prétons 1,2 e 3.
O sinal largo em 6= 3,7 ppm é atribuido ao proton do grupo OH, como pode ser
observado no espectro HSQC (Fig. Apéndice 30), esse sinal ndo tem correlacéo
com carbono. Seguindo a tendéncia dos outros complexos, os sinais da piridina,
triazol e pirrolidina também deslocam para regides mais desblindadas, porém os
sinais 1,2 e 3 mais distantes do metal sofrem um menor deslocamento apos a
coordenacdo. No entanto, o préton do grupo OH desloca de 6= 2,90 (s, 1H) para
0= 3,78 (s, 1H), que pode ser devido a interacdo com as moléculas de agua
coordenadas.

No espectro de RMN 3C (Figura 4.19) observa-se os sete sinais dos
grupos CH; da molécula. Os sinais 1 e 10 apresentam-se sobrepostos em & =60,0

ppm, como indica 0 HSQC (Fig. Apéndice 30). Assim como no complexo ZnPTB,
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nos espectros de RMN 3C do complexo ZnPTP os sinais mais desblindados séo

referentes aos carbonos 12 e 4 da piridina e do triazol, respectivamente.
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FIGURA 4.18- RMN *H do ligante PTP e do complexo ZnPTP.
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DEPT 135
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ppm
FIGURA 4.19- RMN C e DEPT 135 do complexo ZnPTP.

Nos espectros dos trés complexos é observado o sinal do metanol
proveniente das sinteses. As moléculas de agua coordenadas aparecem na mesma
regido nos espectros dos complexos, indicando que 0s compostos tém a mesma
influéncia sobre a molécula de 4gua coordenada.

Desta forma, o deslocamento dos sinais dos trés complexos com
relacdo aos ligantes evidencia que ocorreu a coordenacéo dos ligantes tridentados
ao Zn?*. A esfera de coordenacédo é completada com duas moléculas de agua para
a obtencdo dos complexos pentacoordenados. Esses dados corroboram com as
analises de infravermelho (que indicam uma semelhanca dos complexos de Zn?*

aos de Cu?* pentacoordenados) e os resultados de analise elementar.

4.1.7- Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica das solucdes Immol.L* dos complexos de Cu?*

contendo PTBA 0,1 mol.L* foram realizadas em metanol e sob atmosfera de
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argonio para se obter os voltamogramas que estéo ilustrados na Figura 4.20. Os
complexos apresentam o processo do par redox Cu?** com Ey, =0,16; 0,14 € 0,12
V vs Ag/AgCl (3,5M) para os complexos CuPTP, CuPTB e CuPTPh,

respectivamente.

E,,=012V E,,=014V
54
<
e . ;.0_
-5 4
_5.. |
- CuPTPh : ' ' —'CuP"I'B
02 0:0 0,2 04 06 -04 -02 00 02 04 06
E/V vs. AgIAgCI E/ V vs. Ag/AgCI
E,,=0,16 V
5 -
< 9
3
_5..
o CuPTP
-10 :

04 02 00 02 04 06
E/ V vs. Ag/AgCI

FIGURA 4.20- Voltametria ciclica da solugdo 1mmol.L* dos complexos
CUuPTPh, CuPTB e CuPTP em metanol contendo PTBA 0,1 mol.L™*. VVelocidade

de varredura=100mV/s.
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Variando-se a velocidade de varredura da solugdo do complexo
CuPTPh, foram obtidos os voltamogramas da Figura 4.21. Com esses valores foi
plotado o gréafico das correntes de pico (lp) versus v, onde foi observado um
comportamento linear para as correntes anddicas e catddicas. O aumento das
correntes de pico com a raiz quadrada da velocidade de varredura é indicado pela
equacdo de Randles-Sevcik que a reacdo eletroquimica ocorre por difuséo, e
indica também um comportamento reversivel.®® Essa tendéncia foi observada

nos trés complexos (Fig. Apéndice 2 e 3).

ip=(2,69 x 10%)n¥2 AD¥2Cy!2 Equagéo (7)
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FIGURA 4.21- Voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura
para o eletrodo de carbono vitreo na presenca do ion complexo CuPTPh

(esquerda) e grafico de i, versus v¥2 (direita).

O comportamento reversivel desses complexos ocorre devido ao
ambiente de ligacdo “NNN” tridentado, que promove mais estabilidade ao centro
metélico e mobilidade da molécula em mudar de geometria quando reduzido para

Cu*.* Esse comportamento é importante para aplicacdo dos complexos em
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catalises envolvendo transferéncias de elétrons, visto que sistemas irreversiveis
podem levar a formagéo de diferentes compostos.®’

Os valores de E;, dos complexos na regido positiva, sugerem que
estes compostos quando reduzidos para Cu® sdo relativamente estaveis na
presenca de O, e mais seletivos para a reducdo do nitrito, comparados aos
complexos com potencial de reducédo na regido negativa.®3’

Os complexos de Zn?* ndo apresentaram processos redox do centro
metalico na faixa eletroguimica estudada, portanto, seus voltamogramas
apresentam somente 0S mesmos processos que ocorrem nos ligantes livres, com

pequenas alteracdes (Fig. Apéndice 32).

4.1.8- Espectrometria de Massas

Os trés ligantes e os complexos de Cu?* e Zn?* foram caracterizados
por espectrometria de massas de alta resolu¢do (HRMS). Os valores obtidos das
fragmentacdes apresentaram erros abaixo de 4,02 ppm. A Tabela 4.5 descreve 0s
valores calculados e encontrados com a devida atribuicao.

Os ligantes neutros foram ionizados pelo método de ionizacdo
quimica com metano. Os espectros estdo ilustrados nas Figuras 4.22 — 4.24. A
massa dos ligantes PTPh, PTB e PTP foram encontradas para [MH]" e observa-se
nos espectros 0s picos em m/z 472,2520; 452,2809 e 454,2607 atribuidos ao ion

molecular de cada composto, respectivamente.
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TABELA 4.5- Fragmentos de massas para os ligantes e complexos.

Composto | Calculado, Experimental, Erro, Atribuicao
m/z m/z ppm

PTPh 472.2501 472.2520 4,02 [PTPh+H]*
PTB 452.2814 452.2809 1,11 [PTB+H]*
PTP 454.2606 454.2607 0,22 [PTP+H]"*
CuPTPh 534.1718 534.1719 0,18 [CUPTPh]*
CuPTB 613.1517 613.1519 0,32 [PTBCu]*
CuPTP 516.1824 516.1824 0 [PTPCu]*
ZnPTPh 634,1200 634,1193 1,10 [ZNnPTPhCIO,]"
ZnPTB 614,1513 614,1517 0,65 [ZnPTBCIO4]*
ZnPTP — — — —

(i iy vl VW OVY GRS W S ——
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FIGURA 4.22- Espectro de massas do ligante PTPh.
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FIGURA 4.23- Espectro de massas do ligante PTB.
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FIGURA 4.24- Espectro de massas do ligante PTP.

61



Millena Pereira Ferreira Resultados e Discussao

Para os complexos utilizou-se a técnica de ionizacdo eletrospray
(ESI). Os picos relativos a razdo m/z dos complexos de cobre foram encontrados
com baixa intensidade. Os espectros (e a expansao da regido relativa a razédo m/z
dos complexos) sao ilustrados nas Figuras 4.25-4.27. Foi observado que o0s
complexos de cobre duplamente carregados, foram reduzidos para as espécies
unicamente carregadas [Cu(PTPh)]*, [Cu(PTB)]* e [Cu(PTP)]". Esse processo de
reducdo de carga é comum para cations metalicos gasosos carregados sob as
condicdes do ESI.®

A Figura 4.28 e 4.29. apresentam 0s espectros de massas dos
complexos ZnPTPh e ZnPTB. Estes tambem foram encontrados como especies
unicamente carregadas, devido a coordenacdo com um anion perclorato
[ZNPTPhCIO4]* e [ZnPTBCIO,]" que contribui com uma carga negativa, tornado
a carga total do complexos +1. Assim como nos complexos de cobre, nos
compostos de zinco também foram observados que na fase gasosa ocorre a perda

das duas moléculas de agua na esfera de coordenacéo.
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FIGURA 4.25-Espectro de massas do complexo CuPTPh.
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FIGURA 4.26- Espectro de massas do complexo CuPTB.
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FIGURA 4.27- Espectro de massas do complexo CuPTP.
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FIGURA 4.28- Espectro de massas do complexo ZnPTPh.
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FIGURA 4.29- Espectro de massas do complexo ZnPTB.

Portanto, a espectrometria de massa confirma as estruturas propostas
para os ligantes e suas coordenacdes ao centro metalico de zinco e cobre. Os

valores de erro (Tabela 4.5) confirmam as atribuicOes realizadas.
4.2- Atividade mimética nitrito redutase dos complexos de Cu?*

Nos estudos de atividade mimética dos complexos foram avaliados
inicialmente a coordenacdo do nitrito e a influéncia da adicdo do &cido nas

solugdes. Em seguida foram realizados os ensaios de catdlise quimica e
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eletroquimica, para finalmente propor um mecanismo de reducéo de nitrito pelos

complexos de cobre deste trabalho.

4.2.1- Coordenacéao do nitrito

A primeira etapa do ciclo catalitico da CuNiR é a coordenacdo do
substrato, logo € muito importante que este coordene ao sitio metalico para que
ocorra a reacdo. A coordenacéo do nitrito aos complexos de cobre foi evidenciada
pelas técnicas UV-Vis, infravermelho, condutividade ibnica e EPR.

Os complexos de Cu?" quando solubilizados em metanol
apresentaram coloracgédo azul e a adicdo de 1 equivalente de NaNO; causou uma

rapida mudanca de cor da solugéo para verde escuro como pode ser observado na

Figura 4.30.
- il e
\
‘ .y -
!

CuPTPh CuPTPh + NO,

FIGURA 4.30- Foto das solu¢des do CuPTPh com e sem o nitrito.

