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RESUMO

SINTESE E CARACTERIZACAO DE COMPLEXOS DE COBRE (Il), PRATA
() E ZINCO (1) COM LIGANTES TRIPEPTIDEOS: AVALIACAO DE
ATIVIDADE EM XANTHOMONAS CITRI SUBSP. CITRI. Na busca por novas
substancias ativas frente a fitopatdgenos foram sintetizados e caracterizados
complexos metélicos com o tripeptideo L-Fenilalanina-Glicil-Glicina (PGG),
com férmula geral [Metal(PGG)]contra-ion, (PGG-1, PGG-2, PGG-3 e PGG-
4), e com o tripeptideo Glicina-Glicil-L-Histidina (GGH), de férmula geral
[Metal(GGH)], (GGH-1, GGH-2, GGH-3 e GGH-4). Estes complexos foram
caracterizados por Anélise Elementar (C, H e N), Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN) de H, BC{H}, unidimensional e bidimensional, espectrometria de
massas de alta resolucéo e espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-
visivel. Os complexos PGG-1, PGG-2, PGG-3 e PGG-4, em agua, apresentaram
transi¢cdes n-n*, o PGG-3 e PGG-4 mostraram transi¢cdes d-d. Os complexos
GGH-1 e GGH-2 apresentaram transi¢des n-n*, os complexos GGH-3 e GGH-
4 exibiram bandas de transferéncia de carga (TCML) e transicdo d-d. As
diferengas encontradas nas bandas dos espectros de absor¢cdo na regido do
infravermelho (ligante e complexo) foram um nimero menor de bandas, inferido
a rigidez causada pela formacgéo dos quelatos. Os complexos de cobre(ll) foram
caracterizados por susceptibilidade magnética, os quais s&o mononucleares. Os
complexos foram testados em bactérias causadoras do cancro citrico, 0s quais
tiveram atividades bacteriostatica, avaliada pela técnica de microdiluicéo seriada,
na qual obteve-se a Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), houve a inibicéo do
crescimento da Xanthomonas citri subsp. citri em concentragdo menor em alguns
dos complexos (PGG-1, GGH-1 e PGG-3) comparados aos sais usados na
sintese. Os tripeptideos usados ndo possuem atividade bacteriostatica, relacionou-
se a atividade de inibicdo do crescimento das bactérias aos complexos

sintetizados.
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF Cu (I1), Ag (I) AND zn (1)
COMPLEXES WITH TRIPEPTIDE LIGANDS: ACTIVITY EVALUATION IN
XANTHOMONAS CITRI SUBSP. CITRI. In the search for new active substances
against phytopathogens, were synthesized and characterized metal complexes
with tripeptide L-Phenylalanine-Glycyl-Glycine (PGG), with general formula
[Metal (PGG)]counterion, (PGG-1, PGG-2, PGG-3 and PGG-4), and the
tripeptide Glycine-Glycyl-L-Histidine (GGH) of general formula [Metal (GGH)]
(GGH-1, GGH-2, GGH-3 and GGH-4). These complexes were characterized by
Elemental Analysis (C, H and N), Nuclear Magnetic Resonance (NMR) of 1H,
13C {'H}, one-dimensional and two-dimensional, high resolution mass
spectrometry, absorption spectroscopy in ultraviolet-visible. The complexes
PGG-1, PGG-2, PGG-3 and PGG-4, in water showed transitions n-n*, PGG-3
and PGG-4 exhibited d-d transitions. The GGH-1 and GGH-2 presented n-7*
transitions, the complex GGH-3 and GGH-4 exhibited charge transfer bands
(MLCT) and d-d transition. The differences found in the absorption spectrum
bands in the infrared region (ligand and complex) were a smaller number of bands,
inferring the rigidity caused by chelate formation. The copper (I1) complexes were
characterized by magnetic susceptibility, which are mononuclear. The complexes
were tested on bacteria causing citrus canker, which had bacteriostatic activities,
evaluated by technique serial microdilution, in which we obtained the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC), there was inhibited the growth of Xanthomonas
citri subsp. citri, in lower concentration in some of the complexes (PGG-1, GGH-
1 e PGG-3) compared to the salts used in the synthesis. The tripeptides used did
not have bacteriostatic activity, related to the inhibition activity of bacterial
growth to the synthesized complexes.
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1 INTRODUCAO

Esta dissertacdo foi desenvolvida na expectativa de que tripeptideos
quando complexados a metais de transi¢do, podem ser usados no combate de
fitopatdgenos. Para uma melhor compreensdo dos passos que levaram ao
desenvolvimento desta pesquisa, é apresentado um referencial tedrico abordando
a importancia do agronegocio brasileiro, dando destaque a citricultura, danos
causados por pragas agricolas, dentre estas, é enfatizado o cancro citrico e a busca
por moléculas com atividade biologica frente a Xanthomonas citri subsp. citri.
Este ultimo topico baseado em fitoquelatinas e os centros metélicos cobre(ll),

prata(l) e zinco(ll).
1.1 AGRONEGOCIO BRASILEIRO E CITRICULTURA

O agronegdcio brasileiro € um dos responsaveis pela manutencéo da
economia do pais, mantendo aproximadamente 22% do Produto Interno Bruto
(PIB), no qual a cada trés empregos, um vem do agronegdcio.! O faturamento
dentro da propriedade rural na safra de 2018 foi de R$ 569,9 bilhdes, mais da

metade desse valor advindo da agricultura, R$ 383,9 bilhdes.

A agricultura e pecudria, juntas, dispdem atualmente de 28,7% do
territorio nacional. No qual 18,6% é utilizado para pastagens, e 10,1% e utilizado
principalmente em culturas como café, soja, cana-de-acucar, citros, etc. A Tabela
1.1, exibe as principais atividades econdmicas subdivididas por hectares no Brasil,

o qual é um dos principais produtores agricolas no mundo.?

Atualmente, na agricultura brasileira, o cultivo de gréos, como a soja,
milho e café, é responsavel por aproximadamente 7,30% da distribuicédo
territorial, e pode ser considerado a principal producdo que movimenta a

economia da agricultura brasileira.> Embora a producéo de citros ocupe a quinta



posicdo no ranking,* atualmente, o Brasil é o maior produtor mundial de laranja,

responsavel por 34% da producéo e 56 % da exportacdo.®

TABELA 1.1 - Distribuicao de hectares no Brasil, atualizado em 18 de janeiro de
20109.

Distribuicao Territorial (2018) MilhGes de hectares %
Agropecuéria em producao 244.5 28,70%
Graos 62,5 7,30%
Pecuaria (Pastagens) 158,6 18,60%
Floresta_s Plantadas com Esséncias 85 1%
Florestais

Cana de Acucar 8,6 1%
Bgnana, Caffe, Mandioca, Cacau, 6.3 0.70%
Citrus, demais permanentes

Areas protegidas pela legislacio 548 64,40%
Unidades de Conservagéo 133 15,60%
Terras Indigenas 121 14,20%
Areas d~e Reserva Legal e 268 31.50%
Preservacao Permanente

Cidades, estradas e hidroelétricas 26 3,10%
Areas ,dl_sponlvels para a 56 6 6.70%
agropecuaria

Outros 1,9 0,20%
Area territorial brasileira 851 100%

Fonte: IBGE, EMBRAPA, CONAB. Elaboragédo AGE/ Mapa.

A citricultura movimentou, em 2017, um PIB de US$ 6,5 bilhdes, e
uma contribuicdo de mais de 45.000 novos empregos no interior paulista.® Essa
alta producéo tem extrema importancia (econémica e social), entretanto fatores
como a variacdo climatica e principalmente o surgimento de doencas e pragas
agricolas sdo responsaveis por acometer os pomares, resultando em perdas de
bilhdes de R$ em toda producdo agricola.® Nesse sentido, estudo de doengas e
pragas agricolas que atacam pomares possuem importancia e devem ser

explorados.



1.2 PRAGAS AGRICOLAS E DOENCAS EM CITROS

A capacidade de insetos, plantas invasoras, fungos, bactérias, virus,
etc., de invadirem plantacGes e/ou organismos, gera perdas significativas,’ cerca
de 7,7 % da agricultura brasileira é perdido todos os anos.®

Na citricultura, uma diversidade de patdgenos sdo responsaveis por
perdas na producdo, Tabela 1.2. A Federacdo paulista ja sofreu grandes problemas
em sua histdria, o primeiro foi em 1940, quando aproximadamente 82% de
laranjeiras foram erradicadas por uma doenca conhecida como tristeza dos citros,
causada pelo Citrus tristeza virus (CTV). Em 1987, quando o Estado de Sao Paulo
ja detinha o titulo de maior produtor do mundo, a clorose variegada dos citros
(CVC), conhecida como “amarelinho”, levou a uma perda de 100 milhdes de
laranjeiras,® quando essa doenca chegou ao seu nivel de contaminagdo maxima,

ocasionou um prejuizo de 1 bilhdo de reais aos cofres da cadeia citricola.®

TABELA 1.2- Doencas e Vetores que atacam 0s citros.

Doenca Causador/vetor Agente
Cancro Citrico Xanthomonas citri subsp. citri, Bactéria
CvC Xylella fastidiosa Bactéria
_ Candidatus Liberibacter asiaticus Bactéria
Greening . ; — -
Vetor: Diaphorina citri Psilideo
Citrus leprosis virus (CiLV) Virus
Leprose _ — -
Vetor: Brevipalpus phoenicis Acaro
Morte Subita  N&o tem causa confirmada Virus
Phyllosticta  citricarpa  (Guignardia

Mancha preta Fungo

citricarpa)

Fonte: Fundecitrus.

Na década atual, mais de 40 milhdes de laranjeiras foram erradicadas,
ocorrendo um aumento na mortalidade de 4% para 7,5%, acarretando na perda de

R$ 80 milhdes de reais por ano.'® Dentre os principais fitopatdgenos causadoras



de perdas na citricultura, a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, esta presente
nos pomares brasileiros desde 1957, e ataca uma ampla variedade de citros

(laranja doce, tangerinas, limdes e limas acidas).!!

1.3 XANTHOMONAS CITRI SUBSP. CITRI

O género Xanthomonas provoca doencas em outras culturas
economicamente importantes (arroz, feijao, algoddo, cana-de-agucar, tomate,
repolho e pimenta)?, aparecendo, inicialmente, como pigmentos amarelos nas
folhas, por isso a origem de seu nome, do grego, xanthos, que significa “amarelo”,
e monas significa “entidade™.'?> As plantas atacadas por bactérias desse género
podem apresentar necrose, as folhas murcham, caem prematuramente e em casos

mais agravantes observa-se apodrecimento da planta, Figura 1.1.

FIGURA 1.1 - Manifestacdo do ataque de bactérias do género Xanthomonas em

plantas: (A) feijdo e (B) algodoeiro. Fonte: (www.agrolink.com.br).

A Xanthomonas citri subsp. citri € uma bactéria Gram-negativa, que
afeta todas as variedades citricas comerciais, possui uma especificidade para o
tecido da planta, invadindo o sistema vascular, principalmente o xilema,*?
Figural.2. O controle dessa bactéria é baseado em sprays contendo cobre,30 uso
desordenado de sais de cobre provocou o aparecimento de bactérias resistentes a
este metal, apesar do conhecimento dessa resisténcia, o cobre ainda é utilizado na

forma de hidréxido de cobre, oxicloreto de cobre e 6xido cuproso, 0s quais sdo



pulverizados no pomar, na prevencdo da doenca em plantas jovens,!* pois esses

sais sdo insolUveis em dgua, permanecendo por mais tempo sobre o tecido vegetal.

Sistema vascular

Local de ataque

Células do mesofilo

FIGURA 1.2 — Ampliacdo ilustrativa do tecido vegetal para a visualizagdo do
sistema vascular simplificado, local de invasao da Xanthomonas citri subsp. citri.
Figura retirada e adaptada de Nature Reviews Microbiology, v 9, p 344-355
(2011).%2

1.4 CANCRO CITRICO

O cancro citrico tem origem na Asia, onde é considerada uma
epidemia para os produtores, ocasiona desfolhacdo, pigmentacdo amarela nas

folhas e lesdes nos frutos e a queda prematura dos mesmos,** Figura 1.3.

FIGURA 1.3 - Representacdo dos danos causados pelo cancro citrico nas folhas
na manifestacdo de pigmentos amarelos (A) e as lesGes causadas nos frutos (B).
Figuras retiradas e adaptadas da agrolink (A) (www.agrolink.com.br) e

SNA/Reproducéo (B) (www.sna.agr.br).



Toda a producdo de citros é suscetivel ao cancro citrico, e conhecer
0 ciclo desta doenca, auxilia nas medidas a serem tomadas pelo agricultor. Essa
patogenicidade é dividida em quatro fases: Disseminacao, ocorrendo 0 contagio
da doenga; Infeccéo, penetracdo no sistema vascular; Colonizagao, aparecimento

dos primeiros sintomas e Sobrevivéncia, permanéncia da bactéria em lesoes.**

A contaminag&o, geralmente, ¢ iniciada em arvores nas bordas dos
talhGes, e através de acbes humanas, ventos, chuvas, etc., a bactéria € transmitida
para grupamentos de arvores proximas, conforme a Figura 1.4. Essa propagacao
se inicia lentamente e caso ndo seja detectada, pode ocorrer uma contaminagéo

desenfreada,!! levando a perda do pomar.

Contaminada N3do contaminada

99900

OOOOOQ  IXI XXX
I I XXX JmpR X X X X X
‘I T XX T ) ‘" ITT XX

A XXXX1 KXAXlAXA

FIGURA 1.4 - A transmissdo do cancro citrico de uma arvore contaminada para

uma ndo contaminada por acOes da natureza, iniciando em uma unica arvore e
rapidamente contagiando grande parte do pomar. Figura retirada e adaptada do
manual técnico de maio de 2008 da FUNDECITRUS.1!