A titulacdo de uma solucédo 1,2 mM do CuPTPh (u=0,1 mol.L*
PTBA) com uma solucéo de nitrito é apresentada na Figura 4.31. No espectro de
UV-Vis observa-se que a banda de transi¢do d-d em 644 nm do CuPTPh desloca-
se para 580 nm, esse deslocamento para regides de maior energia ocorre devido a
coordenacdo do ligante NO, de campo mais forte, que causa um maior
desdobramento do campo cristalino. Além disso, observa-se também o
surgimento de uma banda em 373 nm que pode ser atribuida a banda de
transferéncia de carga do metal para o ligante (MLCT) nitrito de acordo com

relatos semelhantes na literatura.*® Quando a concentragdo do nitrito alcanga 1,2
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mM os valores de absorbancia permanecem praticamente inalteradas, indicando
que a coordenacéo do nitrito aos complexos de cobre ocorre em uma proporgao
1:1, de acordo com a Equacéo (8). As pequenas varia¢es na absorbancia apos a
[NO, ]>1.2 mM é devido ao NO, livre que absorve fracamente em Amsx =352 nm
(e=26 M cm™) em solugdo de metanol.*® A banda d-d dos complexos CuPTB e
CuPTP seguem a mesma tendéncia e também deslocam para 580 nm apos a adicéo
de NO, (Fig. Apéndice-33).

[Cu(PTPh)(H0),]** + NO; — [Cu(PTPh)(NO,)]*+ 2H,O  Equacéo (8)

1,1
1,0' .......
0,91 o
€ 038 ] .
1,0' c |
™ 0,74 1
& 06 " :
8 05] u .
< o4 ™® \
a8 03] ™= |
< 02{ ® .
05 00 04 08 12 16 20
x10™ mol. L~
! [NO,] (1x10° mol. L)
0,0 -

400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)
FIGURA 4.31-Mudancas espectrais durante a titulagdo do complexo CuPTPh
1,2 mM (u=0,1 mol.Lt PTBA) com nitrito em metanol. Gréfico da concentragéao

do nitrito vs absorbancia em 373nm.

A condutividade i6nica de uma solucdo 1mM dos complexos em
metanol também indicam a presenca de um eletrélito 1:1 com os valores de Am=
880 + 04; 827+ 08 e 885+ 0,6 uS cm? para os complexos
[Cu(PTPh)(NO2)](CIO.), [Cu(PTB)(NO2)](CIO4) e [Cu(PTP)(NO2)](ClO,),

respectivamente.
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As solugdes dos complexos de cobre contendo 1 equivalente de
NaNO, foram secas e lavadas com agua para que fossem feitas as caracterizagdes
no estado solido.

Uma das técnicas que pode ser muito util para distinguir entre 0s
possiveis modos de coordenacdo do NO, é a espectroscopia na regido do
infravermelho. Cada modo de coordenacdo apresenta uma banda em regido
caracteristica. A coordenacdo do ion nitrito pode ocorrer por trés possiveis modos

de coordenacdo, 0s quais s@o 0s mais comuns estdo ilustrados na Figura 4.32.

i
C}Q.I}.I .0 o _N
I \ 7
M M M
x'-NO, k!-ONO k>~ONO

FIGURA 4.32- Modos mais comuns de coordenacéo do nitrito.

Nos nitro complexos a coordenacdo acontece pelo nitrogénio (x!-
NO,)® e as bandas dos modos de vibragdo v{(NO2) e vass(NO,) aparecem no
espectro em 1470-1370 e 1340-1320 cm'?, respectivamente. Quando coordenado
por um dos atomos de oxigénio (x*-ONO),*® o grupo nitrito apresenta bandas de
vibragdes em regides mais separadas de v(N=0) e v(NO), em 1485-1400 e 1110-
1050 cm?, respectivamente. Quando o grupo nitrito é quelante (k>-ONQ)90-92
0s modos vibracionais de v(N=0) e v(NO) deslocam para menor e maiores
frequéncias respectivamente, com relagdo aos do complexo unidentado. Essa
separacdo fica menor que aquelas dos complexos unidentados e as bandas
aparecem em regides intermedidrias.®® O trabalho publicado por LEHNERT et al.
(2007)** apresenta a estrutura cristalina de complexos de Cu?* com nitrito
coordenado no modo de coordenagio k>-ONO. No espectro de infravermelho esse

composto apresenta bandas em 1287 e 1197 cm™, que séo caracterizadas como
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vs(N-O) e vass(N-O), respectivamente. Outro trabalho publicado por CHUANG et
al. (2018)% atribui as bandas de vas € vs (N-O) em 1265 e 1209 cm™,
respectivamente.

Os espectros obtidos para o complexo CuPTB antes e apds a
coordenacdo com o nitrito é apresentado na Figura 4.33. A comparacdo dos
espectros dos trés complexos com nitrito coordenado é apresentado na Figura
4.34.

1270 cm™
vs(N-O)

[Cu(PTB)(NO,I(CIO,)
[Cu(PTB)(H,0),(CIO,),

I I I I I I I
1800 1600 1400 1200 1000 800 600
NGmero de Onda (cm™)

FIGURA 4.33- Espectros de infravermelho dos complexos de CuPTB (verde) e
CuPTB + NO, (preto), em pastilha de KBr.
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1270
v(N-O) —— [Cu(PTPh)NO,]CIO,

—— [Cu(PTB)NO,ICIO,
—— [Cu(PTP)NO,]CIO,

1600 1400 1200 1000 800 600
NGmero de Onda (cm™)
FIGURA 4.34- Espectros de infravermelho dos complexos CuPTPh, CuPTB e

CuPTP com nitrito coordenado, em pastilha de KBr.

Apbs a coordenacdo do nitrito aos complexos, pode-se observar o
surgimento de uma nova banda intensa em 1270 cm™ comum aos trés espectros.
Esta banda pode ser atribuida ao vs(N-O) e modo de coordenacdo bidentado do
nitrito, de acordo com os relatos da literatura citados acima. A banda de vass(N-O)
pode estar encoberta pela banda larga de vs(CI-O) do perclorato. O espectro do
NaNO:; livre apresenta a banda de vs(N-O) em 1293 cm™.7

A anélise dos espectros de EPR das solu¢bes dos complexos em
metanol com a adicdo de lequivalente de NaNO, corroboram com os dados
anteriores (Figura 4.35). Comparando-se 0s parametros go € A dos espectros
obtidos em temperatura ambiente (298 K) dos aquo complexos (go=2,1248 e A¢=
60,20) com 0s espectros apos a coordenacdo do nitrito, observa-se que o0s valores
mudaram para go=2,1060 e A= 82,77. Na Tabela 4.6 (no topico seguinte) estdo
descritos 0s parametros espectroscopicos em temperatura ambiente e temperatura

de N liquido.
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[Cu(PTP)(NO,)](CIO,)

[Cu(PTPh)(NO,)](CIO,)

[Cu(PTB)(NO,I(CIO,)
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T
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[Cu(PTP)(NO,)I(CIO,)

[Cu(PTPh)(NO,)](CIO,)

[Cu(PTB)(NO,)]I(CIO,)

77K
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FIGURA 4.35- Espectros de EPR dos complexos CuPTPh, CuPTB e CuPTP
com NO;™ coordenado em metanol em temperatura ambiente 298 K (esquerda)
de N liquido 77 K (direita).

Nos complexos com nitrito coordenado observa-se a formacao de

linhas super-hiperfinas mais bem definidas devido a substituicdo de duas

moléculas de agua por NO; bidentado. O espectro experimental e sua primeira

derivada (Figura 4.36), sdo semelhantes com o espectro tedrico e indicam que o

ambiente de ligacdo em torno do Cu?* estd com 3 nitrogénios coordenados. Esse

resultado corrobora com as analises dos espectros de infravermelho, indicando

que o nitrito se coordena pelos oxigénios.
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| [Cu(PTP)(NO,)](CIO,) i

T =77 kelvin

j\r/\r/\/\m

2600 2800 3000 3200 3400
Campo Magnético (Gauss)

FIGURA 4.36- Espectro de EPR e primeira derivada do complexo
[Cu(PTP)(NO2)](CIQ,) (preto) em metanol, medidos em temperatura de
nitrogénio liquido (77 K). As linhas vermelhas sdo simulagdes usando 3

nitrogénios ligados ao fon Cu?*,

As anélises em solucéo e no estado sélido indicam que as moléculas
de &gua coordenadas sao facilmente substituidas pelo ion NO, em solucdo de
metanol. Desta forma, sugere-se que assim como na enzima CuNiR?, o substrato
NO;, coordena-se aos complexos de CuPTPh, CuPTB e CuPTP no modo
bidentado.

4.2.2 Influéncia da adicéo de &cido benzoico

Uma das condi¢fes necessarias para que a reacdo catalitica ocorra é

a adicdo de acido. Neste trabalho foi utilizado o acido benzoico como doador de
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préton, devido este ser empregado em trabalhos semelhantes de reducdo do
nitrito.*%

Primeiramente, foi avaliado por espectroscopia de UV-Vis a
estabilidade dos complexos na presenca de &cido benzdico. Foi observado que a
adicdo de até 100 equivalentes do acido ndo causou deslocamento significativo da
banda d-d dos complexos, como ilustrado na Figura 4.37. A diminuicdo da

intensidade da banda ocorre devido ao efeito de diluicéo.

0,20
—— CuPTPh
——— CuPTPh + 100 eq. de H*
0,151
8
< 0,10 -
0,05 -
0,00

400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.37- Espectro de UV-Vis do complexo CuPTPh e na presenca de 100

eg. de &cido benzoico, na regido de 400-800nm.

Posteriormente foi observado o comportamento dos complexos com
NO;™ coordenado na presenca do &cido. A adicdo de &cido benzdico causa uma
rapida mudanca na cor da solucdo verde para verde claro. No espectro de UV-Vis
(Figura 4.38) observa-se que a adicdo de 1 eq. de &cido benzdico na solucdo do
complexo [Cu(PTPh)(NO2)]" causa uma diminuicdo de 34% da intensidade da
banda em 373 nm. Um excesso maior de &cido benzdico (100 eg.) resulta em uma
diminui¢do mais acentuada da banda. Porém, ndo é observado nenhuma mudanca
significativa na banda de transicdo d-d do complexo [Cu(PTPh)(NO2)]".
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FIGURA 4.38—- Mudanca espectral do complexo CuPTPh, com adicao de 1 eq.

de nitrito, 1 e 100 eq. de acido benzdico. O gréafico a direita é uma expansao da

regido de 400-800 nm.

Apos a adicdo de acido benzoico, observa-se que na banda em 373

nm ocorre o surgimento de bandas finas, caracteristicas de HONO livre. Essas

bandas poderiam indicar que o acido benzdico estaria substituindo o nitrito no

complexo. Entéo, a substituicdo do substrato causaria uma inibicdo da atividade

catalitica dos complexos. No entanto, o espectro de infravermelho foi registrado

para 0 complexo [CuPTPh(NO2)](ClO,) na presenca de &cido benzdico. A

comparacédo com o complexo [Cu(PTPh)(NO,)](ClO,) € mostrado na Figura 4.39.