O levantamento feito pela FUNDECITRUS em 2018, revelou que o
cancro citrico esta presente em 16,4% dos talhGes pertencentes ao Estado de Séo



Paulo e do Triangulo/Sudoeste Mineiro, revelando que 11,7% das arvores
continham cancro citrico.’®> Apesar do avanco tecnolégico, ainda ndo ha um
método de cura para as plantas contaminadas com essa doenca.®

A profilaxia gerada pelo uso de cobre fixo (insolivel em &gua) ndo
ajuda na descontaminacdo de plantas que contém o patdgeno, as quais Sao
retiradas dos talhdes. Para essa alternativa, ha grande necessidade na busca por
moléculas (organicas e/ou inorganicas), com atividade inibitoria de fitopatdgenos,
sollveis em agua e que possam ser absorvidas pelas plantas, auxiliando no

controle do cancro citrico e outras doencas agricolas.

15 BUSCA POR SUBSTANCIAS COM ATIVIDADE
BIOLOGICA

Os estudos para a identificacdo de substancias bioativas podem ser
embasados na observacdo da natureza, como por exemplo, a inibicdo de uma
planta por outra, onde o pesquisador tem um direcionamento em buscar a
molécula responsavel pela acdo herbicida. Por outro lado, moléculas isoladas em
estudos fitoquimicos, podem ser testadas em patdgenos e predadores ndo naturais
da planta em estudo, para inferir a atividade bioldégica da molécula na
comprovacdo de hipoOteses ou embasar cientificamente um conhecimento
etnobotanico, fazendo com que a quimica de produtos naturais (PN) desempenhe
um papel importante na descoberta de novos medicamentos e agroquimicos,*’ ou
servindo de inspiracdo para o desenvolvimento sintético de novas moléculas com

potencial bioldgico, como por exemplo, os piretroides.

Os piretroides, Figura 1.5(C), sdo substancias que tiveram sua origem
nos estudos sobre as piretrinas, um produto natural que tem seu uso datado em
400 a.C, quando o extrato da planta conhecida como piretro, Chrysanthemum
cinerariaefolium Figura 1.5(A), era usado no combate de piolhos.'® Do piretro

foram isoladas as piretrinas, Figura 1.5(B), as quais foram testadas como



praguicidas, mas a instabilidade dessas moléculas em condi¢bes ambientes,
inviabilizavam seu uso como agroquimico. Modificacdes sintéticas foram
desenvolvidas e deram origem aos piretroides,'® os quais sdo estaveis em

condi¢Bes ambientes e sdo usados na agricultura até os dias atuais.

N g O O
R |
@)
A
R= CH3 ou C02CH3
(B)
(A) Piretroides Ri Rz Rs
R R
! | 20 R4 A-Cialotrina CI CF; CN
O 0 Cipermetrina Cl ClI CN

Deltametrina Br Br CN

Permetrina Cl ClI H

(©)

FIGURA 1.5 - Chrysanthemum cinerariaefolium em (A), piretrina em (B),
destacando o esqueleto basico da piretrina em vermelho, que ndo sofre

modificaces, piretroides em (C).

A natureza, desde os primordios é a principal geradora de
conhecimento, fornecendo modelos moleculares que geram pesquisas buscando a
relacdo de atividade e estrutura,®® como citado anteriormente com os piretréides.
Desse modo, uma pesquisa desenvolvida pelo grupo de Produtos Naturais da
Universidade Federal de Séo Carlos (PN-UFSCar), sobre o estudo fitoquimico da
planta Cyperus Rotunus, usada na fitorremediacdo na area da Mina do Sossego,
localizada na regido de Carajas -PA, pertencente a empresa Vale S. A, mostrou
que essa planta quela metais na rizosfera usando fitoquelatinas (pequenos

peptideos) e transloca esses complexos para as partes aéreas,?! caracterizando-se



como hiperacomuladora. A tabela 1.3 mostra onde tém-se uma maior
concentracdo de metais nas plantas da regido de mineracéo (A), em comparagédo

com a mesma espécie coletada em outra localidade longe da mineracéo (B).

TABELA 1.3 - ConcentragOes de metais na planta Cyperus Rotunus. Em (A)

planta na area de mineracéo, (B) planta longe da area de mineragéo

Concentracdo Rizoma (A) Rizoma (B) Parte aérea (A) Parte aérea (B)

Al (mg/g) 3,6+0,2 4,7+0,1 57+0,6 0,54 £ 0,05

Fe (mg/g) 2,97+0,07 2,08+0,03 6,4+0,6 0,60 £ 0,01
Cr (mg/Kg) 112 +1 583 24 £ 4 <0,3
Cu (mg/Kg) 138+ 2 111 921 £ 69 3,7+£0,1
Zn (mg/Kg) 241 177 45+1 11+1

Fonte: SOUSA, P. P., Dissertacdo de mestrado, UFSCar, 2016.%

Os estudos sobre plantas hiperacumuladores de metais sdo voltados
na comprovacdo de danos causados pelo metal na espécie, entretanto, um outro
questionamento pode ser feito: Pequenos peptideos quando quelados a metais,

podem ser ativos contra fitopatdgenos?

Os estudos voltados principalmente a quimica inorganica, mostram
que a formacéo de complexos metalicos com produtos naturais/sintéticos, exibem
atividades bioldgicas.?? Nesse sentido, ha possibilidade de que os tripeptideos
quando quelados a metais possam ser candidatos promissores contra
fitopatogenos. Esse modelo de complexo peptideo-metal, baseado na planta
Cyperus Rotunus, € um objeto de estudo interessante na busca por moléculas
bioativas, de modo a entender a relacdo estrutura dos tripeptideos quelados a
metais com sua atividade bioldgica, pois além da atividade dos complexos
metélicos, tem-se 0 conhecimento de que muitos peptideos tém atividade
antimicrobiana, chamados de Peptideos Antimicrobianos (PAMS) e peptideos

bioativos usados na formulacdo de farmacos.
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1.6 PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) foram reconhecidos como
uma importante estratégia de defesa contra invasores, tendo uma acdo defensiva
imediata nos mais variados microrganismos,? 2* em casos de resisténcia a
antibiéticos, os PAMs sdo considerados uma 6tima alternativa.?® Devido a essa
ampla atividade, no ano de 2008 ocorreu o primeiro “International Meeting on
Antimicrobial Peptides” (IMAP), para discutir alguns questionamentos como:
estrutura, funcdo e projeto de PAMs, aplicagOes terapéuticas de PAMSs,
biomateriais e polimeros peptidicos, teste de suscetibilidade de PAMs.2°

Os PAMs sdo formados, tipicamente, de 10-50 residuos de
aminoéacidos,?” e sdo encontrados nos mais diversos organismos, o ser humano,
por exemplo, conttm 133 PAMSs.2 O nUmero atualizado de peptideos
antimicrobianos encontrados até 0 momento é de 3098 peptideos,?® segundo a
base de dados do “Department of Pathology & Microbiology” da “University of
Nebraska Medical Center” no endereco (http://aps.unmc.edu/AP/main.php).

Os estudos sobre peptideos possibilitaram desenvolvimentos de
muitos farmacos, alguns apresentados na Tabela 1.4. Porém, quando se trata de
tripeptideos, apesar da variedade dessas moléculas, com diferentes estruturas e
diferentes funcdes bioldgicas, poucos estudos visando a atividade contra
patdgenos e modificacdes estruturais com a mesma finalidade estdo disponiveis

na literatura.


http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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TABELA 1.4 - Farmacos baseados em peptideos

Medicamento Residuos de Doenca alvo Ano de
aminoéacidos registro
Captopril : «
(Capoten) 3 Hipertensao 1982
Tirofiban
Anti I 1
(Aggrastat) 3 nticoagulante 998
Epifibatide Sindrome coronariana
- 7 L 1998
(Integrilin) aguda e angina instavel
Blvallr_udlnrub 20 angina instavel 2000
(Angiomax)
Ziconotide "
(Prialt) 26 Dor neuropatica 2004
Exenatide i .
(Byetta) 39 Diabetes tipo 2 2005

Fonte: Chem Biol Drug Des, v. 81, p 136-147, 2013.

Pode ser citado o complexo formado pelo tripeptideo Glicina-
Histidina-Lisina (GHK) coordenado ao centro metalico Cu?* (Cu-GHK), Figura
1.6, o qual foi o primeiro relato de um tripeptideos quelado ao centro metalico de
cobre no estado de oxidagdo 2+ com uma variada acdo biologica. Esse complexo
foi isolado naturalmente do plasma sanguineo humano em 1973, para tal é

atribuido principalmente a funcéo protetora e regenerativa da pele humana.?

H,N
Cu2t o

/\N’ N

HN
= .,,,/////\ \/\/Q\/\/
0)
- 0]

O

NH,

FIGURA 1.6 - Complexo Cu-GHK isolado do plasma sanguineo.
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1.7 TRIPEPTIDEOS, FENILALANINA-GLICIL-GLICINA E
GLICINA-GLICIL-HISTIDINA, NA  FORMACAO DE
COMPLEXOS METALICOS

Os tripeptideos sdo biomoléculas formadas por trés residuos de
aminoacidos mediante duas ligacdes peptidicas, por uma reacdo de condensacao
de um grupo amino com um acido carboxilico. De modo geral, uma cadeia
peptidica aberta possui duas terminacbes, a N-terminal, quando em uma das
extremidades o grupo amino esta ligado ao carbono na posicéo alfa-carboxila, e

C-terminal, extremidade que contém o acido carboxilico.

Por definicdo, uma cadeia peptidica é iniciada da extremidade
contendo o grupo amino, assim, na Figura 1.7 é apresentada a estrutura do
tripeptideos L-Fenilalanina-Glicil-Glicina (PGG) destacando 0s pontos de
coordenacao (propostos nesta pesquisa para a formacgéo dos complexos metalicos
com esse ligante), as extremidades N e C- terminal e as ligacGes peptidicas,

mostrando o anel aromatico com uma numeragao sistémica.*

Ligacdo peptidica

C-Terminal

5 N-Terminal Ligacdo peptidica
FIGURA 1.7 - Estrutura do tripeptideo PGG, demonstrando suas extremidades e

0s pontos de coordenacdo propostos nesta pesquisa estdo destacados em

vermelho.

O GGH, possui um residuo de aminoacido L-histidina, seguindo as
recomendac0Oes da IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
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e JCBN (Joint Commission on Biochemical Nomenclature),* para que ndo haja
erro na nomenclatura, os nitrogénios do anel imidazol sdo chamados de =«
(proximo a cadeia lateral do imidazol) e T (longe da cadeia lateral do imidazol),

como demonstrado na Figura 1.8.

Ligagdo peptidica C-Terminal

o
N
N-Terminal H

O ) OH
H
o
HZN\)k N/////,
/\H/ > o
0 B
/

Ligacgao peptidica T

n N/
FIGURA 1.8 - Estrutura do tripeptideo GGH, demonstrando suas extremidades,
ligacOGes peptidicas, os pontos de coordenacdo propostos para 0s complexos
sintetizados nessa pesquisa (em vermelho) para esse ligante e a nomenclatura

usada para 0 aminoacido do residuo L-histidina.

Ambos os peptideos, PGG e GGH, possuem mais de um ponto de
coordenacdo em sua estrutura, similares as fitoquelatinas, proporcionando a
formacdo de quelatos com os metais Cobre(ll), Prata(l) e Zn(lIl). A formacao de

quelatos sdo promissores antibacterianos ou com outras atividade bioldgicas.3!

1.8 PROPRIEDADES QUIMICAS E BIOLOGICAS DO COBRE

O cobre (Cu) é o elemento 29 da tabela periodica, pertencente ao
grupo 11, fazendo parte da primeira série de transicio. E um dos metais mais
abundantes na Terra, a crosta terrestre é constituida de 0,0068% do elemento
cobre, o qual possui importancia para a metallrgica, eletrénica e principalmente
em sistemas biologicos, essencial para o desenvolvimento e manutencdo da vida,

denominado como um elemento-traco, pois esta presente em baixa concentracéo,
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mas desempenha fungbes essenciais, como por exemplo, na superoxido
dismutase (SOD), convertendo anions superoxidos em peréxido de hidrogénio,
preservando o meio intracelular.®? 33 3 Apesar de possuir outros estados de
oxidac&o, sua quimica estd governada pelos compostos de Cu(l) e Cu(ll).

No estado de oxidacdo 1+, o cobre é uma espécie diamagnética (ion
d®9), seus complexos sdo, geralmente, incolores, mas podem apresentar cores por
fatores como natureza do ligante e bandas de transferéncia de carga. Adota,
comumente, as geometrias lineares, trigonal e tetraédrica, com 0s respectivos
numeros de coordenacdo I, Il e IV.

No estado 2+, é um fon paramagnético (d°) e seus complexos
apresentam coloracéo azul ou verde, devido a transi¢édo d-d por absorg¢ao na regido
de 600 nm a 900 nm, pode apresentar outras cores devido aos mesmos fatores
mencionados para o cobre(l). Considerando o(s) ligante(s) e o numero de
coordenacgdo, complexos de cobre(ll) podem assumir geometrias variadas.®® Na
Figura 1.9, é demonstrado algumas das geometrias encontradas em complexos de
cobre (I1).

aa m

CU(II) ’VIII//I/
Tetraédrica Pirdmide de Octaédri
ctaédrica
NC = 4) base -
( quadrada (NC =6)
(NC=Y5%)

FIGURA 1.9 - Algumas possiveis geometrias para complexos de Cu(ll).