Observa-se o surgimento de bandas em 1383 cm™ e 1558 cm™, que correspondem

a vass COO™e v COO™ respectivamente, de benzoato idnico, sugerindo apenas uma

troca de contra-ion.” Associado a isso, a auséncia de deslocamento na banda d-d

(Figura 4.38), indicam que o acido benzdico ndo substitui o nitrito coordenado ao

complexo de cobre.
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—— [Cu(PTPh)(NO,)](CIO,) + acido benzdico

— [Cu(PTPh)(NO,)1(CIO,)
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FIGURA 4.39- Infravermelho do complexo CuPTPh com nitrito, e apés adi¢édo

de acido benzdico.

Considerando que o HONO tem um pK,= 3,15 e que 0 acido
benzoico tem um pK,= 4,2% a reacdo 4cido-base seria favorecida em direcdo ao
acido benzoico protonado. Uma diferenca maior entre os valores de pK, ocorre
com a coordenacdo do acido nitroso. Espera-se que o &cido nitroso coordenado
tenha um pK, menor que 3,15 devido a influéncia eletrostatica dos centros M?* na
acidificacédo de pequenas unidades HX coordenadas. Na literatura é relatado que
o valor de pK, do acido nitroso coordenado pelo N em complexos de ruténio®’ foi
de -0,80. Com este valor de pK,; 30% do &cido nitroso coordenado estaria
protonado a 100 equivalentes de acido benzoico. Portanto a adi¢do de um excesso
de &cido benzdico desloca o equilibrio para a protonacao do nitrito, o qual pode
estar em equilibrio com as espécies de HONO livre e coordenada. O surgimento
das bandas finas ocorre devido ao equilibrio acido base das espécies em solugédo

como ilustrado na Figura 4.40.
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FIGURA 4.40- Esquema da protonacao do nitrito coordenado e o equilibrio

entre as espécies em solucao.

A mudanca espectral causada com a adicdo de acido benzoico
também pode estar associada a uma mudanca no modo de coordenacao do nitrito
quelato k¥?>-ONO para um modo k-NOOH (Figura 4.40).

A espectroscopia de EPR foi realizada para verificar se a mudanca
no modo de coordenagdo ocorre. Nas Figuras 4.41 e 4.42 sdo comparados 0S
espectros dos complexos na auséncia e na presenca do nitrito, e com a adicao de
acido benzoico, todos os espectros foram registrados em metanol, em temperatura
ambiente (296 K) e congelados sobre nitrogénio liquido (77 K).

Os espectros registrados em temperatura ambiente (298K)
apresentaram comportamentos semelhantes e também sdo parecidos com 0s
espectros dos complexos com nitrito coordenado. Como observado anteriormente,
a adicdo de nitrito causa uma mudanca nos espectros, nos parametros go e das
constantes hiperfinas A, com a adicdo de 1 equivalente de acido benzoico, na
solucdo dos complexos com nitrito coordenado, os parametros g e A ndo sofreram
mudancas significativas como pode ser observado na Tabela 4.6.

Quando congelado em nitrogénio liquido a 77K, a adicdo de acido
benzoico na solucdo do complexo [Cu(PTP)(NO2)](CIO,) causou um alargamento
dos sinais devido a formacdo de aglomerados na presenca de nitrito e acido,
provavelmente devido ao grupo hidroxila do ligante PTP. Os outros dois
complexos, no entanto, CuPTPh e CuPTB apresentaram-se semelhantes aos

nitrito-complexos correspondentes.

77



Millena Pereira Ferreira Resultados e Discussao
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FIGURA 4.41- Comparacéo dos espectros de EPR dos complexos de cobre

antes (A) e depois da adic¢éo de nitrito (B) e acido benzoico (C).
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FIGURA 4.42— Espectro de EPR dos complexos de cobre antes (A) e depois da
adicéo de nitrito (B) e &cido benzdico (C).
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Apesar da semelhanca entre os espectros dos complexos com nitrito
coordenado, na auséncia e na presenca de acido benzobico, foram observadas
algumas diferencas entre eles nas linhas super-hiperfinas. A 12 derivada dos
espectros de EPR experimentais do complexo CuPTB na auséncia e na presenca
do nitrito, e com adicdo de acido benzéico (Figura 4.43) foram comparados com
0s espectros simulados para um ambiente de coordenacdo com 3 e 4 nitrogénios.
A subtracdo entre os espectros simulados e experimental para 0 complexo
[Cu(PTB)(NO2)]" na presenca e auséncia do acido benzoico sdo mostrados em
(b%) e (¢”), respectivamente. A melhor simulagdo deve ser aquela que resulta em
uma linha mais préxima de uma linha plana ou com menos ruido apos a subtracéo
entre os espectros de simulacdo e experimental. Desta forma, os complexos
[Cu(PTB)(H20)2]** e [Cu(PTB)(NO,)]* exibem uma maior similaridade com a
simulacdo com 3 ligantes N, como foi dito anteriormente. Quando acido benzdico
é adicionado, uma maior similaridade é observada com o espectro simulado para
4 N coordenados. Isto indica a isomerizagdo do ligante nitrito, o qual muda seu

modo de coordenacéo de k?>-ONO para k!-NO; na presenca de acido.
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FIGURA 4.43- Primeira derivada dos espectros de EPR do complexo CuPTB
sobre temperatura ambiente (296K) antes (a) e depois (b) da adi¢ao de nitrito de
sodio e com a adicdo de &cido benzoico (c) comparagfes com as simulag¢bes do

meio de coordenacdo com 3 (linha azul) e 4 (linha vermelha) nitrogénios
coordenados. Subtracdo entre os espectros simulados e experimental para o
complexo [Cu(PTB)(NO>)]* na presenca e auséncia do acido benzédico sédo

mostrados em (b’) e (¢’), respectivamente.
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TABELA 4.6- Parametros de EPR dos complexos [Cu(PTB)(H20).]*",

[Cu(PTB)(NO2)]*, [Cu(PTB)(HNO2)]" em solucdo de metanol em 296 e 77K.
Compostos 296 K 77K

do A dolxyz] | Alxyz]

2.0420 8.81

[Cu(PTB)(H20)2](ClOs), 2.1248 60,20 | 2.0780 19.0

2.2505 171.0

20550 | 217
[Cu(PTB)(NO2)](CIO,) 21060 | 8277 | 2.0520 | 21.8
22340 | 181.9
20550 | 21.0
[Cu(PTB)(NO;H)](CIOs) | 2.1079 | 80.15 | 2.0520 | 21.0
22350 | 181.9

Os valores Ac,0 estdo em gauss.

Esse comportamento da mudanca do modo de coordenacao do nitrito
foi proposto para 0 mecanismo da enzima nitrito redutase envolvendo calculos

DFT, 9249 e complexos miméticos.?’

4.2.3- Reducao dos complexos de Cu?* com ascorbato de sédio.

Na enzima CuNIiR a reacédo de reducdo do nitrito ocorre pela reducéo
de 1 elétron, proveniente do sitio T1Cu para o sitio T2Cu. No caso dos complexos
de Cu?* a reducdo para pode ser feita com o ascorbato de sddio que atua como
doador de elétrons. Foi observado por espectroscopia de UV-Vis que a adi¢éo de
1 equivalente de ascorbato de sddio (solubilizado em metanol) a uma solucéo de
CuPTPh em metanol, sob atmosfera inerte, causa o desaparecimento da banda de
transicdo d-d em 644 nm (Figura 4.44A). A solugdo muda de cor azul para
amarelo. Esses dados sdo consistentes com a reducdo de 1 elétron do Cu®* no

complexo CuPTPh, indicando que esses complexos podem ser facilmente
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reduzidos na presenca de ascorbato de sédio (Equacédo 9). A diminuigéo da banda
é estavel em até 40 min sob argbnio sem que ocorra um aumento significativo na
absorcéo, no entanto a adicdo de 1 equivalente de nitrito de sodio e 2 equivalentes
de acido benzdico causa um rapido aumento na intensidade da banda, indicando
a reoxidacéo para o Cu?* (Figura 4.44A e Equagcdo 10).

. Asc

[Cu(PTPh)(H,0),]? [Cu(PTPh)(H,0),]* Equagdo (9)

NO, +2H* NO+H,0
[Cu(PTPh)(H,0),]* N/ [Cu(PTPh)(L),]**  Equagdo (10)

1,0 1,0
A —— CuPTPh

—— CuPTPh + Asc
0,84 —— CuPTPh + Asc + NaNO, + H” 08

= === CuPTPh (22ciclo)
CuPTPh + Asc

CUPTPh + Asc + NaNO, + H"

0,6 1 0,6

Abs
Abs

0,4 - 0,4

0,24 02
k
010 T T T T 0,0 T T T T
400 500 600 700 800 400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.44- Espectros de UV-Vis do complexo CuPTPh (preto) e adicdo de 1
eq. de ascorbato de sodio (vermelho) e adicdo de 1leq. de NO, + 2 eg. de 4cido
benzdico (azul) em metanol (A) Segunda adicdo de ascorbato de sodio
(vermelho) a mesma solugdo do complexo CuPTPh (pontilhado) e segunda

adicdo de NO, + &cido benzdico (azul) (B).

A reoxidacdo para Cu?* causou um deslocamento da banda d-d de
644 para 608 nm. Esse deslocamento pode ocorrer devido a coordenacdo do ion
benzoato ou hidroxido ao final da reacdo, como visto para compostos
semelhantes.®® Para verificar se a reagdo ocorre novamente (a partir do produto

[Cu(PTPh)(L),]*"), foi feito uma segunda adicéo de ascorbato de sédio na solugéo
82



Millena Pereira Ferreira Resultados e Discussao

do complexo, e foi observado que a banda em 608 nm do complexo de Cu?
desaparece e uma nova adicdo de NaNO; e acido benzoico causaram novamente
0 aumento na banda para 608 nm. Isso indica que o complexo pode ser reduzido
e oxidado seguidas vezes para reducdo do NO, . Apds a reoxidacdo do Cu* para
Cu?* na presenca de nitrito e acido, ndo foram observados nenhuma banda de
nitrito coordenado, nem as bandas finas de HONO proximo a 400 nm, indicando
que a reducdo do NO, a NO ocorre antes da dissociacdo do HONO em solucao.

Para mostrar a dependéncia do doador de protons e doador de
elétrons na reacdo, foram feitos testes de solucdes de CuPTPh e ascorbato de sddio
em metanol sob atmosfera inerte, adicionando solucdo de NaNO, ou acido
benzoico. Nestes casos ndo foi observado a reoxidacdo do Cu*, como ja esperado
de acordo com a equacéo 1.