O cobre possui acdo farmacoldgica, seus complexos dispem de
potenciais atividades antimicrobianas, antifingicas, antivirais, etc.*® Na
agricultura, é utilizado frequentemente como calda bordalesa, mistura de cal e
sulfato de cobre, um defensivo quimico ministrado em culturas diversas, como:

banana, uva, manga, figo, jabuticaba, goiaba, laranja, abacate, macé, etc.*’
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1.9 PROPRIEDADES QUIMICA E BIOLOGICAS DA PRATA

A prata (Ag) tem numero atdmico 47, faz parte do grupo 11 da tabela
periddica, juntamente com o cobre e 0 ouro. Integra a segunda série de transicéo
e possui trés estados de oxidacdo, Ag(l), Ag(ll) e Ag(lll), estes altimos sdo
bastantes raros e instaveis,® seu inico estado estavel é o Ag(l), o qual é facilmente
reduzido a prata metalica Ag(0) em condicdes normais de luz. Este metal,
juntamente com o ouro (Au) e o cobre (Cu), é usado pela humanidade a mais de
7500 anos.3®

O ion de Ag" atua como um &cido de Lewis mole com um elevado
poder polarizador, e apresenta uma forte tendéncia para a formacéo de complexos
com ligantes com atomos doadores como C, N, P, As, O e S.* Possui uma esfera
de coordenacdo muito flexivel (nGmeros de coordenacéo de 2 até 6), capaz de

assumir diferentes geometrias como mostra a Figura 1.10.

i } e m } aw
As)  —lag—  —ing P e

iy
> N N ’ ~
Linear Trigonal planar  Tetraédrica Piramide de Octaédri
(NC =2) (NC=3)  (NC=4) base ctaédrica
quadrada ( =6)
(NC=5)

FIGURA 1.10 - Geometrias adotadas pelos complexos de prata.

Os ions Ag* estdo sendo cada vez mais estudados, devido ser um
agente antimicrobiano,*® como exemplos, o nitrato de prata 1% usado em colirios
na profilaxia da oftalmia neonatal, e a sulfadiazina de prata, Figura 1.11, usada
para evitar a proliferacdo de microrganismos oportunistas em ferimentos na pele.
Apesar da prata ndo ser um metal essencial, estes medicamentos ndo apresentam

efeitos colaterais nas doses usadas nos medicamentos citados.*! #°
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FIGURA 1.11 — Estrutura quimica da sulfadiazina de prata.

1.10 PROPRIEDADES QUIMICA E BIOLOGICAS DO ZINCO

O zinco possui nimero atémico 30, localizado no grupo 12 da tabela
periddica, juntamente com o cadmio e 0 mercurio, faz parte da primeira serie dos
metais de transi¢do. Sua quimica é governada por sua forma idnica Zn?*, possui
configuracdo [Ar]3d*, com um raio comparavel ao do Mg?*, porém um é&cido de
Lewis semelhante ao fon Cu(ll).4

O Zn?* forma complexos com ligantes doadores de elétrons
(oxigénio, nitrogénio, enxofre e haletos). Em sua maioria, 0os complexos de zinco
adotam a geometria tetraédrica*®, podendo ser encontrados estruturas octaédricas,
Figura 1.12.

‘ ///////I/, ‘ ‘\‘\\\\\\\

Zn(I) /an\w, S
Tetraédrica Octaédrica
(NC=4) (NC = 6)

FIGURA 1.12 — Geometrias adotados pelos complexos de zinco.

Em sistemas bioldgicos, o zinco faz parte de metaloenzimas e
metaloproteinas, considerado um elemento essencial, vital para a sadde humana e
metabolismo.** Na agricultura, o zinco é utilizado no fungicida Ziram em

hortalicas, no controle da pinta preta no tomateiro e na batata desde 1940, no
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controle de verrugose e melenose em laranja péra.*® Sua estrutura é demonstrada

na Figura 1.13.

\N/

s/'\s
\ S ] \ &S /
/N —<sz1{ Zn\s>—N\
S

T

/
S
7N

FIGURA 1.13 - Estrutura quimica do produto comercial Ziram.
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2 OBJETIVO GERAL

2.1

Sintese e caracterizacdo de complexos de Cobre (1), Zinco (1) e Prata (1),
com os ligantes tripeptideos (PGG e GGH), de modo similar aos quelatos
formados por fitoquelatina, com avaliacdo da atividade bacteriostatica e

bactericida em Xanthomonas citri subsp. citri.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintese dos complexos [metal(peptideo)], (metal = Cu(ll), Ag(l) e Zn(ll)) e
(peptideo = PGG e GGH);

Analise elementar (C, He N)

Caracterizagdo por Espectroscopia de absorcdo nas regides do
Infravermelho (IV) e Ultravioleta-Visivel (Uv-Vis);

Caracterizacdo por Ressonancia Magnetica Nuclear (RMN);
Caracterizacédo por Espectrometria de massas de alta resolucao;
Caracterizacéo por condutividade molar

Teste de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) em Xanthomonas citri

subsp. citri.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste capitulo sdo descritos 0s solventes, reagentes, técnicas de

sinteses, instrumentacdo e caracterizacdes realizadas no decorrer da pesquisa.

3.1 SOLVENTES

Em todas as reacOes para obtencéo dos complexos apresentados nesta
dissertacdo foi utilizado um unico solvente, agua (ultrapura), a qual foi tratada em
atmosfera de argobnio (inerte); na caracterizacdo por espectroscopia de absorcao
na regido do ultravioleta-visivel os solventes foram agua e dimetilsulféxido
(DMSO), para anélise espectrométrica de massas e condutividade, os complexos
foram solubilizados em agua (ultrapura), para obtencdo dos espectros de

ressonancia nuclear (RMN) foi utilizado Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d).

3.2 ATMOSFERA INERTE

O argonio utilizado oriundo da White Martins, foi desaerado e seco
através de um sistema de colunas contendo silica gel na primeira coluna para
remoc¢do da umidade do gas. Na segunda coluna tém-se cloreto de calcio e na
terceira o catalisador BTS-R-3-11 (Fluka Chemika), mantidos em temperatura de

60° C, para remocao do O..

3.3 REAGENTES

Os ligantes tripeptideos PGG e GGH, juntamente com 0s sais
tetrafluoroborato de prata hidratado, nitrato de cobre trihidratado e
tetrafluoroborato de cobre hidratado foram de procedéncia comercial, Sigma-
Aldrich. O acetato de zinco Il dihidratado e o bicarbonato de sodio, foram

adquiridos da Synth.
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3.4 BALANCA ANALITICA

As massas dos reagentes utilizados nas reagdes dos complexos de
cobre e zinco foram pesadas na balanca analitica METTLER AE 240, aqueles cuja
sintese envolve a prata foram mensurados em uma balanca SARTORIUS
BP211D, a qual fica dentro da sala apropriada para manusear a prata no seu estado

de oxidacdo 1+.
3.5 SINTESE DOS COMPLEXOS [METAL(PEPTI'DEO)]

Todas as reacdes foram executadas em Schlenk e durante a adicéo do
solvente (agua) e dos reagentes, 0s schlenks estavam conectados ao sistema de
passagem de fluxo de argonio. Para a reducéo do solvente foi utilizada uma bomba
de vacuo buchi, modelo B-169 Vacuum-System, um agitador magnético e um
banho de aquecimento, onde foi montado um sistema de reducéo de solvente (a
quente). Apds a reducdo da agua, o sélido formado no schlenk foi seco novamente
utilizando uma bomba alto vacuo EDWARDS, modelo RV8, a qual é acoplada a

um recipiente dewar com nitrogénio liquido.

As reacdes com os ligantes PGG e GGH foram repetidas inimeras
vezes, para sua otimizagdo, utilizando o minimo de &gua. Desse modo, séo
descritas as quantidades, em mmol, de cada reagente de apenas uma das varias

reacOes desenvolvidas.

3.5.1 Sintese do complexo [Cu(PGG)]NOs

Em 2 mL de &4gua foram solubilizados 0,281 mmol de PGG, a solucéo
permaneceu incolor, com a adig¢do de 2 mL de nitrato de cobre na proporcéo 1:1
com o ligante, a solucdo passou para uma colora¢do azul clara, quando o
bicarbonato de sodio foi adicionado, houve uma mudanca na coloracdo para um

azul escuro. As mudancas na coloracdo podem ser observadas na Figura 3.1.
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(B)
FIGURA 3.1 - Mudancas na coloracdo no processo reacional do PGG com
Cu(NO3),2.3H,0, na solucdo incolor tém-se o PGG (A), na solugédo azul clara o
PGG + Cu(NOs),.3H,O (B), por fim, a solucdo azul escura o PGG +
Cu(NO3),.3H,0 + NaHCO; (C).

A sintese teve duracéo de 12 horas, em refluxo e agitacéo, ao final da
reacdo a solucéo apresentou uma cor verde. Apds a reducédo do solvente o sélido
verde formado foi seco na bomba de alto vacuo e sua massa foi mensurada em
uma balanca analitica. A reacdo teve rendimento de 79,95%, com uma perda de
massa durante a raspagem do Schlenk. Na Figura 3.2, é demonstrado o esquema

simplificado de sintese.

12h A

Cu(NO»),.3H,0 >
u(NO;),.3H, + PGG NaHCO,

FIGURA 3.2 - Esquema simplificado da sintese do [Cu (PGG)]NO:s.

IV (cm™): 1662,5 v(C1=0), 1627,8 v(C=0), 1546,7 5(NH,), 1383
cm? (NO3). Uv-Vis: Em 4gua, transi¢cdes n-r” nos (A) de 194 nm e 212 nm, com
e [Log ¢ (M cm™)] = 4,39 e 4,29, respectivamente. Transi¢es d-d do centro

metalico com absor¢do méaxima em 664 nm com ¢ [Log ¢ (M cm™?)] =1,71.
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3.5.2 Sintese do complexo [Cu(PGG)]BF4

Um segundo sal de cobre, Cu(BF),, foi utilizado para a formagao do
complexo, com mudanca do contra-ion. Tal mudanca possibilitou uma diferenca
na coloracdo do solido final, com a metodologia e condi¢Oes. Nessa segunda
reacdo foram utilizados 0,182 mmol de PGG e de Cu(BF4),. Sélido azul, com
rendimento de 80%, com perda de massa no processo de raspagem. Na Figura 3.3,

é demonstrado o esquema simplificado de sintese.

B o 7 BF,
H O
12h A N/Y
Cu(BF > T
(BFy), + PGG NaHCO; Han.,.,,Ti
0
— O_

FIGURA 3.3 - Esquema simplificado da sintese do [Cu(PGG)]BF..

IV(cm™): 1668 cm™ v(C;=0), 1625,8 cm™ §(C=0), 1398 §(C-H).
Uv-Vis: Em &gua, transi¢es n-* do ligante nos (A) de 194 nm ¢ 212 nm com os
respectivos valores de £ [Log e (Mt cm™)] = 4,14 e 3,85. Transicdo d-d do centro

metalico com absor¢io maxima em 650 nm, com ¢ [Log € (M cm™)] = 1,82.

3.5.3 Sintese do complexo [Zn(PGG)]CH3;COO

Uma massa de 0,175 mmol do peptideo foi solubilizado em 2 mL
agua, com a adicdo do acetato de zinco, em excesso na solugcdo, ndo ocorreu
mudanca na coloracdo, mesmo apoés a adi¢do do bicarbonato de sodio na reagéo.
A reacdo tem duracdo de 12 horas, sob agitacdo. Com a reducdo do solvente e
secagem na bomba alto vacuo, um solido branco é formado. Rendimento igual a

80%. Na Figura 3.4, é demonstrado o esquema simplificado de sintese.
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7 CH;CO0

12h
NaHCO3

ZH(CH3COO)22H20 + PGG

FIGURA 3.4 - Esquema simplificado da sintese do [Zn(PGG)]CH3;CQOO.

RMN H (DMSO-dg, 9,4 T) 2,69 (dd, J= 8,5 e 13,4 Hz, 1H), 2,96 (dd,
J=5.2¢ 13,4 Hz, 1H), 3,56 (dd, J=5,2 e 8,5 Hz, 1H), 3,62 (dd, J= 3,62 e 16,8 Hz,
1H), 3,72 (dd, J= 3,82 e 16,8 Hz, 1H), 3,51 (s, 2H), 7,25 (m, 5H), 7,63 (s, 1H) e
8,44 (s, 1H). IV (cm™): 1656 v(C;1=0), 1608,5 +(C=0), 3296 v(N-H,), 3406 o (N-
H). Uv-Vis: Em 4gua, transicéo do tipo n-m* com valores de € [Log € (M cm™)]

= 4,44 e 3,96 respectivamente.

3.5.4 Sintese do complexo [Ag(PGG)]

A sintese foi feita em uma sala escura, apropriada para se manusear
a prata com seu estado de oxidacdo 1+. Em um Schlenk, conectado ao sistema de
argonio, foi adicionado o peptideo, 0,18 mmol, o qual foi solubilizado em 2 mL
agua, adicionou-se tetrafluoroborato de prata na solucéo, em proporcdo de 1:1
ligante-metal, o bicarbonato de sédio foi adicionado e ndo houve mudancas na
coloracdo. O solvente foi reduzido, formando um sélido amarelado. A massa do
complexo formado foi dividida em duas por¢bes, uma foi guardada em tubos
envolvidos com papel aluminio, e a outra parte foi armazenada em um tubo sem
protecdo contra luz. O complexo armazenado no tubo sem o papel aluminio
escureceu gradativamente no periodo de 7 dias. A reacdo teve rendimento de

75,4%. Na Figura 3.5, é demonstrado o esquema simplificado de sintese.
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12h
NaHCO3

AgBF,.XH,O + PGG

FIGURA 3.5 - Esquema simplificado da sintese do [Ag(PGG)].

RMN H (DMSO-dg, 9,4 T): 2,72 (dd, J= 7,9 e 13,5 Hz, 1H), 2.99
(dd, J=5,3e 13,5 HZ, 1H), 3.70 (t, J= 6,8 € 6,8 Hz, 1H), 3,55 (d, J= 5,1 Hz, 2H),
3,64 (d, J=5,3 e 16,5Hz, 1H), 3,79 (d, J=5,9 3 16,5 Hz, 1H), 7,25 Ph, 5H), 7,71
(t, J=5,2 e 5,2 Hz, 1H), 8,72 (t, J= 5,8 Hz, 1H). IV: 1658,6 v(C1=0), 1604,6 -
1541 v(C=0), 1546,7 6(NH,), 1396,3 6(C-H). Uv-Vis: Em agua, transi¢des do
ligante, em 194 nm e 196 nm sdo as transi¢cdes n-t* com 0s respectivos valores
de € [Log € (M cm™)] =3,85 ¢ 3,91. Em 260 nm, transi¢do m-m*.

3.6 SINTESE COM O GGH

Em todas a repeticdes em busca da otimizacao para cada reagcdo com

o ligante GGH, buscou-se a utilizacdo do minimo de solvente, 4 mL de agua.

3.6.1 Sintese do complexo [Cu(GGH)](NO3):

Em um schlenk, foram adicionados 0,16 mmol do peptideo GGH, o
qual foi solubilizado em 2 mL de agua, adicionou-se 2 mL de uma solucéo de 0,16
mol/L de nitrato de cobre, aparecendo uma cor rosada, que mudou para azul em
poucos segundos. Para o peptideo GGH néo se faz necessario desprotonar o &cido
carboxilico da parte L-histidina, pois o anel imidazol da L-histidina tem um
nitrogénio disponivel para servir como ponto de coordenagdo. A reacao teve seu
volume reduzido a vacuo, formando um solido esverdeado. Rendimento de

96,7%. Na Figura 3.6, é demonstrado o esquema simplificado de sintese.
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"l NOs),

o

OH

O E/////,, N \
\/NH
N
L H, _

FIGURA 3.6 - Esquema simplificado da sintese do [Cu(GGH)](NOs)..

12h

Cu(NO;),.3H,0+ GGH

\j
i 2

IV (cm™): 1626 v(HNC=0), 1265 v(0O-H), 1111 v(C-N), 653 e 625
(imidazol monossubstituido). Uv-Vis: Em agua, transi¢es n-n* do ligante, em
196 nm e 218 nm, com os respectivos valores de ¢ [Log ¢ (Mt cm™?)] =4,21 e

3,87, transicdo d-d em 756 nm e banda (TCML) em 536 nm.

3.6.2 Sintese do complexo [Cu(GGH)](BF4)2

Um segundo complexo de cobre com o GGH foi sintetizado, usando
0,15 mmol de ambos os reagentes, a mesma metodologia foi empregada,
observando-se mudancas nas cores entre as duas reacdes e do solido final.
Rendimento de 80,8%. Na Figura 3.7, é demonstrado o esquema simplificado de

sintese.

OH ] (BF4)2

O II\{I/””” @ N S
\/NH
N
L H, _

FIGURA 3.7 - Esquema simplificado da sintese do [Cu(GGH)](BFa)..

o

12h

CU(BF4)2.XH20 + GGH

Y
"z

IV (cm): 1628 v(HNC=0), 1406 §(CHy), 1261 v(O-H), 654, 532 e

224 (imidazol monossubstituido). Uv-Vis: Em agua, transi¢cées n-n* do ligante,
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em 198 nm e 216 nm, com os respectivos valores de € [Log € (M cm™)] = 4,11
e 3,88, transi¢cdo d-d em 766 nm e banda (TCML) em 536 nm.

3.6.3 Sintese do complexo [Zn(GGH)](CH3COO0),

Uma quantidade de 0,15 mmol de GGH foi solubilizada em 2 mL de
agua. O sal de zinco, na proporcdo 1:1 com o ligante, foi solubilizado em 2 mL
do mesmo solvente e inserido a solucdo com o peptideo. Ap6s ~12 horas de
reacdo, a mesma foi seca a quente e o Schlenk com o sélido formado foi posto na
bomba alto vacuo, apos a raspagem a reacdo teve rendimento de 84,35%. Na

Figura 3.8, é demonstrado o mecanismo simplificado de sintese.

OH 7 (cH;c00),

Y

Zn(CH;CO0),2H,0 + GGH 12h H‘\

FIGURA 3.8 - Mecanismo simplificado da sintese do [Zn(GGH)](CH3;COO)s.

IV (cm?):1575 cm? v(HNC=0), 1400 cm? §(CH,), 1269 cm
v(OH), 1113 cm? (C-N), 677 cm?, 657 cm?® e 621 cm? (imidazol
monossubstituido). Uv-Vis: Em &gua, 196 nm e 210 nm, transicdes n-m

intramolecular, com os respectivos valores de € [Log € (M? cm™?)] = 4,40 e 3,96.

3.6.4 Sintese do complexo [Ag(GGH)]BF4

Em um schlenk, conectado ao sistema de argonio, foi adicionado o
peptideo (GGH), solubilizado em agua destilada, adicionou-se tetrafluoroborato
de prata a solucéo, ndo havendo mudancas na coloracdo. O solvente foi reduzido,
e um solido branco amarelado formou-se. Rendimento de 73,6%. Na Figura 3.9,

é demonstrado o esquema simplificado de sintese.
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FIGURA 3.9 - Esquema simplificado da sintese do [Ag(GGH)]BF..

RMN H (DMSO-ds, 9,4 T) 3,02 (dd, J=6,3 e 14,5 Hz, 1H), 3,10 (dd,
J=5,0e 14,5 Hz, 1H), 3,51 (s, 2H), 3,79 (d, J= 5,6 Hz, 2H), 4,37 (g, J= 6,22, 6,22,
6,32 Hz, 1H), 7,04 (s, 1H), 7,89 (d, 8,52 Hz, 1H), 7,91 (s, 1H), 8,86 (t, 5,8, 5,8
Hz, 1H). IV (cm™): 1658 — 1595 v(HNC=0), 1396 5(CH,), 1265 v(O-H), 623,
532 e 212 (imidazol monossubstituido), 1083 cm™ (BF4). Uv-Vis: Em &gua,
transicoes nos (A) 196 nm e 216 nm, n-n*, com os seguintes valores de € [Log €

(M1cm™)] =4,23 e 3,94, respectivamente.

3.7 ANALISE ELEMENTAR

As medidas de teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
realizadas pela técnica do Laboratorio de Microanalise do Departamento de
Quimica da UFSCar no equipamento CHNS-O modelo CE 1108 da Fisons

Instruments.

3.8 CONDUTIVIDADE MOLAR

As medidas de condutividade molar foram feitas apenas paras 0s
complexos com o ligante GGH, utilizando-se um condutivimetro Meter Lab,

modelo CDM230. As solucdes foram preparadas em concentragdo de 10 mol.L

1
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3.9 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO

Os espectros vibracionais de absor¢do na regido do infravermelho
médio foram obtidos em um espectrofotdmetro Bomem-Michelson FT, com
resolucdo de 4 cm™, modelo MB-102. Foi utilizado brometo de potassio (KBr),
grau espectroscdpio, como suporte. O KBr foi mantido em estufa a 120 °C antes
de ser usado na fabricacdo das pastilhas. Antecedendo a obtencdo dos espectros
de cada amostra, fez-se o espectro com 100 mg de KBr, denominado branco, para

correcao de ruidos.

As pastilhas contendo os complexos, sais e ligantes foram preparadas
na proporcao 1:100 amostra/KBr em mg, macerando a amostra junto com o KBr
no almofariz com um pistilo de agata, até que houvesse total trituracdo e
homogeneiza¢do. Em seguida, foram colocados no pastilhador, o qual foi posto

em uma prensa para fabricacao das pastilhas sob presséo.

3.10 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO
ULTRAVIOLETA-VISIVEL

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel foram
obtidos em dois equipamentos, um espectrofotdmetro de arranjo de diodo da
Hewlett Packard (HP) 8452A, e o segundo espectrofotbmetro UV-1800 (UV
spectophotometer) da Shimadzu. Os espectros foram obtidos em H,O ultrapura e
DMSO, ambos em vaérias diluicdes, em cubetas de quartzo com caminho 6ptico
de 1 cm e capacidade de 4 mL, nas faixas de 190 nm a 800 nm (agua) e 250 nm a
800 nm (DMSO).

Os valores de absortividade molar (¢) foram determinados pela
equacdo da Lei de Beer, e de posse dos valores foi aplicado a propriedade

logaritmica (logio), € 0 valor da absortividade molar () foi obtido em log de «.
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A= ¢b.c

A= Absorbancia, b = caminho ético (cm) e ¢ = concentracdo molar
(mol L?).

3.11 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA
NUCLEAR (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H, *C{*H}, e os
mapas de contorno COSY, HSQC e HMBC foram obtidos em um espectrometro
BRUKER DRX 400 MHz (9,4 T) pertencente ao Departamento de Quimica da
UFSCar.

3.12 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As amostras foram analisadas em um espectrometro de massas
Waters Xevo G2-XS QTof, localizado no Instituto de Quimica da Universidade
de Séo Paulo (USP), com analisador quadrupolo / Tempo de vdo. As analises
foram realizadas por infuséo direta com fluxo variando entre 1 e 10 mL.min%,
com ionizacdo por Eletrospray (IES) em modo positivo com varredura na faixa
de 50 — 2000 Da. Para alguns ions selecionados, foram realizados experimentos

de MS/MS, através da fragmentacéo por dissociacao induzida por colisdo (CID).

3.13 SUSCEPTIBILIDADE MAGNETICA

As medidas do momento magnético efetivo (L), foram realizadas

em uma balanca Johnson Mattey-AUTO MSB, seguindo as etapas abaixo:

e Ajustou-se a altura do tubo capilar, de forma que 4,5 cm do mesmo
permanecesse no interior da balanca;

e Com aopcéo de tara da balanca, as metrologias do tubo foram abatidas;
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e O tubo foi retirado da balanca de susceptibilidade, nele foram adicionados
a gquantidade de analito necesséaria para preencher 1,5 cm do capilar;

e A massa em gramas da amostra foi mensurada em uma balanca analitica e
0 tubo foi posicionado novamente a 4,5 cm de seu tamanho para o interior
da balanga;

e As medidas de altura de amostra em milimetros (mm), massa de analito
usada para preencher os 15 mm foram programadas na calculadora
acoplada a balanca;

e O valor da susceptibilidade magnética por unidade de massa para cada
complexo foi fornecido pela balanga de susceptibilidade magnética, esse
valor foi substituido nas formulas destacadas em negrito para o calculo do

numero de elétrons desemparelhados.
xm = xg . MM

pef = K(xm.T)V? = 2,84Vxm . T
4+ (4.uef>)= A

_—btVA

n 2a

xm= Suscetibilidade magnética molar; xg = Suscetibilidade
magnética por unidade de massa; MM = Massa molecular; T = Temperatura em
Kelvin; pef = Momento magneético efetivo, n = Numero de elétrons

desemparelhados; K= Constante de Boltzman.

3.14 TESTE BIOLOGICO

Para os experimentos microbiologicos, foram utilizadas bactérias
Xanthomonas citri ssp. citri, sensiveis ao cobre(l1), Tabela 3.1. Todas as bactérias

utilizadas nos testes bioldgicos, foram disponibilizadas pela FUNDECITRUS, os
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ensaios foram desenvolvidos pelo Laboratorio de Pesquisa de Microbiologia
Aplicada-UNIFRAN.

TABELA 3.1 - Isolados de Xanthomonas citri subsp. citri.

Isolado Local de origem Ano de isolamento  Cu
12 Paranavai-Parana 1997 S
75 Casa Branca-SP 1998 S
316 Presidente Prudente-SP 2002 S
621 Chapec6-SC 2001 S
10 Guararapes-SP 1980 S

S= Sensivel.

O crescimento das culturas de Xanthomonas citri ssp. citri foram
desenvolvidos em caldo nutriente da marca Kasvi, em sua composi¢ao tém-se:
extrato de carne (1,0 g.L?), extrato de leveduras (2,0 g.L 1), extrato de peptona
(5,0 9.L 1) e cloreto de sédio (5,0 g.L1). Os isolados foram deixados em um tempo
de 72 horas de crescimento (periodo em que as bactérias estio em completa
atividade metabolica). Ap0s esse crescimento ocorreu a suspensao das celulas em
solucdo salina 0,9% para o preparo do inéculo, o qual foi padronizado por leitura
6tica em um densitbmetro (espectrofotobmetro da densimat com leitura a 550 nm),
0 qual mediu a opacidade da solucédo bacteriana por espalhamento de luz. Essa
turbidez medida equivale a concentracdo bacteriana, padronizada para a
concentragdo de 10° UFC/mL (Unidade Formadora de Colonia), dessa solucéo
uma aliquota foi retirada e diluida em solucdo salina e caldo com nutrientes,

deixando o in6culo com 5 x 10° UFC.

Nas atividades bioldgicas, os complexos foram avaliados pela
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), a qual foi medida por microdiluicdo
seriada em microplacas de 96 pocos, seguindo o protocolo estabelecido pelo
“Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)”, antiga “National Committe
for Clinical Laboratory Standards (NCCSL).” Os ensaios foram desenvolvidos

em triplicatas, para uma maior confiabilidade das atividades dos complexos,
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ligantes (PGG e GGH), sais dos metais usados nas sinteses e sais formados nos

processos reacionais com o PGG.

A solucdo mae (SM) de cada amostra testada foi preparada com a
adicdo de 1 mg (amostra) em 125 uL. de DMSO (solvente), a solucdo gerada teve
concentragdo de 8000 ug/mL, a qual foi diluida com mais 375 uL de caldo

nutriente, a solucao resultante teve concentracdo de 2000 pg/mL.