O rapido aumento da banda d-d dos complexos foi acompanhado pela
técnica de stopped-flow na temperatura de 10°C (Figura 4.45). Foram preparadas
as solucbes 1mM de cada complexo, 50 eq. de acido benzoico e o NaNO; foi
adicionado com diferentes concentracbes em metanol. A leitura iniciou-se apés a
adicdo de uma solugéo de ascorbato de sédio ImM em metanol. O gréfico do
aumento da absorbancia em 608 nm vs tempo da reoxidacdo da banda dos
complexos (Figura 4.50 A,C e D) mostram que o0 aumento da banda ocorre em
menos de 15 segundos, a 10°C para os trés complexos. Esses dados permitiram a

construcdo do grafico de velocidade inicial vs a concentracdo de NO, adicionada.
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FIGURA 4.45- Espectros de UV-Vis Stopped-Flow de uma solu¢do 1mM do
complexo CuPTB (A) CuPTPh (C) CuPTP e (E) e 50 eq. de &cido benzdico e
subsequentes adicBes de nitrito em metanol a 10°C. A direita o grafico de
velocidade inicial vs a concentragéo de nitrito dos complexos CuPTB(B)
CuPTPh(D) e CuPTP (F).
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Foi observado que o aumento da concentracdo do substrato causou
uma diminuicdo da velocidade de reacdo dos complexos CuPTB e CuPTPh,
enguanto que no complexo CuPTP o aumento da concentracdo de substrato causa
um aumento na velocidade de reacdo (Figura 4.45 B, D e F). Portanto, nesse
estudo, 0 aumento da concentracdo do substrato inibiu a atividade dos miméticos
CuPTPh e CuPTB, mas o CuPTP néo foi inibido. Na literatura, foi relatado que a
variante AXNiR da enzima CuNiR com mutacdo nos residuos envolvidos na
transferéncia de prétons também foram inibidos em altas concentragées de NO, .*°
Essa inibicdo foi explicada pela ligacdo de uma segunda molécula de nitrito ou
pela ocorréncia de diferentes vias no ciclo de reacdo, com velocidade mais lenta,
se tornando dominante em altas concentracGes de substrato.!® A etapa de
transferéncia de elétrons, determinante da reacédo, ocorre cineticamente acoplada
ao proton, portanto, a etapa de transferéncia de protons pode também determinar
a velocidade da reacéo.!®?* O complexo CuPTP foi o Unico que néo foi inibido
nas condi¢Oes das reacdes acompanhas por stopped-flow, provavelmente devido
a seu grupo substituinte n-propanol facilitar a etapa de transferéncia de protons,
enquanto o grupo fenil ou n-butil nos complexos CuPTPh e CuPTB sdo menos
provaveis de atuar no transporte de protons.

Considerando que os complexos de cobre sdo carregados
positivamente (mesmo apds a coordenacdo do nitrito), é evidente que hd uma
atracdo maior com o nitrito carregado negativamente do que com o cation
hidrénio. Assim, um aumento na concentracdo de nitrito pode bloquear a entrada
de H3O" no sitio catalitico, dificultando a transferéncia de prétons e inibindo o
processo catalitico (Figura 4.46 A e B). O volume e a maior mobilidade do n-
butil, em comparacdo com o fenil, podem bloquear a interacdo entre o complexo
e as moléculas de nitrito adicionais, causando um maior impacto na etapa de
transferéncia de prétons. Isso resulta em uma inibicdo mais pronunciada por
nitrito no complexo CuPTB. Por outro lado, o substituinte n-propanol pode

auxiliar na entrega de hidrénio na proximidade do sitio ativo (Figura 4.46C).
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FIGURA 4.46- llustracdo interacdo entre os complexos CuPTPh (A), CuPTB
(B) e CuPTP (C) com nitrito e hidronio.

Assim, o grupo fenil do complexo CuPTPh permite um sitio ativo
mais exposto e o nitrito interage eletrostaticamente com o complexo. Ja o
complexo CuPTB tem um grupo n-butano volumoso que pode repelir parte do
nitrito, mas ainda permite que o nitrito interaja eletrostaticamente com o
complexo. Por outro lado, o complexo CuPTP pode se ligar ao hidronio,

auxiliando na transferéncia de protons para o sitio ativo.

4.2.4- Reacao de reducdo quimica do nitrito.

Os estudos cataliticos de redugédo do NO, com os complexos de Cu?*
foram testadas em uma solucéo de metanol (solvente foi escolhido pois solubiliza
todos os componentes da reacdo) sob atmosfera inerte. Para os testes adicionou-
se 10% mol do complexo de cobre, em relacdo ao substrato e na presenca de 2 e
1 equivalentes de &cido benzoico e ascorbato de sodio, respectivamente.

10 mol % Cat.
2 eq.de H*

_ leq.Asc
NO, NO

MeOH Equacdo (11)

Ao bal&o desta reacdo foi passando um fluxo de N, para um segundo

baldo contendo uma solucéo tampéo citrato 0,1M pH=5 previamente desaerada
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com N, e contendo o complexo [Fe(EDTA)]* o qual ja é conhecido na
literatura®399100 para coordenacdo de NO. Apdés 10 min foi observado a
mudanca de cor da solucdo para amarelo e o surgimento da banda em 432 nm
(Figura 4.47) que € caracteristico do complexo de coloragdo amarela
[Fe(EDTA)(NO)J*.

0,7

06- Fe[EDTAJ?
1NO

Fe[NO][EDTA]*

0,5

0,4+

Abs

0,3 -
0,2 -

0,14

0,01

I v 1 v I v ) v L]
400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.47- Espectro de UV-Vis do complexo Fe[EDTA]? antes e apds a

coordenacdo com o NO.

Os valores de NO detectado como [Fe(EDTA)(NO)] foram
comparados com a reacdo controle, usando nitrito de sodio em meio acido.
Utilizando estas condicdes, a porcentagem de NO detectada foi 70.8% (+0.01),
56.6% (£0.03) e 89.6% (£0.01) para os complexos CuPTPh, CuPTB e CuPTP,
respectivamente (Figura 4.48). Na reacéo realizada sem os complexos de cobre
(branco), a banda em 432 nm né&o foi observada, indicando que sob as condicdes

acidas desse experimento o NO néo € gerado espontaneamente.
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FIGURA 4.48- Gréfico da absorbancia em 432 nm do complexo [Fe(EDTA)]*

de deteccdo de NO gerado pelos complexos de cobre.

Todos os complexos foram capazes de gerar NO, e os diferentes
valores detectados confirmam a influéncia da segunda esfera de coordenacéo no
processo catalitico dos complexos. O complexo CuPTP mostrou-se o catalisador
mais eficiente devido facilitar a etapa de protonacao, sendo que quase 90% de
todo o nitrito adicionado foi convertido em NO. O CuPTPh também gerou uma
alta quantidade de NO, pois apesar de ndo conter um grupo que facilite a etapa de
protonacdo, seu sitio ativo € mais exposto para a coordenacdo do substrato. O
complexo CuPTB conseguiu reduzir um pouco mais que a metade do nitrito, pois
além de néo ter o grupo facilitador no transporte de prétons, seu grupo n-butil

torna o centro metalico mais impedido para a coordenacgéo do substrato.

4.2.5- Reducdo eletroquimica dos complexos de Cu?* para redugéo do NO; .

A habilidade eletrocatalitica dos complexos de cobre também foi

avaliada. Nesse estudo, a eletrocatalise permite observar o comportamento
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catalitico dos complexos sem a necessidade de um doador de elétrons em excesso,
além disso permite a obtencdo dos parametros cataliticos.

O voltamograma ciclico da solu¢cdo 1mM dos complexos de cobre
em metanol e a adicdo de 50 eq. de NaNO,, desloca o potencial do par redox
Cu?** para regides menos positivas (Figura 4.49), devido a coordenacédo do ion
NO; . Pode-se observar que na auséncia de acido (que é necessario para a catalise),

nenhum aumento de corrente ocorre, apenas o deslocamento dos potenciais redox.

_ E. =006v E =014V
. A €, =002 B 012V 12 JRRL
LS
< 97
=
5
= = = CuPTPh 10 - - = = CuUPTB
10 = CuPTPh + 50 eq. de NaNO, —— CuPTB + 50 eq. de NaNO,
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6
E/ V vs. Ag/AgCI (3,5 M) E/ V vs. Ag/AgCI (3,5 M)
i C E,,= 003V E&Ii: 0,16 V

<
3.
54
- - = CuPTP
-10 4 = CuPTP + 50 eq. de NaNO,
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

E/ V vs. Ag/AgCI (3,5 M)
FIGURA 4.49- Voltamogramas ciclicos dos complexos CuPTPh (A), CuPTB(B)
e CuPTP(C) e adicdo de 50 eq. de NaNO;, em metanol contendo PTBA 0,1

mol.L1.
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Quando o &cido benzoico € adicionado na solucdo eletroquimica dos
complexos, ocorre um aumento na corrente de reducdo e uma diminuicdo na
corrente de oxidacdo, que esta relacionada a uma corrente catalitica (Figura
4.50).191 Quanto mais acido ¢é adicionado, maior é a corrente de oxidagdo do par
redox Cu?"* Todos os complexos apresentam uma corrente catalitica em uma

velocidade de varredura de 50mV/s.

5 5
CuPTPh CuPTB
0+
0+
< < B
= adicio de = zjld_lgao de )
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—0eq. 0eq.
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FIGURA 4.50- Voltametria ciclica dos complexos CuPTPh, CuPTB e CuPTP na
presenca de 50 eg. de NaNO; e consequentes adi¢des de &cido benzoico. Os
experimentos foram realizados em metanol, usando 0,1 M de PTBA como

eletrolito suporte e velocidade de varredura de 50 mV/s.
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Neste experimento, as moléculas dos complexos de cobre proximas
a superficie do eletrodo sdo reduzidas para Cu*. Como o &cido esta presente na
solucdo, o processo de oxidacdo para Cu?* vai diminuindo com o aumento da
quantidade de H* em solucdo, e 0 processo de reducdo vai aumentando. Isto
ocorre, pois a medida que se forma ions Cu™, este transfere o elétron rapidamente

para o NO;, como ilustrado na Figura 4.51.

Ag/AgCl A

Pt .
1 % J]-Carbono ¥

A | Cu®(L)NO,H] [ (NOH]

Eletrodo de carbono

i NO NO, + H*
5 i

FIGURA 4.51- llustracdo da reacdo que ocorre na superficie do eletrodo.