Na placa de 96 pogos, exemplificada na Figura 3.10, pipetou-se 50
uL de caldo nutriente em todos os pocos. Na fileira B, foram pipetados 59 pL do
antibiotico estreptomicina para o controle positivo, a atividade bactericida do
DMSO foi avaliada nos pocos da fileira C, nos volumes de 75 uL, 76 uL, 77 pL,
78 uL e 79 uL. A viabilidade do caldo nutriente foi testada em trés pocos da fileira
D. A solugdo mae foi avaliada em trés pogos da fileira F, ndo ocorreu
contaminacéo dessa solucéo. Foi realizado o controle da solucdo salina usada no
preparo do inoculo. Na fileira A, foram pipetados 50 uL da SM no primeiro pocgo,
e pelo fator de diluicdo, a concentracdo da SM no primeiro pocgo foi de 1000
ug.mL?, e deste foram retirados 50 pL e pipetado no segundo pogo, essa
microdiluicdo foi realizada até o ultimo poco, no qual a concentracao foi de 1,95
ug.mLt. Apo6s a microdiluicdo, 20 pL do indculo foi adicionado em cada pogo.
As placas foram armazenadas em uma camara incubadora (BOD) por 72 horas a
28°C.
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FIGURA 3.10 - llustracdo da metodologia utilizada em placa Eliza de 96 pocos
para a medida da CIM. Imagem retirada e adaptada de SILVA, D. F.1®

O resultado da CIM foi obtido pelo teste de coloragdo com resazurina
0,02%, de procedéncia Sigma-Aldrich. Para esse teste, 30 uL de resazurina foram
pipetados em cada pogo, a qual possui coloracdo purpura, mas na presenca de
ceélulas bacterianas vivas sofre uma reacdo de reducéo para resorufina, a qual tem

coloracéo résea.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o0 norteamento das caracterizacbes se fez necessario a
complementacado de dados referentes aos ligantes, por isso optou-se por fazer uma
caracterizacdo de ambos os tripeptideos.

No teste para solubilidade com alguns solventes presentes no
laboratdrio, metanol (MeOH), acetonitrila (ACN), dimetilformamida (DMF),
dimetilsulfoxido (DMSO), acetona e agua. Os ligantes PGG e GGH foram
solGveis em &gua, com uma solubilidade média do PGG e uma solubilidade baixa
para 0 GGH em DMSO. Nos demais solventes, ambos foram insolUveis, desse
modo, os resultados experimentais em solucdo séo apresentados em agua e/ou
DMSO.

A apresentacdo dos resultados e, consequentemente, discussdo sera
realizada em ordem de ligantes, primeiramente para o0 PGG, onde é demonstrado
seus dados de RMN, infravermelho e ultravioleta. Apds essas trés técnicas, 0s
complexos com PGG sdo analisados em comparagdo com o ligante livre. Na
sequéncia, o ligante GGH com suas caracterizagcdes por RMN, infravermelho e
ultravioleta, fazendo a discusséo dos complexos sintetizados em comparagdo com
0 GGH livre.

4.1 LIGANTE PGG E SEUS COMPLEXOS

4.1.1 Caracterizacdo por espectroscopia de absorcdo na regido do

infravermelho

O espectro de absorc¢édo na regido do infravermelho médio (4000 cm-
12200 cm™) é apresentado na Figura 4.1, sdo demonstradas algumas atribuicdes
de bandas para 0 PGG, baseadas nas tabelas de Socrates.*® Em 3394 cm™ tem-se
0 estiramento da ligacdo v(OH), essa banda aguda fornece a informagdo de que

esse tripeptideo ndo faz ligacdo de hidrogénio intramolecular ou com moléculas
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vizinhas. O estiramento do v(NH) das amidas, apresenta uma banda de média a
forte intensidade em 3244 c¢cm™!, o estiramento assimétrico do v(NH,) em 3072
cm’!. O dobramento §(NH,) fica na regido de 1650 cm™ — 1520 cm!, nessa regido

do espectro ocorre a absorcao dos grupos v (C=0) das carboxilas.

O estiramento v(C=0) do 4cido carboxilico ndo conjugado tem uma
banda em aproximadamente em 1700 cm™, ja as carboxilas das amidas,
apresentam duas bandas conjugadas na faixa de 1680 cm™ — 1620 cm™’. Como
essas bandas caem na mesma regido de dobramento do NH,, h4a uma dificuldade
em atribuir cada grupamento. O anel benzeno monossubstituido do PGG, tem o
dobramento ¢ C-H caracteristico, uma banda em 748 cm™ e a segunda banda em
702 cm. Abaixo dessas absorcoes, apresentam-se trés bandas referente ao § O-
CO, em 613 cm™, 596 cm™ e 573 cm™. Na Tabela 4.1 é apresentada a atribuicéo

tentativa das bandas para o PGG na regido do infravermelho médio.

As absor¢des para C-H, aprecem abaixo de 3000 cm!, a deformacéo
assimétrica J.,(C-H) possui bandas em 2940-2915 cm™, porém podem ser
observadas em maiores frequéncias, como em 2870-2840 cm™ e 2890-2880 cm™,
pois 0s &tomos mais eletronegativos deixam a ligacdo C-H mais enfraquecida.

100
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40

% Transmitancia
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204 vOH .
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o vNH VIV,  vC0

v T T T
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NGmero de onda (cm™)
FIGURA 4.1 - Espectro de absor¢édo na regido do infravermelho do PGG feito em
KBr.
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TABELA 4.1 — Atribuicdo tentativa das bandas do PGG na espectroscopia de 1V

Atribuicéo PGG (cm™?)
v O-H 3394
v N-H amida 3244
v N-H, amina 3072
Dobramento assimétrico 2940-2915 cm?,
" Dobramento simétrico em 1395 cm™ —
o C-Halifatico 1380 cm™. Vibragdo tesoura em 1480-
1440 cm™* (média a forte)
v C;=0 1695
v C=0 amida 1647-1581
v C=C aromatico 1625 — 1430 cm™?
0 O-H 1250
o0(NH,) 1240
v C-N 1090-1020 cm'?

0 C-H aromatico

Tem duas bandas conjugadas entre 900-
650 cm™ de média a forte referente a
dobramento fora do plano

0 O-CO

Trés banda entre 675— 570

4.1.2 Caracterizacdo por espectroscopia de absorcdo na regido do

ultravioleta-visivel

O espectro eletrénico (UV-Vis), Figura 4.2, mostrou uma banda em

262 nm e um ombro 272 nm, atribuidas a transicbes n-n~ das carboxilas das

amidas e do acido carboxilico, possuindo um coeficiente de absortividade molar

[log e (M~ cm™)] de 2,15 e 1,99, respectivamente.

Uma banda bem fraca préximo a 305 nm é observada no espectro,

porém devido a sua baixa intensidade néo foi possivel calcular sua absorbancia,

sendo essa banda alargada caracteristica de transi¢des m-m de sistemas

aromaticos.
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FIGURA 4.2 - Espectro de absor¢éo na regido UV-Vis do PGG em DMSO em

dilui¢Oes seriadas.

O espectro de UV-Vis, Figura 4.3, obtido em &gua ultrapura,
apresentou absor¢des no comprimento de onda 194 nm e um ombro em 212 nm,
possuindo coeficiente de absortividade molar em [log ¢ (M~ cm™)] de 4,63 € 4,15
respectivamente.

A agua € um solvente que faz ligacbes de hidrogénio com o
tripeptideo, o que desloca as transi¢des n-n” para o azul (menor comprimento de
onda), efeito hipsocrémico e aumenta a energia transic¢do (efeito hipercrémico),
favorecendo as transi¢des do tipo n-m". As transi¢des n-m” em agua sdo deslocadas
para o vermelho, maior comprimento de onda (efeito batocromico) e h4 uma
diminuicdo na energia de transicéo (efeito hipocromico). Em DMSO as transicoes
n-n~ sdo favoraveis pela polaridade do solvente, porém a baixa intensidade das

bandas € justificada por ser um solvente aprotico.
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FIGURA 4.3 - Espectro de absorcao na regido do Uv-Vis do PGG obtido em agua.

Ao lado estdo as concentragdes das varias dilui¢oes.

4.1.3 Caracterizacdo do PGG por RMN

Os espectros de RMN H, *C {*H} e os mapas de contorno de
COSY, HSQC e HMBC, foram obtidos em DMSO-ds, pois nesse solvente séo
observados os sinais dos hidrogénios labeis das amidas, o que ndo poderia ser
verificado se os ligantes fossem solubilizados em agua deuterada (D;0), pois
haveria a troca dos hidrogénios labeis por deutério®’.

No espectro do tripeptideo PGG, Figura 4.4, 0s primeiros sinais na
regido alifatica sdo referentes aos hidrogénios da posicdo 2H-7, vizinhos ao centro
estereogénico no residuo de aminoacido da L-fenilalanina, os quais aparecem
como um duplo dupleto em & 2,67 e outro duplo dupleto em 6 3.02, ambos
integrando para 1H em cada sinal. O proton da posicdo H-6 tem multiplicidade de
duplo dupleto & 3.58, sua integral ficou prejudicada, pois parte do sinal esta junto
da &gua. Em 6 3,68, o dupleto integrando para 2H é referente aos hidrogénios da
posicdo 2H-2. Os hidrogénios da posi¢do 2H-4 aparecem como um dupleto em 6
3,75 integrando para 2H.
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Na regido aromatica tém-se um multipleto integrando para 5H em &
7,25, estes sdo referentes aos hidrogénios da fenila. Os sinais mais desblindados
sdo dos hidrogénios ligados aos nitrogénios das amidas, seus sinais aparecem
como um tripleto em & 7,99 integrando para 1H e o outro sinal tem aparéncia de
um simpleto largo em & 8,37 integrando para 1H. Os sinais dos hidrogénios do

acido carboxilico e da amina ndo foram observados.
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FIGURA 4.4 - Espectro de RMN de *H do tripeptideo PGG em DMSO-ds (9,4
T), com os valores das integrais abaixo do espectro, deslocamento acima e
atribuicdo dos hidrogénios para cada sinal referente as posi¢des da estrutura do

PGG mostrada no espectro.

Os hidrogénios dos nitrogénios das amidas foram distinguidos no
experimento COSY, o sinal do hidrogénio da posi¢cdo Hy’ tem acoplamento

vicinal com os prétons da posi¢do 2H-2, enquanto os hidrogénios da posi¢ao 2H-
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4 tem acoplamento vicinal com o préton Hy’’, como pode ser observado no mapa

de correlagdes COSY na Figura 4.5.
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FIGURA 4.5 - Espectro COSY do tripeptideo PGG em DMSO-ds (9,4 T),
destacando as correlacbes dos prétons das amidas (Hn’ e Hn’?) com o0s
hidrogénios (2H-2 e 2H-4).

Na estrutura quimica do ligante PGG tém-se um total de 13 carbonos,
porém no espectro de RMN *3C, Figura 4.6, observamos sinais de apenas 12
carbonos. O carbono metilénico da posicdo C-2 tem seu sinal em & 41,3, bem ao
lado, tem-se o sinal do carbono da posicdo C-4, o carbono metinico da posicéo C-
6 tem deslocamento de ¢ 55,7. Na regido aromatica, o sinal em 6b126,3 é referente
ao carbono na posicdo C-4’, o qual estd na posicdo para em relacdo a cadeia
lateral, em & 128,3 o sinal intenso é referente aos carbonos das posicdes C-3’ e C-
5°, ambos nas posi¢oes meta em relacdo a cadeia lateral, o outro sinal intenso em
0 129,4 pertence aos carbonos C-2° e C-6’ na posicdo orto em relacdo a cadeia
lateral, o carbono néo hidrogenado na posicdo C-1 tem seu sinal em 6 138,1, 0
fato de ser ndo hidrogenado é refletido na baixa intensidade de seu sinal. Os
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carbonos acilas das posi¢des C-1, C-3 e C-5 possuem deslocamentos respectivos
em 171,0 ppm, 168,7 ppm e 173,4 ppm.

_~173.43
—171.03
16873
—138.08
12936
2 128.26
12635
—55.66

_~41.88
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FIGURA 4.6 - Espectro de RMN *3C do tripeptideo PGG em DMSO-ds (9,4 T),
com ampliacédo da regido 35 ppm a 45 ppm para diferenciar os sinais dos carbonos
C-4eC-2.

O décimo terceiro carbono foi observado pelo experimento de DEPT
135, o qual mostra sinais apenas de carbonos hidrogenados, carbonos com o
nimero par de hidrogénio (metilénicos) tem sinais para baixo e carbonos com
numeros impares (metilas e metinicos) tem sinal para cima. Na Figura 4.7, 0s trés
sinais de carbonos metilénicos para baixo, confirmam que o sinal do carbono

metilénico da posic¢do C-7, esta junto do sinal residual do solvente.
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FIGURA 4.7 - Espectro de DEPT 135 do tripeptideo PGG em DMSO-d6 (9,4 T),
mostrando os sinais de carbonos hidrogenados, na regido aromatica os carbonos
do anel aromatico. Na regido alifatica, o sinal do C-6 em 6 55.5 mostrado para
cima, na ampliacédo da regido de 38 ppm a 43 ppm tém-se os carbonos metilénicos,

onde o carbono C-7 esté junto do sinal residual do solvente.

4.2 COMPLEXOS [Metal(PGG)]

Os complexos com o tripeptideo PGG, foram caracterizados por
RMN 1D e 2D em DMSO-dg, espectrometria de massas de alta resolugdo em
ionizacdo por eletrospray (IES), espectroscopia de absorc¢éo na regido do UV-Vis
e infravermelho e analise elementar. No RMN unidimensional é apresentado
apenas o espectro do [Ag(PGG)] para exemplificar a formagdo do complexo por
RMN de H e BC{*H}, pois o principio da andlise é a mesma para os quelatos

[Metal(PGG)], as diferencas entre os complexos séo apresentadas em formas de
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tabelas e ampliacGes dos mapas de contorno. Todos os espectros usados para a

caracterizacdo estrutural dos quelatos estdo disponiveis no material suplementar.

O complexo com centro metalico de cobre [Cu(PGG)]NOs, possui
analise por RMN dificultada, por se tratar de um ion paramagnético, porém
apresentaram sinais no RMN de 'H e ®C{*H}, mas néo apresentou correlagdes
nos experimento 2D. Com a mudanca do contra-ion para (BF4), as correlagdes no
mapa de contorno HSQC foram observadas, portanto optou-se por fazer uma

discussdo desses complexos separadamente.

Os dados de anélise elementar, Tabela 4.2, foram comparados com
os valores percentuais tedricos de cada proposta de complexacdo, o que resultou
no conhecimento das proporc@es quimicas de atomos de carbono, hidrogénio e
nitrogénio dos complexos sintetizados, os quais possuem moléculas de agua de

hidratacdo e sais gerados apés a secagem do solvente.

TABELA 4.2 - Analise Elementar.

Complexos %C* %H* %N*
[Ag(PGG)].NaBF,.H,O 30,38 3,53 8,18
(PGG-1)** (30,70) (3,47) (8,41)
[Zn(PGG)]CH3;COO.CH;COONa 42,12 4,57 8,67
(PGG-2)** (42,10) (3,80) (8,60)
[Cu(PGG)]NO3.NaNO3.2,5H,0 29,25 3,96 13,12
(PGG-3)** (29) (3,44) (12,8)
[Cu(PGG)]BF,.NaBF, 29 3 7,8
(PGG-4)** (30,21) (3,29) (7,99)

*Valores experimentais entre parénteses. **Codigo dos complexos.

4.2.1 Susceptibilidade magnética

Os valores da susceptibilidade magnética para os complexos PGG-3

e PGG-4 séo apresentados na Tabela 4.3. Para o calculo foram utilizados 0,0767
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g de PGG-3 e 0,0975 g de PGG-4. Os resultados obtidos foram préximos de 1,
indicando que ambos os complexos possuem apenas um elétron desemparelhado.
Os calculos considerando os complexos binucleares ndo apresentou o resultado
de 2 elétrons desemparelhados, o que corroborou para a proposta de complexos

mononucleares.

TABELA 4.3 - Susceptibilidade magnética dos complexos PGG-3 e PGG-4.

Complexo Su,sgetibilidade Numero de elétrons
magnética molar (xm) desemparelhados (n)
PGG-3 0,297 x 10° 0,97
PGG-4 0,222 x 10” 0,96
PGG-3* 0,297 x 10° 1,22
PGG-4* 0,222 x 10” 1,05

*Considerado como complexos binucleares.

4.2.2 Caracterizacao por espectroscopia no infravermelho

Na comparacdo dos espectros de IV do PGG com os complexos,
Figura 4.8, é perceptivel que ha uma diminuicdo de bandas nas moléculas PGG-
1, PGG-2, PGG-3 e PGG-4, pois a complexacdo ao centro metalico deixa a
estrutura do tripeptideo rigida em comparacdo com o ligante livre, modificando

0s modos vibracionais.

Cada molécula apresenta um espectro de infravermelho
caracteristico, sendo necessario a sobreposicdo de todas as bandas para afirmar
que uma estrutura molecular € igual a outra. Como 0s espectros na regido do
infravermelho sdo identidades das moléculas, as mudancas nos modos
vibracionais (estiramento e/ou dobramento), podem sugerir que ha formacéao de

outras estruturas.

No tripeptideo os pontos de coordenacdo Sdo grupos que possuem

absorcdo bem caracteristicas na regido do infravermelho, sendo uma sugestao na
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interpretacdo desses espectros.®® No PGG livre, 0 OH do acido carboxilico néo
faz ligacdo de hidrogénio, o que resultou em uma banda aguda acima de 3500 cm-
1. Como a carboxila foi desprotonada gerando um carboxilato, o qual foi proposto
como ponto de coordenagdo, a banda referente ao OH desaparece nos espectros
dos complexos, e banda alargada acima de 3000 cm™ foi atribuida a 4gua de
hidratacdo. Outras duas bandas do NH, e NH (3076 cm? e 3244 cm
respectivamente) corroboraram para 0 modo de coordenacgéo, pois estas foram
deslocadas para numero de onda maiores. Os sinais da frequéncia vibracional de
estiramento da ligagcdo C=0 das carboxilas das amidas deslocam para frequéncias
menores, resultado do enfraguecimento da ligacdo carbono-oxigénio que pode ser

melhor observado na Tabela 4.4.
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FIGURA 4.8 - Espectros de absorcao na regido do infravermelho, onde: (A) PGG,
(B) PGG-1, (C) PGG-2, (D) PGG-3 e (E) PGG-4. As mudancas nas bandas

vibracionais indicam a formacgédo dos complexos.
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TABELA 4.4 — Atribuicdo tentaiva de algumas bandas observadas.

e PGG PGG-1 PGG-2 PGG-3 PGG-4
Atribuicéo
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
v N-H amida 3244 xhk 3406 xhx xhx
v N-H, 3072 Kk 3296 xhx bl
v C1=0 1695 1659 1656 1662 1668
. 1605-
v C=0 amidas 1647-1581 1608 1628 1626
1541
o(NH>) 1527 1547 faloied falkaied falaied
dsim C-H 1390 1396 1400 bl 1398

***Nao observado ou sobreposta.

4.2.3 Caracterizacdo por UV-Vis

A caracterizacdo dos complexos por espectroscopia de absorgéo na
regido do UV-Vis, foram feitas em dois solventes, agua e DMSO. Em agua, 0s
espectros dos complexos (PGG-1, PGG-2, PGG-3 e PGG-4) foram obtidos em
varias diluicdes, exemplificado no espectro do PGG-1, Figura 4.9. Todos o0s
complexos apresentaram as transi¢fes intramoleculares do ligante nos
comprimentos de onda (A) 194 nm ¢ 212 nm, do tipo n-n*. Para PGG-1, foi
observada uma banda alargada em 260 nm, caracteristica da transi¢cao m-n*. Para
os complexos PGG-3 e PGG-4, além das transicdes intramoleculares do ligante,
foram observadas as transi¢cbes d-d em 694 nm quando utilizada uma solucgéo

concentrada (12,2 mM) para as medidas de Uv-Vis.
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FIGURA 4.9 - Espectro de Uv-Vis, em &gua, com Vvérias diluicdes do complexo
PGG-1.

Os valores de absortividade molar (¢) para cada transicdo estdo
apresentados na Tabela 4.5, como log de &. E observado que ap6s a formagéo dos
complexos, ndo ha deslocamentos nas bandas dos ligantes para todos os quelatos
formados, apenas o aparecimento das transi¢des d-d do centro metalico do cobre
(1), as quais em complexos octaédricos sdo proibidas por Laporte, devido ao
centro de inversdo, porém como em solucdo esses complexos ndo sdo estaticos,
as vibracOes causam distor¢des que possibilitam essas transicdes. Em complexos
tetraédricos sdo permitidas por Laporte, pois ndo ha centro de inverséo,
possibilitando esse tipo de transi¢do. Outro fator importante para a observacgéo das
transicOes d-d é a degenerescéncia dos orbitais d da primeira série de transicéo, o
desdobramento do seu campo cristalino baixo, permitindo que radiacdo de baixa
energia (visivel) possibilitem a transicdo eletrbnica d-d, por esse motivo
complexos com cobre(ll) apresentam coloragdes azul ou verde, sem considerar
cores geradas por bandas de transferéncia de cargas. A prata(l) e Zn(1l) séo metais
com configuracdo d'° (camada preenchida), o que impossibilita estes de
possuirem transicdes d-d. Os pontos de coordenagdo propostos para esse ligante

inviabilizam bandas de transferéncia de carga metal-ligante (TCML).
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TABELA 4.5 — Atribuicéo das transi¢des do PGG e dos complexos, em agua, com

0s respectivos valores de (€) nos (L).

A (nm) e [log e Mt cm™) Transicédo

PGG 194 4,63 n-m*
212 4,15 n-m*
262 - n-m*

PGG-1 194 3,85 n-m*
212 3,91 n-m*
262 2,12 T-m*

PGG-2 194 4,44 n-m*
210 3,96 n-m*
262 - -m*

PGG-3 194 4,39 n-m*
212 4,29 n-m*

694 1,39 d-d

PGG-4 194 4,14 n-m*
212 3,85 n-m*

694 1,3 d-d

Nos espectros de Uv-Vis obtidos em DMSO para os complexos
PGG-1 e PGG-2 apresentaram as bandas intramoleculares do ligante, porém com
uma intensidade menor, nos comprimentos de 264 nm, 272 nm e 288 nm, essa
ultima observada s6 no PGG-1. Uma banda bem alargada entre 358 nm e 558 nm
foi identificada no espectro do PGG-1, Figura 4.10, sendo das transi¢des n-n*. O
complexo PGG-2 ndo teve uma boa solubilidade em DMSO, gerando um espectro
com baixa intensidade nas bandas de absor¢do no Uv-Vis, apresentando uma

banda em 374 nm, atribuida a transicdo -7 .
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FIGURA 4.10 - Espectro de absorcdo na regido do Uv-Vis, feito em DMSO, do
PGG-1.

Os espectros obtidos em DMSO para os complexos PGG-3 e PGG-
4, apresentaram duas bandas, exemplificado na Figura 4.11, a primeira no
comprimento de onda 266 nm e a segunda em 694 nm, sendo ambas bandas
largas. A primeira banda é atribuida a transicdes n-z", havendo uma sobreposicéo
de bandas das diferentes carboxilas. A segunda é referente a transicdo d-d do

centro metalico cobre(ll).

. ——205,91 pM
n_

1T 182,15 uM
08 163,31 uM
= 147,99 uM
506 | 135,31 uM
2 04 | 124,63 uM
< —115,51 pM
0.2 d-d ——107,63 uM

0 - - S —

256 356 456 556 656 756
Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.11 - Espectro de absor¢édo na regido do Uv-Vis do PGG-4.
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Os valores de absortividade molar para os complexos solubilizados

em DMSO, estdo apresentados na Tabela 4.6.

TABELA 4.6 - Atribuigéo das transi¢oes do PGG e dos complexos, em DMSO,

com os respectivos valores de (¢) com relacdo a (A).

A(nm) e[loge M?*tcm?)  Transicdo

262 2,15 n-m*
PGG 272 1,99 n-m*
305 - T-1*
264 2,52 n-m*
272 2,35 n-m*
PGG-1
288 1,92 n-m*
438 1,66 m-n*
266 2,50 n-m*
PGG-2 272 2,44 n-m*
374 - -
266 3,44 n-m*
PGG-3
664 1,71 d-d
PGG-4 266 3,65 n-m*
650 1,82 d-d

4.2.4 Caracterizacao do [Metal(PGG)] por RMN

O espectro de RMN de *H do complexo PGG-1, Figura 4.12, mostra
os valores das integrais abaixo do espectro, o deslocamento quimico acima e 0s
hidrogénios estdo representados em seus respectivos sinais. Os hidrogénios da
posicdo 2H-7 tem deslocamento quimico (8) de 2,72 e 2,99 com multiplicidade
de dd para ambos os sinais, os hidrogénios da posi¢do 2H-2 encontram-se em &
3,55 com multiplicidade de d, o hidrogénio da posi¢cdo H-6 ressona em 6 3,70, seu

sinal tem uma multiplicidade de um tripleto aparente. Os hidrogénios da posi¢éao
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2H-4 encontram-se em 6 3,64 ¢ 6 3,79, com multiplicidade de dd para ambos. Os
hidrogénios aromaticos da fenilalanina, possuem um multipleto em & 7,25, os
prétons das posicbes Hn' e Hn’’ possuem deslocamentos 6 7,71 e 8,72,

respectivamente.
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FIGURA 4.12 - Espectro de RMN de 'H do PGG-1 em DMSO-ds (9,4 T), com
os valores das integrais abaixo do espectro, deslocamento acima e atribuicdo dos

hidrogénios para cada sinal referente as posi¢6es da estrutura do complexo.

Na comparacdo dos espectros de RMN de *H do complexo com o
ligante PGG, todos os sinais dos hidrogénios do PGG-1 foram deslocados
indicando a formacéo do complexo, Figura 4.13, com excecdo dos hidrogénios do
anel aromatico. Os hidrogénios da posicdo 2H-4, no espectro do PGG possuem
multiplicidade de dupleto, pois acoplam com hidrogénio vicinal sentindo o

mesmo ambiente quimico, j& no complexo, esses possuem deslocamentos



52

quimicos diferentes devido a formacdo de um novo centro estereogénico no
nitrogénio da posicdo Hn’’. Essa formagdo do centro estereogénico fez os
hidrogénios 2H-4 sentirem ambientes quimicos diferentes, ocasionando em um
acoplamento geminal (acoplam entre si) e um acoplam vicinal com o hidrogénio
da posi¢cdo Hn’?, o que é refletido nos deslocamentos diferentes desses sinais e na

multiplicidade deles.

2H-2

FIGURA 4.13 - Comparacdo dos espectros de RMN de ‘H do tripeptideo PGG,

em vermelho, com o complexo PGG-1, em azul, [DMSO-ds (9,4 T)], onde 0s

deslocamentos dos hidrogénios em cada sinal do espectro indica a formacgéo do
complexo. Dando énfase ao sinal do proton 2H-4 que tem multiplicidade de d no

PGG e dd no complexo.