Curiosamente, neste estudo o complexo CuPTPh apresentou uma
maior corrente catalitica com o aumento da concentracdo do acido benzoico. Isto
indica que na presenca de um excesso do substrato, aumenta a velocidade da
reacdo do complexo CuPTPh com o nitrito, seguido pelos complexos CuPTP e
CuPTB.

Para verificar se esse aumento na corrente catalitica esta de fato
associado a geracdo de NO, foi realizado eletrolise com aplicacdo de potencial
fixo em -0,1V for 2h (nas mesmas condicOes da catélise com o ascorbato de
sodio). Foi utilizada uma cela eletroquimica desaerada e fechada. Dentro da cela
foi adicionado um microtubo aberto, separadamente da solucéo eletroquimica,
contendo uma solugdo de CoTPP* solubilizado em diclorometano. O CoTPP ¢
bastante utilizado para a deteccdo de NO e foi escolhido nesse experimento devido
a sua melhor estabilidade e a possibilidade de ser realizado o processo catalitico
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em um sistema fechado por mais tempo, comparado com o [Fe(EDTA)]*. No
final do experimento, uma aliquota desta solucéo foi retirada e um espectro de
UV-Vis foi registrado (Figura 4.52). O deslocamento das bandas esta de acordo
com a coordenacdo de NO.'® Em seguida a solucéo restante do microtubo foi
transferida para um baldo e o solvente removido sob pressdo reduzida. O solido
obtido foi analisado por espectroscopia na regido de infravermelho (Figura 4.53),
e observou-se uma banda intensa em 1695 cm, caracteristica de v(N-O) do oxido
nitrico coordenado.’®8” A eletrélise da solucdo com os mesmos componentes,

exceto o complexo de cobre, foi realizada e a porfirina CoTPP nédo detectou NO.

1.4-
1,2-

1,0 -

CoTPPNO

0,8 1

Abs

0,6 1

0.4 4

0,2 4 = CoTPP

CoTPPNO

0,0 4

I ' T T T T T T
400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.52- Espectro de UV-Vis do CoTPP e CoTPPNO em CH,Cl..
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1695
—— CoTPP v(NO)
—— CoTPPNO
3000 2000 1000

NGmero de Onda (cm™)

FIGURA 4.53- Espectro de infravermelho do CoTPP e CoTPPNO em pastilha
de KBr.

A cinética de reducdo do nitrito também pode ser avaliada por
voltametria ciclica. Foram obtidos os voltamogramas dos complexos (1ImM) com
um excesso de &cido benzoico (100 equivalentes), e nesse estudo foi variado as
quantidades de NaNO; adicionado. Os voltamogramas foram obtidos em uma
velocidade de varredura de 50 mV/s (Figura 4.54). Pode-se observar que nesse
experimento, os trés complexos apresentaram uma maior corrente catalitica com

0 aumento da concentracao de nitrito.

Esses dados permitem a obtencao da curva de Vo VS a concentragao
de NaNO;, os quais podem ser plotados como uma cinética de saturacdo de
Michaelis—Menten (Figura 4.55), de acordo com a equagéo abaixo.

Vno) = Vmax[NO2 1/ (Km + [NO2 1) Equacéo (12)
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FIGURA 4.54- Voltametria ciclica dos complexos CuPTPh (A), CuPTB (B) e
CuPTP(C) + 100 eq. de acido benzdico e subsequentes adi¢cbes de NaNO,. Em

metanol contendo PTBA 0,1 mol.L™.

Este grafico permite a obtencdo dos valores de Vmax € Ky para os
complexos e estdo descritos na Tabela 4.7. Os valores de Vma podem ser
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convertidos para o rendimento de Michaelis—Menten (Kca) dividindo-se Vmsx pela
concentracdo do catalisador. Como a quantidade de complexo que participou do
processo catalitico € a que estava na superficie do eletrodo na voltametria ciclica,
a concentracdo pode ser determinada pela integral da carga passada na onda redox

reversivel Cu?** na auséncia do substrato. O valor obtido foi 2.5 x 102 mol. cm-
2

1,2 - ®
.- T e
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—~ ,.’..‘.,/"’ ]
= 08+ /‘//.
T': .',’ /"
2 06+ cl L -®
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E 04- " o )
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FIGURA 4.55- Grafico da concentracdo de NO, vs Vo.

TABELA 4.7- Comparacéo dos potenciais de meia onda, de reducao, dos valores

de Vmax, Km, Kcat € eficiéncia catalitica dos complexos de Cobre.

CuPTPh CuPTB CuPTP
Vmax (nmol st cm?) 1,27 0,76 1,23
K (MM) 7,86 11,7 4,87
Keat (s1) 5,08 3,04 4,92

Keat/ Km (M1 57) 646,3 259,8 1010,2
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A constante de Michaelis-Menten (Ky) esté relacionada a afinidade
de ligacdo do substrato e também a velocidade com que o complexo enzima-

substrato (ES) é transformado em produto (Kcar).

k) k
F+rS==ES 4 _p4+p

k
K, k| + Ky
k

O complexo CuPTB apresentou um maior valor de Ky, indicando
que este complexo tem uma menor afinidade com o substrato comparado com o
CuPTPh e CuPTP. Seu menor valor de K indica que a reacdo para a formacao
do produto é mais lenta. Isso esta relacionado com a sua menor atividade
catalitica.

O complexo CuPTPh tem um valor de Ky maior qguando comparado
ao complexo CuPTP. Isso explica por que nos voltamogramas da Figura 4.50 o
complexo CuPTPh apresentou corrente catalitica maior que o complexo CuPTP.
Neste experimento a alta concentracdo de nitrito inicialmente adicionada,
favorece sua coordenacdo ao complexo, compensando o alto valor de Ky. O
complexo CuPTP, portanto, tem um menor valor de Ky, € um valor de K
ligeiramente menor que o do complexo CuPTPh.

A relacdo k../Ky indica a eficiéncia catalitica dos complexos. O
complexo CuPTP apresentou um maior valor de Ke./Kwm, seguido do complexo
CuPTPh e CuPTB, corroborando com os estudos cataliticos anteriores. A
eficiéncia catalitica (kca/Km) do complexo CuPTP é semelhante a relatada para
um complexo de cobre tetradentado com o ligante tris(2-metilpiridil)amina (1200
M- 1 s1).4 Isso indica que o grupo n-propanol do complexo pode auxiliar a
protonacdo via transferéncia de elétrons acoplada ao préton, de maneira
semelhante ao mecanismo sugerido por CIONCOLONI et al. (2018).#* O grupo
n-propanol, portanto, mimetiza o residuo de aspartato do sitio ativo de CuNiR.
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Curiosamente, a estrutura cristalina do CuPTPh evidencia a presenca
de duas moléculas de agua coordenadas ao cobre. Essa caracteristica € semelhante
as enzimas Br?°NiR que apresentam uma eficiéncia catalitica diminuida de ~100
vezes em comparagdo com CuNiR com uma molécula de agua coordenada, como
AXNIiR.! O ke/Kyw dessas NiR é da ordem de 106 M s, 1225 jndicando que
keat/Km da NiR coordenado com duas aguas pode ser em torno de 10* M1 s, Esta
eficiéncia catalitica € apenas uma ordem de grandeza maior do que a obtida para
0 complexo CuPTP, indicando uma boa semelhanca entre o complexo CuPTP e 0

sitio ativo da Br?PNiR.

4.2.6- Proposta do mecanismo catalitico dos complexos miméticos.

Com base nos resultados obtidos, foi proposto 0 mecanismo para a
reacdo de reducdo do nitrito pelos complexos CuPTPh, CuPTB e CuPTP (Figura
4.56). Inicialmente a coordenacdo do nitrito ao complexo de cobre ocorre pelo
modo de coordenacdo bidentado k?>-NO,, substituindo as duas moléculas de agua.
Com a adicdo de acido benzoico como doador de protons, foi observado que o
nitrito coordenado isomeriza para o modo de coordena¢do k!-NO,. Em seguida,
0s complexos puderam ser reduzidos quimica e eletroquimicamente para formar
complexos de Cu* que rapidamente reoxidam transferindo um elétron para o
nitrito e gerando o NO. Esse mecanismo corrobora com o mecanismo Il proposto

para a CuNiR.
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FIGURA 4.56- Mecanismo proposto para a reducédo do nitrito com complexos

de cobre deste trabalho.

4.3- Atividade mimética anidrase carbdnica dos complexos de

Zn%

A atividade mimética dos complexos de Zn?* para a reagdo de
hidratacdo do CO, foi avaliada. Como esta € uma enzima rapida para a geracao
de bicarbonato e seu mecanismo ja € bem definido, foram avaliados a fixacao de

CO, em solvente organico, hidratacéo e captura do CO, pelos complexos de Zn?".

4.3.1 — Estudo de Fixagao do COx.

Na enzima anidrase carbonica o CO; € inicialmente fixado, formando
0 ion carbonato coordenado, o qual é posteriormente substituido por moléculas de
agua. O modo de coordenacdo do bicarbonato é importante pois este pode
influenciar nas reac6es cataliticas. Por exemplo, se ele coordena-se ao metal de
modo bidentado ou em ponte, poderia inibir ou tornar o processo catalitico mais

lento.65102
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A fixacdo de CO; pelos complexos de zinco foi avaliada
borbulhando-se CO, (contido em um bal&o) na solucdo dos complexos em
metanol (Figura 4.57), previamente desaerada. O solvente organico foi utilizado

para evitar a troca do bicarbonato coordenado por moléculas de agua.

CO,

AY

N
T ———

ZnPTPh + MeO TP TPh
Borbulhar CO,

| g s s s s

Fonte: Proprio Autor
FIGURA 4.57- llustracdo do borbulhamento de gas CO, na solucéo do

complexo CuPTPh e foto da formacéo do precipitado apds 1h.

Observou-se que apos 1h borbulhando CO,, um precipitado branco
foi formado nos experimentos no caso dos complexos ZnPTP e ZnPTB. Com o
complexo ZnPTPh, a formacdo do precipitado ocorreu em 30 min. Os solidos
obtidos foram separados da solucdo e apés a secagem, foram feitas as analises no
infravermelho. O espectro de infravermelho dos complexos ZnPTPh, ZnPTB e
ZnPTP em pastilha de KBr antes e apos borbulhar CO, estdo ilustrados nas
Figuras 4.58-4.60.
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FIGURA 4.58- Espectro de Infravermelho do complexo ZnPTPh antes e apés
borbulhar CO,. A direita, a expanséo da regido de 2000 a 1200 cm™™.
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FIGURA 4.59- Espectro de Infravermelho do complexo ZnPTB antes e ap0os
borbulhar CO,. A direita, a expanséo da regido de 2000 a 1200 cm™.
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FIGURA 4.60- Espectro de Infravermelho do complexo ZnPTP antes e apos
borbulhar CO,. A direita, a expanso da regido de 2000 a 1200 cm™.