Na Tabela 4.7, é apresentado os deslocamentos dos hidrogénios para
0 PGG e dos complexos PGG-1, PGG-2 e PGG-3 respectivamente, 0s

hidrogénios 2H-4 possuem dois deslocamentos diferentes em cada complexo,
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indicando que a formacdo do centro estereogénico € comum para todos oS

quelatos formados com os centros metalicos Ag*, Zn?* e Cu?*,
Tabela 4.7 - Valores dos deslocamentos quimicos dos protons do PGG e dos
complexos [Ag (PGG)], [Zn(PGG)]CH3COO e [Cu(PGG)]NO:s.

Composto 82H-2  62H-4 02H-7 OH-6 Ph OHN®  SHN”
PGG 3,74 3,67 26/e302 358 725 798 8,36

PGG-1 355 3é6f9e 2726299 370 725 771 872
362¢

PGG-2  351* )0° 269e296 356+ 725 763 844

PGG3 X 22555 2880310 407 722 816 7,89

*Junto do sinal da agua. X= ndo observado.

O hidrogénio da posicdo Hn’’> no PGG encontram-se em 6 8,36, ap0s
a formacao do complexo de prata hd uma desblindagem desse hidrogénio para &
8,72. O mesmo padrdo é observado no complexo de zinco, ocorrendo uma
desblindagem desse hidrogénio para 6 8,44. Em ambos 0s complexos o hidrogénio
da posicdo Hy’ ¢ blindado, porém, no complexo PGG-3, o hidrogénio Hn>’ é

blindado para & 7,89 e 0 Hn’ é desblindado para 6 8,16 em relacdo ao ligante livre,

Essas variagdes seguem um padrédo nos centros metalico Ag* e Zn?*,
pois esses fons sdo d° justificando a similaridade no deslocamento desses
hidrogénios, ja o centro metalico Cu?* é um ion d® paramagnético, o que
corrobora para a divergéncia nos deslocamentos quimicos dos hidrogénios das

amidas.

A comparacao entre 0os mapas de contorno HSQC na regido alifatica
do PGG com o complexo PGG-1, Figura 4.14, evidencia a formacéo do centro

estereogénico, j& mencionado, e a distin¢do dos sinais dos hidrogénios 2H-6 e 2H-
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4. Analisando apenas o mapa de contorno do PGG, em vermelho, o carbono C-4
apresenta um unico sinal de correlacdo com seus hidrogénios, pois estes estdo no
mesmo ambiente quimico, gerando um mesmo deslocamento para ambos 0s
hidrogénios. Quando comparamos esse mesmo carbono C-4 no mapa de contorno
do complexo PGG-1, em azul, aparecem duas correlacbes, as quais sdo
justificadas pela formacéo do centro estereogénico. A correlacdo do C-6 com o
H-6 no mapa de contorno do complexo mostra que o tripleto aparente esta entre

0s sinais dos protons da posicéo Ha.
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— T T T T T T 71 60 | B S R I R R 60
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FIGURA 4.14 - Em vermelho mapa de contorno HSQC do PGG e em azul mapa
de contorno HSQC do PGG-1, [DMSO-ds (9,4 T)], onde pode ser observado

desdobramento de sinais do 2H-4 e o deslocamento do hidrogénio metinico H-6.

O complexo com o centro metalico de zinco, apresentou similaridade
nos deslocamentos em relagdo ao complexo com a prata, observado na Tabela 4.7,
possuindo maior diferenca nos deslocamentos dos hidrogénios H-6 e 2H-2, 0s

quais foram distinguidos no mapa de contorno HSQC.

Na ampliacdo do mapa de contorno HSQC da regido alifatica para o
complexo PGG-2, Figura 4.15, é observado as duas correlacdes dos 2H-4 com o
C-4 devido a formacéo do centro estereogénico, porem para esse centro metalico,

0s prétons das posicdes H-6 e 2H-2 tem seus sinais junto do sinal da agua, e seus
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0 foram atribuidos considerando o centro do sinal de cada correlacdo. A

correlacdo da metila do acetato € observada, indicando a presenca do contra-ion.

J\r/ LJMJ’LJL L. JL . ppm
_é ¢ —20
C€-2-2H-2 MeTtila -
\ .
'\C-4-(H-4a e H-4b) - 50
©> «— (C-6-H-6

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

FIGURA 4.15 - Mapa de contorno HSQC do PGG-2, [DMS0-ds (9,4 T)].

Na comparacédo dos espectros de RMN de *C{*H} do PGG com o
complexo PGG-1, Figura 4.16, € mostrada uma ampliacdo da regido dos carbonos
acila, para a visualizacdo no espectro do deslocamento do carbono C-1. No PGG
tal carbono tem 6 de 171,0, enquanto no complexo esse carbono deslocou-se para
0 de 172,7, confirmando que o carboxilato formado com a adi¢do de NaHCO; esta
sendo um sitio de coordenacdo ao centro metélico. O carbono C-4 no PGG tem 6
de 41,3, ja no complexo esse carbono é desblindado para 6 42,3, e 0 C-2 possui &
de 43,1, concluindo-se que o carbono metilénico esta mais desblindado. Na
ampliacéo da regido de 36 ppm - 46 ppm, no complexo é observado o sinal do C-

7, 0 qual estava junto do sinal residual do solvente no PGG.

Os valores dos deslocamentos quimicos dos carbonos do PGG e dos
complexos estdo na Tabela 4.8, onde pode ser feita uma comparacdo com o ligante
livre com as moléculas sintetizadas. Os valores de deslocamentos para 0s
complexos de zinco e prata sdo similares, apenas o carbono da posi¢do C-1’ que

tem uma diferenca de 1,1 ppm entre os complexos. Quando comparados ao centro
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metélico de cobre, o sinal do carbono C-1’ varia em quase 2 ppm € um dos
carbonos acilas ndo é observado no espectro de RMN de **C, o qual foi atribuido
ao atomo de carbono da posi¢éo C-1. Os carbonos das posi¢cdes C-3 e C-5 sofrem
uma blindagem de 3,2 ppm e 6,4 ppm, respectivamente, ndo podendo ser
diferenciados no espectro, pois ndo foi observado nenhuma correlacdo no mapa

de contorno HMBC dos complexos de cobre(ll).

O campo magnético eletrdnico causado pelo elétron desemparelhado
do centro metélico de cobre(ll) justifica os valores dos deslocamentos dos

carbonos C-3 e C-5, e 0 ndo aparecimento do sinal do carbono C-1.

C-3
C-5
C-2’e C-6’
C-3’e(C-y
C-1
| e o C-7
|
vttt e C|‘4 L| I
17 170 165 ppm 5 C-2 |
C-4 N
C-1"—» .Y WV N
“ 44 42 4Il) 3.8 ppm l ‘L
- T —
C-2’e C-6’
C-1 .
R
T T T T | T T i I ) | " | ' |
160 140 120 100 80 60 40 ppm

FIGURA 4.16 - Sobreposicado dos espectros de RMN de 3C do PGG com 0 PGG-
1 (vermelho e azul, respectivamente), [DMSO-ds (9,4 T)]. Na ampliacdo da regiédo
dos carbonos alifaticos, o sinal do C-7 € observado no complexo, C-2 e C-4
deslocam para & maiores, C-2 com maior desblindagem. Na ampliacéo da regido
de carbono acila, C-1, destacado em vermelho, tem maior deslocamento,

indicando a coordenacéo pelo carboxilato.
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TABELA 4.8 - Deslocamento quimico dos carbonos do PGG e dos complexos.

PGG PGG-3 PGG-4 PGG-1 PGG-2

Carbono
6(ppm)  d(ppm)  d(ppm)  S(ppm) S (ppm)

1 138,1 135,8 135,8 137,0 138,2
2eb6 1294 130,0 130,0 129,1 129,3
3e5 128,3 128,0 128,0 128,4 128,2
4 126,3 126,6 126,6 126,6 126,2

7 40,6 38,6 38,6 40,4 40,3

6 55,7 55,3 55,3 56,0 55,9

5 173,4 167,0* 167,0* 173,5 174,2

4 41,3 44,82 44,82 42,3 42,3

3 168,7 165,5* 165,5* 168,0 168,1

2 41,9 43,5 43,5 43,1 42,9

1 171,0 X X 172,7 172,6
Metila do acetato 22,9

X = Ndo observado. O acetato ¢ referente apenas para o complexo PGG-2.

Dentre os complexos, 0 PGG-1 apresentou todas as correlagbes no
mapa de contorno HMBC, possibilitando diferenciar os carbonos das posicdes C-
1, C-3e C-5, como os deslocamentos dos carbonos nos complexos de prata e zinco
sdo similares, a atribuicdo dos carbonos acilas para 0 PGG-2 foi baseada no
complexo de prata. Ressaltando que o carbono acila do acetato tem correlagdo no
HMBC a 2Jcy com os hidrogénios da metila, este foi diferenciado dos demais

carbonos acilas do complexo PGG-2.

No PGG-1 o carbono C-1 tem correlagdo apenas com o 2H-2 a duas
ligacdes, o C-3 tem correlacbes a duas ligacbes com o hidrogénio Hy’, trés

ligacdes com 2H-2 e a duas ligagdes com 2H-4. O carbono C-5 tem correlagdes a
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duas ligacdes com os hidrogénios Hy’’ e H-6, a trés ligacdes com os hidrogénios

das posicoes 2H-7 e 2H-4. Na Tabela 4.9, tém-se todas a correlagbes observadas.

TABELA 4.9 — Dados de RMN de *C e HMBC para 0 PGG-1.

HMBC
Carbono oc (ppm) e o
I’ 137,0 2H-7e Ph Ph*
2’e6’ 129,1 Ph” 2H-7e Ph*
3’e5’ 128,4 Ph* Ph*
4 126,6 Ph* Ph*
7 40,4 H-6 H-2’eH-6
6 56,0 2H-7 -
5 173,5 H-6e Hy”’ 2H-7e 2H-4
4 42,3 - -
3 168,0 2H-4 Hy’ e 2H-2
2 43,1 - i
1 172,7 2H-2 -

Os experimentos 1D para o complexo de cobre contendo o contra-

fon nitrato, apresentaram sinais no RMN de *C e 'H, ja experimentos 2D (mapas

de contorno HSQC e HMBC) néo apresentaram nenhum sinal, o que torna dificil

a atribuicé@o dos hidrogénios. Entretanto, com a mudanca do sal nitrato de cobre

para o tetrafluoroborato de cobre, o complexo formado a partir do novo sal

apresentou 0s mesmos sinais no deslocamento dos hidrogénios em comparagéo

com o complexo contendo nitrato, com uma Unica diferenca de um sinal em

6,54, Figura 4.17, que s apareceu no complexo com o BF4-, como todos 0s outros

sinais apresentaram os mesmos deslocamentos, atribuiu-se os hidrogénios do

PGG-3 embasado nas correlacdes observadas no PGG-4.



59

Os complexos com o cobre(ll) tem seus sinais alargados devido a
contribuicdo do momento magnético do elétron desemparelhado, o qual possui
momento magnético eletronico 10° vezes maior que 0 momento magnético

nuclear dos hidrogénios.*® Gerando um campo magnético local(Bioc).

O ion paramagnético afeta o tempo de relaxacdo T,(relaxacéo
transversal), fazendo com que este seja menor, pois interacdo do spin do elétron
com o spin de cada nucleo dos hidrogénios reduz rapidamente a magnetizacéo
transversal, fazendo o Ti(relaxacdo longitudinal) retornar mais rapidamente ao
seu estado inicial,> isso implica em alargamento e baixa resolucéo do sinal dos

hidrogénios.

é
a

FIGURA 4.17 - Sobreposicdo dos espectros de RMN de *H dos complexos PGG-
3 em preto e PGG-4 em azul, [DMSO-ds (9,4 T)],destacando a regido do espectro

onde o complexo [Cu(PGG)]BF, apresenta um sinal diferente do seu analogo.

O mapa de contorno HSQC do complexo PGG-4, Figura 4.18,

mostra que o sinal observado em & 6,54, ndo tem correlagdo com o carbono,



60

sugerindo a hipdtese de que ndo foi observado por algum efeito no tempo de

relaxacao.

E observada uma correlagdo de um carbono em 44,8 ppm com um
hidrogénio em 3,88 ppm, porém seus sinais nas projeces ndo sdo observados,
esta correlacdo foi atribuida ao CH, da posicdo C-2, pois o carbono metinico (C-
6) é diferenciado no DEPT 135, possuindo um 6 55,3, este carbono tem correlagéo
no HSQC com o sinal do hidrogénio em 6 4,07. Os sinais dos hidrogénios do
carbono C-4 sdo desdobrados, confirmando o aparecimento do centro
estereogénico para os complexos de cobre(ll) com o PGG, com uma variagdo no
deslocamento quimico maior que as observadas nos complexos de prata e de
zinco, causada pela contribuicdo do campo magnético do elétron desemparelhado.
O carbono da posicdo C-7 estd junto do sinal residual do solvente usado para

analise.
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FIGURA 4.18 - Mapa de contorno HSQC, [DMSO-d;s (9,4 T)], para o complexo

PGG-4 mostrando as correlagdes ndo observadas no complexo PGG-3.
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Um espectro de RMN de 'H com uma expansdo da janela de
aquisicédo foi adquirido, Figura 4.19, nesse espectro nenhum sinal fora da janela
comum foi observado. Apesar de todos os hidrogénios terem sido identificados
pelo mapa de contorno HSQC, considerando a correlacdo C-2-2H-2, o
experimento em janela expandida para moléculas contendo ions paramagnéticos
pode mostrar sinais fora da janela de aquisi¢do, conhecido como “chemical shift”,
esse deslocamento quimico paramagnético é mais pronunciado quando moléculas
de solventes estdo coordenadas com o centro metalico. O resultado de ndo mostrar
sinais fora da janela, indica que ndo ha moléculas de solvente coordenada ao Cu?*,
O espectro em janela ampliada para o complexo PGG-3 mostrou a mesma

caracteristica, (Apéndice).

r—— 1. - 1 -~ 1 -~ 1 -~ 1 -~ 1 ~ 1 "~ T *~ T
80 60 40 20 0 -20 -40 -60 ppm

FIGURA 4.19 - Espectro de RMN de *H, [DMSO-ds (9,4 T)], para o complexo
PGG-4 em janela expandida, mostrando que ndo ha sinais de hidrogénios fora da

regido de 0 — 20 ppm.
4.2.5 Caracterizacao por espectrometria de massas

Nas sinteses com o PGG o carboxilato balanceia sua carga negativa
com o centro metalico, fazendo com que os complexos com o cobre e zinco
tenham carga 1+, naturalmente sdo ions positivos. O complexo com a prata € uma

molécula neutra, entretanto, quando solubilizado em agua o PGG-1 é protonado,
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formando uma molécula com carga 1+, por esse motivo foi possivel sua
identificacdo na espectrometria de massas. Na Tabela 4.10, estdo apresentados 0s
valores de m/z para cada complexo no fullscan, valor esse que é usado para

calcular o erro da massa em ppm, o erro aceitavel ¢é até 5 ppm.