Os espectros dos complexos ap0ds borbulhar CO, sdo semelhantes ao
inicial, porém observa-se o surgimento de bandas na regido de 1628 cm™ comum
a todos os complexos. Nos complexos ZnPTP e ZnPTB observa-se também a
banda em 1466 cm™. Essas bandas foram atribuidas ao vs e vass(C=0) do
bicarbonato coordenado monodentado, de acordo com compostos semelhantes da
literatura.””1®® No complexo ZnPTPh essa banda pode estar encoberta pelas
bandas de v(C=C). O modo de coordenacdo monodentado é mais favorecido para
os complexos de Zn?*, sendo o bidentado mais comum para complexos com
outros centros metalicos.®>1% Este é um dos fatores que causa a diminuicéo da
atividade catalitica da enzima Anidrase Carb6nica quando o zinco € substituido

por outros metais.>31%
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A obtencdo dos espectros de RMN H dos complexos com o
bicarbonato coordenado ndo foi possivel, devido as suas insolubilidades e
dissociacéo nos solventes organicos deuterados testados.!%®

Portanto, os complexos ZnPTPh, ZnPTB e ZnPTP foram eficientes
para a fixacdo de CO;, em solucdo de metanol, na forma de bicarbonato

monodentado, como ilustrado na Figura 4.61.

B Ph Ph 71 (Cl0y), B Ph Ph 71 ClOy4
N N
\ /NQN Cco, N\ /NQN
/Z“\ Metanol /Z“\
/N | on, =
\ \OHZ
OH, OH

FIGURA 4.61- llustragdo do modo de coordenacéo do bicarbonato nos

complexos de Zn?*,

4.3.2 — Reacdo de hidratacéo do CO:

Os estudos de hidratacdo do CO, foram realizados com a adicao dos
complexos de zinco em uma solugdo tampao pH=8/ Acetona, na proporc¢édo 2:1 e
adicédo do indicador de pH azul de bromotimol. O meio basico permite uma rapida
desprotonacdo da molécula de &gua coordenada para formar o hidroxido
complexo. A adigéo do solvente organico foi necessaria devido a insolubilidade
dos complexos em agua. A formacéo do ion bicarbonato causa uma diminuicdo
do pH da solugéo, essa diminuicao do pH foi acompanhada por espectroscopia de
UV-Vis pela diminui¢do da banda Amsx = 626 nm do indicador de pH azul de
bromotimol (Figura 4.62).

Img/mL do Cat. i
CO, + H,0 » HCO; +H

Tampao pH=8/Acetona 2:1
Indicator azul de bromotimol Equac;éo (13)
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Apbs borbulhar CO; nas solucGes foi observado que os complexos
ZnPTPh, ZnPTB e ZnPTP foram eficientes para a diminuicdo do pH quando
comparados com a reagdo sem o complexo (branco). Os valores das velocidades
iniciais obtidos foram de 2,56; 1,1 e 0,96 pumol. L. s** para os complexos ZnPTP,
ZnPTB e ZnPTPh, respectivamente. O ZnPTP foi o complexo que conseguiu uma

diminuicdo do pH mais rapido, seguido dos complexos ZnPTB e ZnPTPh.

1,24 ® Branco
g 4 ‘ ® 7nPTPh
g ’0‘_ A 7nPTB

\ 4
Q 08- ZnPTP
=
(]
S 0,6-
<
s
= 0,41
=
S 02-
Z. ]
§ 0,04
0O 5 100 150 200
Tempo (s)

FIGURA 4.62- Grafico da absorbancia da banda com Amsx €m 626 nm do

indicador azul de bromotimol vs tempo.

Como observado por PARK e LEE (2019)% em seus estudos com
complexos de Zn?*, a adi¢do de um substituinte OH no ligante, que possa interagir
com a molécula de agua coordenada por ligacdo de hidrogénio, causa a
diminuicdo do pK, da &gua coordenada de 8,0 para 6,8. A rede de ligacdo de
hidrogénio estabiliza o hidroxido formado, causa um aumento do comprimento
da ligacédo Zn-OH e aumenta a nucleofilicidade do hidréxido.®® Esse substituinte,
portanto, mimetiza o aminoacido Thr-199 que atua na desprotonacdo da agua
coordenada. Assim, a reacdo mais rapida do complexo ZnPTP pode ser devido ao
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substituinte n-propanol que pode interagir com a molécula de agua coordenada,

facilitando a etapa de desprotonagéo, como ilustrado na Figura 4.63.107108

Ph Ph

N
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N/Zl“\ ]
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=~ u | Diminui¢io
1 do pK,

FIGURA 4.63-llustracédo do complexo ZnPTP com o grupo n-propanol atuando

na desprotonacao da 4gua coordenada.

Além disso, outro fator importante é que o substituinte n-propanol
tem mobilidade perto do sitio ativo, o que pode facilitar a saida do bicarbonato
coordenado. Como relatado na literatura, grupos mais volumosos proximo ao
bicarbonato coordenado mimetizam a regido hidrofébica da enzima e podem
facilitar a saida do bicarbonato, além de impedir que este se coordene em ponte,
0 que causaria uma mais lenta troca pela molécula de agua.®® Apesar da
semelhanca da atividade do complexo ZnPTB com o ZnPTPh (com base nos
valores do erro), o complexo com o grupo n-butil também apresenta em sua
estrutura o substituinte que pode mimetizar a regido mais hidrofobica da enzima.

Esses estudos indicam que os complexos ZnPTPh, ZnPTB e ZnPTP
mimetizam a primeira esfera de coordenacao da enzima anidrase carbdnica. Além
disso, o complexo ZnPTP, contém um grupo substituinte que mimetiza também a

segunda esfera de coordenacéo.

4.3.3- Formacéao de CaCOs

Como os complexos de Zn?* foram eficientes para a formagdo do
HCOs, a reacdo de captura do CO, como CaCOs foi realizada. Ap6s borbulhar
CO; na solucdo do complexo em tampdo pH=8/ Acetona 2:1 e um excesso de

CacCly, foi observado a formacédo de um precipitado. O sélido obtido foi separado
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da solucdo, lavado com acetona, pesado e as massas do CaCO; formado estéo

ilustrados na Figura 4.64.

H2C03 + CaClz — CaCO_;l + 2HCI
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control  ZnPTB  ZnPTP  ZnPTPh

FIGURA 4.64- Gréafico das massas de CaCO3 ap0s a reacdo de hidratagdo dos

complexos de Zn?*,

Neste experimento foi observado que a quantidade de CaCOj;
formado com os complexos ZnPTB e ZnPTP sdo de ~5,0 e 4,5 mg,
respectivamente, para o complexo ZnPTPh, a massa de CaCO3; formado foi menor
que a obtida para o controle. A inibicdo causada no complexo ZnPTPh pode ser
devido ao excesso de ions CI™ na solucdo, o qual pode interferir no processo
catalitico por sua alta afinidade aos complexos com carga 2+. O complexo com 0
grupo fenil pode permitir que mais ions cloretos se aproximem dificultado a
reacdo com o CO,.
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FIGURA 4.65- llustracdo dos complexos de zinco na presenca de excesso de

ions CI".

Como ilustrado na Figura 4.65, os ions cloretos podem coordenar no
centro metalico tornando o processo catalitico dos complexos mais lenta. Porém,
0s complexos de ZnPTP e ZnPTB apresentam ligantes com substituintes que
podem interferir na coordenacéo desses ions ao centro metalico, enquanto que no
complexo ZnPTPh com o grupo fenil, isso ndo acontece. Esse estudo ressalta a
importancia da segunda esfera de coordenacdo dos complexos mimeticos.

Muitos complexos com ligantes tridentados sdo relatados na
literatura, com estudos em solvente organico para a reacdo estequiométrica com
COg,, porém neste estudo foi mostrado que os complexos ZnPTPh, ZnPTB e
ZnPTP com ligantes volumosos, conseguem mimetizar a enzima em uma solugéo

tampéao/acetona.
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5- CONCLUSAO

Foram sintetizados e caracterizados trés novos ligantes tridentados
com pontos de coordenagdo “NNN” e diferentes grupos substituintes R. A partir
destes foram sintetizados os complexos miméticos da enzima CuNiR e da enzima
Anidrase Carbonica.

As estruturas dos complexos de cobre sdo semelhantes a enzima
CuNiR com duas moléculas de agua coordenada (Br?°NiR). Os complexos de
Cu?* foram catalisadores eficientes para a geragdo de NO tanto por catalise
quimica com ascorbato, quanto por eletrocatalise. Os complexos apresentaram
uma alta afinidade ao substrato e seguiram a mesma rota catalitica para a reducéo
do nitrito. Foi observado a importancia da segunda esfera de coordenagdo nos
complexos miméticos, onde o CuPTP com o grupo n-propanol atuou no transporte
de protons em um mecanismo de transferéncia de elétrons acoplada ao proton,
conferindo a este os melhores resultados cataliticos, seguido do CuPTPh e
CuPTB. A eficiéncia catalitica do complexo CuPTP foi uma ordem de magnitude
a menos que a enzima Br?®NiR com eficiéncia catalitica de 10* M1 s2,

Os complexos de zinco apresentaram estruturas semelhantes aos
complexos de cobre. Os trés complexos conseguiram fixar o CO, na forma de
bicarbonato, e foi observado que o complexo mais rapido para a formacdo de
bicarbonato foi o ZnPTP, devido seu grupo atuar na desprotonacdo da molécula
de &gua, alem de ter mobilidade para causar um impedimento no sitio catalitico e
proporcionar uma saida mais rapida do bicarbonato.

A obtencdo de compostos miméticos que sejam catalisadores
eficientes como a enzima, ainda € um desafio, visto a complexa estrutura e
diversas interagdes presentes nas enzimas. Portanto, os estudos envolvendo estes
compostos podem trazer cada vez mais informacdes Uteis para a obtencéo de

catalisadores mais eficientes.
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Fig. Apéndice 32- Voltamogramas ciclicos (esquerda) e pulso diferencial

(direita) dos ligantes e complexos de zinco em metanol contendo PTBA 0,1 M.
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Fig. Apéndice 34- Espectro de EPR dos complexos no estado solido na auséncia

e na presenca do nitrito.
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Fig. Apéndice 35- Espectro EPR e primeira derivada do complexo
[Cu(PTP)(NO,)]?* + &cido benzoico (preto) em metanol, medidos em temperatura
de nitrogénio liquido (77 K). As linhas vermelhas sdo simulagdes usando 4

nitrogénios ligados ao ion Cu?*,
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DADOS CRISTALOGRAFICOS DO LIGANTE PTB

Tabela Apédice 1- Dados de cristal e refinamento da estrutura para o ligante

PTB.

Identification code 2113820

Empirical formula Co9H33Ns

Formula weight 451.60

Temperature/K 293(2)

Crystal system Monoclinic

Space group P21

alA 9.8878(7)

b/A 8.4324(7)

c/A 15.4023(12)

o/° 90

B/° 98.845(7)

v/° 90

Volume/A3 1268.94(17)

Z 2

Pealcg/cm’ 1.182

pw/mm* 0.071

F(000) 484.0

Crystal size/mm? 0.427 x 0.291 x 0.24
Radiation Mo Ka (A =10.71073)

20 range for data 5.29t052.74

collection/®

Index ranges -12<h<12,-10<k<10,-19<1<19
Reflections collected 26267

Independent reflections 5199 [Rint = 0.0296, Rsigma = 0.0209]
Data/restraints/parameters 5199/1/335

Goodness-of-fit on F? 1.044

Final R indexes [I>=2c (I)] | R1=0.0369, wR2 =0.0935
Final R indexes [all data] R1 =0.0435, wR2 = 0.0996
Largest diff. peak/hole / e A= | 0.13/-0.13

Flack parameter -0.3(6)
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Tabela Apéndice 2- Comprimentos de Ligacdo para o ligante PTB

Atomo Comprimento/A Atomo Comprimento/A
N1 N2 1.309(3) C9 Ci10A 1.517(9)
NI  C5 1.349(3) C9 CI10B| 1.532(7)
N2 N3 1.334(2) | CI0A C11 | 1.394(10)
N3  C6 1.345(3) | C10B Cl1 1.460(8)
N3 C7 1.488(2) Cl2 C13 1.506(3)
N4  C8 1.485(3) Cl3 Cl4 1.371(4)
N4  Cl11 1.460(4) Cl4 C15 1.367(4)
N4 CI12 1.441(3) Cl5 C16 1.354(5)
N5  C13 1.322(3) Cl6 C17 1.357(5)
N5 Cl7 1.335(4) C18 C19 1.393(3)
Cl C2A 1.488(6) C18 C23 1.380(3)
Cl C2B | 1590(12) | C19 C20 1.374(3)

C2A C3A 1.485(6) C20 c21 1.375(4)
C2B C3B | 1546(16) | C21 C22 1.368(4)

C3A C4 1.571(5) C22 C23 1.382(3)
C3B  C4 1457(13) | C24 C25 1.390(3)
C4 Cb 1.495(4) C24  C29 1.391(3)
C5  Cé6 1.356(3) C25 C26 1.388(3)
C7  C8 1.569(3) C26  C27 1.361(4)
C7 Ci8 1.540(3) C27 C28 1.374(4)
C7  C24 1.533(3) C28 C29 1.374(3)
c8  C9 1.543(3)
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Tabela Apéndice 3- Angulos de Ligacio para o ligante PTB

Atomos Angulo/® Atomos Angulo/®
N2 N1 C5| 109.50(18) |C10B C9 C8 103.7(3)
N1 N2 N3| 107.55(17) Cl1 C10A C9 106.7(6)
N2 N3 C6| 109.48(17) |Cll CL10B C9| 102.6(4)
N2 N3 C7 122.65(16) |C10A C11 N4 108.5(4)
C6 N3 C7 127.23(16) |C10B Cl11 N4 109.6(3)
Cll N4 C8| 107.3(2) | N4 C12 C13  111.9(2)
Cl2 N4 C8| 11585(19) | N5 C13 C12| 116.7(2)
Cl2 N4 C11 110.8(3) N5 C13 Cl14 121.6(2)
C13 N5 C17| 117.1(3) |Cl4 C13 C12| 121.7(2)
C3A C2A C1 112.4(4) Cl5 Ci14 C13 120.2(3)
C3B C2B C1 113.3(8) Cl6 C15 C14 118.6(3)
C2A C3A C4 112.8(4) Cl15 Cile6 C17 118.1(3)
C4 C3BC2B| 109.4(8) | N5 CL17 C16  124.4(3)
C3B C4 C5 111.3(5) C19 C18 C7| 118.95(16)
C5 C4 C3A 113.7(3) C23 C18 C7| 123.29(18)
N1 C5 C4 122.0(2) C23 C18 C19 117.72(19)
N1 C5 C6 107.2(2) C20 C19 C18 121.0(2)
C6 C5 C4 130.8(2) C19 C20 C21 120.2(2)
N3 C6 C5 106.28(19) C22 C21 C20 119.7(2)
N3 C7 C8 107.89(14) C21 C22 C23 120.2(2)
N3 C7 C18| 104.60(16) Cl8 C23 C22 121.1(2)
N3 C7 C24| 108.32(15) C25 C24 C7| 122.25(18)
Cl18 C7 C8 110.79(15) C25 C24 C29 117.30(19)
C24 C7 C8| 111.26(16) |C29 C24 C7| 120.44(18)
C24 C7 C18| 113.59(14) C26 C25 C24 120.9(2)
N4 C8 C7 110.42(15) C27 C26 C25 120.6(2)
N4 C8 C9 105.34(18) C26 C27 C28 119.3(2)
C9 C8 C7| 114.75(18) |C27 C28 C29 120.7(3)
C10A C9 C8 104.0(4) C28 C29 C24 121.1(2)
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DADOS CRISTALOGRAFICOS DO COMPLEXO DE COBRE

Tabela Apédice 4- Dados de cristal e refinamento da estrutura para o complexo
CuPTPh

Identification code 2113821

Empirical formula C31H37Cl,CuNs0;;
Formula weight 806.09

Temperature/K 293(2)

Crystal system tetragonal

Space group P4

alA 9.0835(5)

b/A 9.0835(5)

c/A 42.651(4)

a/° 90

p/e 90

v/° 90

Volume/A3 3519.2(5)

Z 4

peaicg/cm® 1.521

wmm?t 0.842

F(000) 1668.0

Crystal size/mm? 0.182 x 0.137 x 0.117
Radiation Mo Ka (A =0.71073)

20 range for data collection/°  |4.874 to 51.348

Index ranges -11<h<9,-11<k<11,-45<1<52
Reflections collected 17810

Independent reflections 5928 [Rint= 0.0414, Rsigma = 0.0491]
Data/restraints/parameters 5928/10/478
Goodness-of-fit on F? 1.045

Final R indexes [[>=2c (I)] R1 =0.0384, wR2 = 0.0838
Final R indexes [all data] R1 =0.0484, wR2 = 0.0887
Largest diff. peak/hole /e A [0.33/-0.22

Flack parameter -0.002(9)
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Tabela Apédice 5- Comprimento de ligacdo para o complexo CuPTPh

Atomos Comprimento/A Atomos Comprimento/A
Cul- O1 2.360(3) C10-C11 1.495(6)
Cul-02 2.013(3) C12-C13 1.499(5)
Cul-N2 1.952(3) C13-C14 1.372(6)
Cul-N4 2.068(3) C14-C15 1.370(6)
Cul-N5 1.957(3) C15-C16 1.381(6)
N1-N2 1.305(4) C16-C17 1.375(6)
N1-C5 1.363(5) C18-C19 1.391(5)
N2-N3 1.354(4) C18-C23 1.385(6)
N3-C6 1.353(5) C19-C20 1.370(6)
N3-C7 1.505(4) C20-C21 1.389(7)
N4-C8 1.535(4) C21-C22 1.359(7)
N4-C11 1.503(5) C22-C23 1.387(6)
N4-C12 1.501(4) C24-C25 1.394(5)
N5-C13 1.355(5) C24-C29 1.389(5)
N5-C17 1.347(5) C25-C26 1.388(6)
C1-C2 1.360(7) C26-C27 1.375(7)
C1-C30 1.374(7) C27-C28 1.365(7)
C2-C3 1.388(6) C28-C29 1.389(5)
C3-C4 1.380(5) C30-C31 1.379(6)
C4-C5 1.479(5) CI1-03 1.421(4)
C4-C31 1.383(5) CI1-04 1.428(4)
C5-C6 1.373(5) CI1-05 1.428(3)
C7-C8 1.557(5) CI1-06 1.435(4)
C7-C18 1.536(5) CI2-07 1.362(5)
C7-C24 1.541(5) CI2-08 1.388(5)
C8-C9 1.537(5) CI2-09 1.360(5)
C9-C10 1.523(6) CI2-010 1.410(4)
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Tabela Apédice 6- Angulos de ligagdo para o complexo CuPTPh

Atomos Angulo/® Atomos Angulo/®
02 Cul O1 85.26(12) C9 C8 N4 104.9(3)
N2 Cul Ol 93.01(12) C9 C8 C7 114.1(3)
N2 Cul 02 92.51(12) Cl10 C9 C8 106.1(3)
N4 Cul O1 102.68(12) Cl1 C10 Q9 102.8(3)
N4 Cul O2 171.45(12) C10 C11 N4 104.0(3)
N4 Cul N2 90.26(12) C13 Cl12 N4 109.8(3)
N5 Cul O1 91.81(13) Cl12 C13 N5 114.6(3)
N5 Cul 02 93.10(12) Cl4 CI13 N5 120.8(4)
N5 Cul N2 172.88(13)  |Cl4 C13 CI2 124.6(4)
N5 Cul N4 83.57(13) C15 C14 C13 120.1(4)
C5 N1 N2 107.5(3) C16 C15Cl4 119.4(4)
N1 N2 Cul 124.3(2) C17 C16 C15 118.6(4)
N3 N2 Cul 125.3(2) C16 C17 N5 122.1(4)
N3 N2 N1 110.1(3) C19 Cl18 C7 117.6(3)
C6 N3 N2 107.9(3) C23 C18 C7 124.3(4)
C7 N3 N2 120.6(3) C23 C18 C19 118.1(4)
C7 N3 C6 130.9(3) C20 C19 C18 122.0(4)
C8 N4 cCul 118.3(2) C21 C20 C19 119.4(5)
Cll N4 Cul 107.5(2) C22 (C21 C20 118.9(4)
Cll N4 C8 104.8(3) C23 C22 C21 122.3(5)
Cl2 N4 Cul 103.8(2) C22 (C23 C18 119.3(5)
Cl2 N4 C8 113.2(3) C25 C24 C7 124.9(3)
Cl2 N4d Cl11 109.1(3) C29 C24 C7 116.5(3)
C13 N5 Cul 114.5(3) C29 C24 C25 118.6(4)
Cl7 N5 Cul 125.9(3) C26 C25 C24 119.8(4)
Cl17 N5 Ci13 119.0(3) C27 C26 C25 121.3(5)
C30 CI C2 120.4(4) C28 C27 C26 118.8(5)
C3 C2 CIl 120.6(5) C29 C28 C27 121.3(4)
C4 C3 C2 119.6(4) C28 C29 C24 120.1(4)
C5 C4 C3 121.4(4) C31 C30 C1 119.3(5)
C31 C4 (3 119.1(4) C30 C31C4 120.9(4)
C3lL C4 C5 119.6(4) 04 CIL 03 109.2(3)
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C4 C5 NI 121.8(3) 05 CI1 03 109.1(3)
C6 C5 N1 108.4(3) 05 ClI1 O4 110.5(3)
C6 C5 C4 129.8(4) 06 CI1 03 109.0(3)
C5 C6 N3 106.1(3) 06 ClI1 O4 108.7(2)
C8 C7 N3 106.0(3) 06 CI1 05 110.4(2)
C18 C7 N3 106.9(3) 08 ClI2 07 105.4(4)
Cl8 C7 C8 112.8(3) 09 CI2 07 107.9(4)
C24 C7 N3 111.9(3) 09 CI2 08 112.7(4)
C24 C7 C8 110.2(3) 010 CI2 07 109.3(4)
C24 C7 Ci8 109.1(3) 010 CI2 08 107.4(3)
C7 C8 N4 114.7(3) 010 CI2 09 113.7(4)

SINTESES ORGANICAS
Algumas sinteses organicas que foram realizadas serdo registradas neste documento:

Sintese e caracteriza¢do do 2-(1H-imidazol-4-il)acetonitrila.

NaOCI
" H,0 NN
— NH, T —

HN N

HO

Uma suspensdo de 20,9 g (0,1 mol) de monohidrato de monohidrocloreto de
L- histidina em 60 mL de agua foi resfriada para 7°C. Em seguida foi adicionado 308 mL (0,2
mol) de hipoclorito de sédio comercial (5,25%) gota a gota com agitacdo constante, mantendo
sempre a temperatura entre 7°C e 15°C. A solucgdo foi deixada em agitacdo por 3h nessa
temperatura, e em seguida por 18h em temperatura ambiente. Carbonato de sédio solido foi
adicionado a mistura até o pH chegar a 8.0. A solucgéo foi evaporada e o residuo obtido foi
refluxado em um soxhlet com 200mL de acetato de etila por 24h. O solvente foi removido sobre
pressdo reduzida para obter um sélido de cor castanho, que foi caracterizado por Infravermelho,
RMN !H e °C. Rendimento 60%. FTIR (pastilha de KBr): 2252 cm™ v(C=N).
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Fig. Apéndice 1.1- Espectro de RMN H do 2-(1H-imidazol-4-il)acetonitrila em DMSO-Ds.

Sintese e caracterizacédo do 2-(1H-imidazol-4-il)acido acético.

HClI

/\N H,0 HN/\N
—_— > [ [o]
— d

OH

HN
C=N

5g de 2-(1H-imidazol-4-il)acetonitrila foi dissolvido em 75 mL de solucdo aquosa
de HCI (6 mol L) e deixado em refluxo a 110°C por 4 h. O solvente foi evaporado sob presséo
reduzida. Em seguida foi adicionado &gua e rotavaporado novamente. O solido obtido foi
dissolvido em metanol quente e deixado na geladeira por 18h para a obten¢édo de um precipitado

amarelo claro. O precipitado foi filtrado e seco sobre vacuo. Rendimento 53%. FTIR: 3200 cm"

L y(0-H); 1700 cmt v(C=0).
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Fig. Apéndice 1.2- Espectro de RMN *H do 2-(1H-imidazol-4-il) 4cido acético em CDCls3

Sintese e caracterizacdo do metil 2-(1H-imidazol-4-il)acetato.

AcCI
i Xy MeOH "y
_’ . o
_ //0 J
C \
N\ o—

OH
Sob uma atmosfera de nitrogénio, uma suspensédo de 2-(1H-imidazol-4-il)

acido acético (0,5 g 3,0 mmol) em metanol seco (10 mL) foi resfriado para 0°C e adicionado
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AcCI (838 pL, 11,5 mmol) gota a gota. A solucdo foi deixada em agitagcéo sobre um banho de
gelo a 0°C por 1h e em seguida por mais 3h em temperatura ambiente. O solvente foi evaporado

para se obter um solido branco. Rendimento ~100%.
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Fig. Apéndice 1.3- Espectro de RMN H do 2-(1H-imidazol-4-il) 4cido acético em CD3OD

Sintese e caracterizacdo do metil 2-(1-tritiIo-1H-imidazoI-4-iI) acetato

Et;N
TrtCl
__DMF__

Uma solucdo de metil 2-(1H-imidazol-4-i|)acetato (545 mg, 3,00 mmol) e
trietilamina (1,2 mL, 8,60 mmol) em 3,6 mL de cloroférmio seco foi adicionada a uma solugéo
de cloreto de trifenilmetilo (0,949 g, 3,41 mmol) em 3,6 mL de cloroférmio seco resfriada
sobre um banho de gelo. A mistura da reacéo foi agitada for 1h em temperatura ambiente, e foi
entdo lavada 2 vezes com porcdes de 3,6 mL de uma solugio de 0,5mol L de HCI e uma vez
com 3,6 mL de uma solucdo saturada da NaHCOs. A fase organica foi seca com MgSOs e
evaporada em vacuo. O sélido obtido foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel

(EtOAc/Hexano, 1:1) para produzir um s6lido branco. Rendimento 46,5%.
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Aromaticos
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Fig. Apéndice 1.4- Espectro de RMN *H do metil 2-(1-tritilo-1H-imidazol-4-il) acetato

em CDCl3

Sintese e caracterizacéo do (4-bromobenzil)(propil)sulfano

Br Br

SH
N

K,CO,

Br S

H (5A)

2,0 g de 1-bromo-4-(bromometil)benzeno (8,0 mmol), 0,73 mL de 1-propanotiol

(8,0 mmol) e 1,34 g de KoCO4 (9,7 mmol) foram adicionados em 20 mL de acetonitrila. A

solucdo foi deixada em agitacdo a temperatura ambiente por 72h. ApoOs esse tempo foi

adicionado agua e extraido com diclorometano. A fase organica foi seca com MgSQsa, filtrada

e o solvente foi removido sobre pressdo reduzida, para se obter um dleo amarelo claro.

Rendimento 83,1%.
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Fig. Apéndice 1.5- Espectro de RMN *H (4-bromobenzil)(propil)sulfano em CDCls
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Sintese do 2-aminobenzaldeido

NO, Fe, HCI conc. NH;

coH EtOH/H,O (4:1) COH
refluxo 90 min

Para uma solugdo de 2-nitrobenzaldeido (1.51g, 10 mmol) em etanol (30m) e &gua
(7,5 mL) e sob atmosfera inerte, foi adicionado p6 de ferro (5,6 g, 100 mmol) e HCI concentrado
(0,1 mL). A mistura de reacéo foi refluxada por 90 min. Apds esse tempo a solucdo foi diluida
com acetato de etila e foi adicionado MgSOa anidro. A mistura foi filtrada em celite e o filtrado
rotavaporado para reduzir o volume para 5 mL. O residuo foi purificado em coluna de
cromatografia em silica gel (EtOAc/hexane, 20:80) para formar 2-aminobenzaldeido como um
solido amarelo palido. Obs: a purificacdo em coluna foi feita rapidamente pois o produto é
instavel a temperatura ambiente. Rendimento 85 %. O produto foi armazenado a -5°C em um

baléo sob atmosfera de argdnio e na auséncia de luz.
NH,

99 9781 79 77 75 73 71 6.9 6.7
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Fig. Apéndice 1.6- Espectro de RMN H do 2-aminobenzaldeido em CDCls

Sintese do etil 3-aminoquinolina-2-carboxilato

N
Er’\n)Lo’\ /\n)ko P ©: 0 U A 0
O E" qucciment Z NH,

E—— Nl Ny - Aqeecients
(1) 3 = @

Para uma solucdo de piridina (685 mg, 8,68 mmol) em etanol (24 mL) foi
adicionado uma solucéo de etilbromopiruvato (1,69 g, 8,68 mmol) em etanol (16 mL) gota a
gota. A mistura resultante foi aquecida a 60°C por 1h e entdo seguido ao resfriamento para a
temperatura ambiente. 2-Aminobenzaldeido (1,0 g, 8,26 mmol) e piridina (1,6 mL) foram
adicionados a mistura de reacdo, o qual foi entdo refluxado por 5h. Apos esse tempo, pirrolidina
(1,41 g, 19,8 mmol) foi adicionada, e entdo a reagdo foi aquecida a 70°C por 2h. A mistura foi
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resfriada para a temperatura ambiente e o solvente foi removido sb presséo reduzida para se
obter um 6leo castanho-escuro. O produto foi purificado em coluna de cromatografia de silica

gel (50% EtOAc/Hexano) e foi obtido um sélido amarelo. Rendimento 6%.
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Fig. Apéndice 1.7- RMN *H do 3-aminoquinolina-2-carboxilato em Hexano-D

Sintese do ((5-bromo-4,6-dimetil-1,3fenileno)bis(metileno))bis(propilsulfano)
Br Br

leq -~ SH

Em uma solucéo de 39,7 mg de KOH em 1 mL de etanol foi adicionado 64,3 pL de
propanotiol.  Imediatamente foi adicionado uma solucdo de 100 mg do 3-bromo-1,5-
bis(clorometil)-2,4-dimetilbenzeno solubilizado em 2 mL de diclorometano foi deixado em
agitacdo por 1 h. Apos esse tempo, 6 mL de dgua foram adicionados e foi extraido 3 vezes com
10 mL de diclorometano. A fase orgéanica foi seca com MgSOa e o solvente foi removido sob

pressdo reduzida para se obter 130 mg de um 6leo amarelo.
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Fig. Apéndice 1.8- RMN *H do composto (B) em CDCls
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