TABELA 4.10 - Valores das massas tedricas e calculadas para os complexos
[Metal(PGG)].

Complexos  Massas tedrica Massa experimental ~ (erro em ppm)

(m/z) (m/z)

PGG-1* 386,0270 386,0268 -0,518098
PGG-2 342,0432 342,0420 -3.508329
PGG-3
PGG 341,0437 341,0448 3,225393

*Molécula protonada.

O espectro de massas do complexo PGG-1, Figura 4.20, com
ampliacéo da regido de 368-408 m/z, destacando apenas o pico do ion precursor
m/z 386 para a observacdo do padrdo isotopico da prata observado com o teorico
no quadro em cinza, esse padrédo isotépico do metal nos picos de m/z (329, 283 e
226) no espectro de MS/MS indica que a complexacdo do PGG ao centro metalico
Ag(l) possui estabilidade na ligacdo metal-ligante, Figura 4.21, apenas o ion 120
ndo mostrou o padrdo isotopico, indicando que a prata fica coordenada até o ion
226, com a saida do metal, o ion 120 é originado. Na Figura 4.22 tém-se algumas
propostas de fragmentacdes, 0 m/z 329 é originado com as clivagens das ligacoes
peptidicas ou com a clivagens das ligacdes das carboxilas com os carbonos a.. A
protonacdo no oxigénio ligado a Ag(l) faz com que este fique positivo e recupere
0s pares de elétrons usados na coordenacao e libere HCOOH, originando o ion
m/z 283, e deste 0s ions m/z 226 e 283 sdo formados com a clivagem da ligacdo

carbono o com a carboxila. Do ion m/z 283 ¢ originado o ion m/z 120.
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FIGURA 4.20 - Espectro de massas MS com ampliacdo da regido m/z 368-408

para visualizacdo dos sinais com complexo PGG-1. O padréo isotopico tedrico é

demonstrado no quadro cinza.
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FIGURA 4.21 - Espectro de MS/MS do complexo PGG-1.
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FIGURA 4.22 — Algumas propostas de fragmentacgdes para o0 PGG-1.
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O processo de ionizacdo por eletrospray (IES) gerou outras
espécies na fonte de ionizacdo, essas espécies foram mais ionizaveis que a
molécula de interesse, acarretando em uma supressao do sinal do complexo
PGG-2, como pode ser observado no (Apéndice). Com a ampliacdo da
regido de m/z 335-357, o padréo isotopico do metal foi observado no ion m/z

342, Figura 4.23, proposto para o complexo sintetizado.
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FIGURA 4.23 - Espectro de MS do PGG-2 com ampliacéo da regido de 335-
357, para comparacdo dos padrbes isotdpicos teoricos e observados,

caracterizando a formacao do complexo.

O espectro MS/MS do ion positivo m/z 342, Figura 4.24, gerou 0s
fons que continham o padréo isotépico do zinco m/z (324, 314 e 296), 0 ion
m/z 120 foi observado para esse complexo. A proposta de fragmentacdo de

alguns dos ions esta apresentada na Figura 4.25.
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FIGURA 4.24 - Espectro MS/MS do complexo de PGG-2.
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O complexo PGG-3 apresentou o padrdo isotdpico do centro
metalico Cu(ll), no ion m/z 341 (Figura 4.26), o qual foi fragmentado e
forneceu o espectro de MS/MS (Figura 4.27). Na fragmentacdo desse ion
tém-se o padrao isotopico do metal nos ions m/z (267, 239 e 182). O ion m/z
120, foi comum para todos os complexos com o PGG. Para o0 PGG-3 e

PGG-4 néo foi possivel atribuir propostas de fragmentacoes.
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1004
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FIGURA 4.26 - Espectro MS do PGG-3.
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TOF MSMS 341.00ES+
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FIGURA 4.27 - Espectro de massas MS/MS do complexo PGG-3.
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4.3 CARACTERIZACAO GGH

O GGH, mesmo pouco solivel em DMSO-ds, foi caracterizado por
RMN de H nesse solvente, onde observou-se os sinais dos hidrogénios ligados
aos nitrogénios das amidas. Os sinais dos hidrogénios do NH;, OH e NH do anel
imidazol ndo foram observados. Para uma melhor leitura dos resultados, a

estrutura do GGH foi enumerada de forma usual.

4.3.1 Caracterizacdo por infravermelho

O GGH apresentou uma banda larga acima de 2600 cm™, sobrepondo
todas as bandas que podem absorver entre 2600-3500 cm™, Figura 4.28, por esse
motivo, as bandas caracteristicas de vO-H e vN-H (aminas/amidas) acima de

3000 cm™ tém suas atribuicdes dificultadas.

A banda conjugada em 1660 e 1600 cm™ foi atribuida ao estiramento
vC=0, podendo haver uma sobreposi¢do com o dobramento 6(NH,) que tem
banda em 1650 cm™. Em 1390 cm™! tem-se o dobramento simétrico dos 6(CH,),
em 1250 cm™! o estiramento C-O do 4cido carboxilico, em 1100 cm™ o estiramento
C-N. O anel imidazol tém trés ou quatro bandas na regido 670-320 cm™ devido as
vibragOes de estiramento C = C e C = N. As intensidades dessas bandas dependem
das posicdes do substituinte e dos heteroatomos do anel. O 4-monossubstituido,
presente na L-His, pode ter quatro bandas de absorc¢do, 670-625 cm™ forte; 630-
606 cm™ forte; 445-355 cm™ médio, 360-325 cm™ médio.
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FIGURA 4.28 - Espectro de absorcao na regido do infravermelho do GGH feito
em KBr.

4.3.2 Caracterizacao por UV-Vis

O espectro de absorgao na regido do UV-Vis para o0 GGH foi obtido
apenas em agua, Figura 4.29, apresentou transi¢cdes do ligante em198 nm e 220
nm com os respectivos coeficientes de absortividade molar [log € (M~ cm™)]

de 4,04 e 2,1, atribuidos as transicdes n-r".

1 —90,58 uM
—82,79 uM
5 0.8 —69,51 UM
3 —59,90 uM
5 0.0 52,62 UM
204 46,92 uM
< 0.2 42,34 uM
' 38,57 uM

0
192 292 392 492

Comprimento de onda(nm)

FIGURA 4.29 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis do GGH obtido em

agua. Ao lado estdo as concentracdes das varias diluicoes.
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4.3.3 Caracterizacdo por RMN

No espectro de RMN de H do tripeptideo GGH, Figura 4.30, 0s
primeiros sinais na regido alifatica sdo referentes aos hidrogénios na posicdo 2H-
3, 0s quais estdo vizinhos ao centro estereogénico e seus sinais sdo desdobrados
em um duplo dupleto em ¢ 2,83 integrando para 1H, e outro duplo dupleto em 6
2,96 integrando para 1H. O simpleto em 6 3,75 integra para 2H, atribuido para 0s
hidrogénios da posicdo 2H-2’, o sinal em 6 3,41, o qual tem aparéncia de dupleto
sobreposto, integrou para 2H e foi atribuido aos hidrogénios da posi¢do 2H-4’, o
quarteto em 6 4,22, esta junto do sinal da agua, pertencente ao hidrogénio do
centro estereogénico, na posicdo H-2. Na regido aromatica, tém-se um dupleto em
0 6,73 e outro em & 7,52, ambos integrando para 1H, os quais foram atribuidos
respectivamente aos hidrogénios do anel imidazol em H-5e H-6. Os dois ultimos
sinais do espectro foram atribuidos para os hidrogénios ligados aos nitrogénios
das amidas. O dupleto em 7,99 ppm integrando par 1H, é referente ao hidrogénio
da posicdo Hn’. Conseguinte, o simpleto largo em 8,63 ppm foi atribuido para o

hidrogénio da posi¢cdo Hn’.
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FIGURA 4.30 - Espectro de RMN de 1H do tripeptideo GGH em DMSO-ds (9,4
T) com os valores das integrais abaixo do espectro, deslocamento acima e

atribuicdo dos hidrogénios para cada sinal.

No experimento COSY, os hidrogénios das amidas puderam ser
diferenciados, o da posi¢do Hy’ tem correlagdo com os dois 2H-2, ja o hidrogénio
da posicdo HN’’ tem correlagdo com os hidrogénios 2H-2’. A correlagdo do
hidrogénio H-2 com os hidrogénios 2H-3 foi observado, e o hidrogénio aromatico
H-5 tem correlagdo com os hidrogénios do CH,alilico, Figura 4.31.
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FIGURA 4.31 - CorrelagcGes observados no COSY.
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O espectro de RMN de 13C, Figura 4.32, apresentou os sinais de todos
0s carbonos da estrutura do GGH. Os carbonos metilénicos das posi¢des C-3, C-
2’ e C-4’ apresentam deslocamentos em 6 29,0, 41,9 e 42,1 ppm, respectivamente.

Em & 53,6 observa-se o sinal do carbono metinico da posigéo C-2.

Rk g~ 8 N oo
R8s s8 2 § 5 g §
\\/ \eoo IV
C-4? T cw
\ I“ﬁ‘" H /
) / \I‘\/ﬁ‘
C-3 C-7 I N
C-1 l ‘ S~
4.5 420 415 ppm C-3
\4 «— Cc1  |CA
¢ C-5
C-2—»

I ' | I | ' | I ' | ' | ' I ' |
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

FIGURA 4.32 - Espectro de RMN de *3C do tripeptideo GGH em DMSO-dg
(9,4T), com ampliacéo da regido de 41 ppm a 43 ppm.

Os carbonos aromaticos hidrogenados das posi¢oes C-5 e C-6 do anel
imidazol, tem deslocamentos respectivos em 6 119,0 e 6 134,4. O sinal em ¢ 132,2
foi atribuido ao carbono aromaético ndo hidrogenado, posicdo C-4, por fim, os
carbonos acilas em ¢ 167,8, 6 169,3 e & 173,7 séo atribuidos na devida ordem C-
1°, C-3’ e C-1. Na Tabela 4.11, é apresentado os deslocamentos quimicos dos
carbonos, hidrogénios, multiplicidade e as constantes de acoplamento. Os
carbonos acilas foram identificados pelas correlacbes no mapa de contorno

HMBC, as quais séo apresentadas na Tabela 4.12.
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TABELA 4.11 - Informacdes sobre os deslocamentos dos carbonos e dos protons.

Posicdlo ¢ (ppm) Su (ppm)
1 173,7 -
2 53,6 4,22 (m)*
2,83 (dd,J=7,3e 14,8 Hz)
3 29,0
2,96 (dd, J=4,9e 14,8 Hz)
132,2 -
119,0 6,72 (s)
134,4 7,51 (d, J=1,0Hz)
I’ 167,8 -
2’ 42,1 3,41 (s)
3 169,3 -
4 41,9 3,74 (d, J = 5,0 H2)
Hy’ - 7,97 (d, J =7,56 Hz)
Hy” _ 8,63 (sl)

Tabela 4.12 - Correlagdes observadas no mapa de contorno HMBC do GGH.

Carbono dc HMBC
2'JCH 3JCH
1 173,7 H> Hs
2 53,6 Hs -
3 29,0 H: -
4 132,2 Hse Hs Hee H2
5 119,0 - Hee Hs
6 134,4 - Hs
Iy 167,8 HN’ -
2’ 41,9 - -
3’ 169,3 Hy’ -
4 42,1 - ;
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4.4 Caracterizacdo [Metal(GGH)]

Os complexos com o centro metalico cobre (I1) apresentaram sinais
nos espectros de RMN de H, porém ndo foi possivel distingui-los pela
complexidade dos sinais e por ndo apresentarem nenhuma correlagédo nos mapas
de contornos. O complexo com o zinco néo foi soluvel em DMSO-dg. Desse modo
é apresentada a caracterizacdo completa por RMN 1D e 2D apenas para o

complexo de prata.

Os dados de anélise elementar, Tabela 4.13, corroboram para a
proposta das estruturas dos complexos, e que estes possuem moléculas de agua de
hidratacdo, para os complexos que possuem erros maiores que 0,5% 0s espectros
de massas de alta resolucdo confirmam a molécula proposta. Os valores de
condutividade molar confirmam que os complexos com 0 GGH séo eletrdlito
1:1(com a prata), 1:2 (complexos com o cobre). O zinco foi proposto sendo
eletrdlito 1:2, confirmado na espectrometria de massas de alta resolucdo, pois néo

foi observado sinais referentes ao acetato coordenado ao metal.

TABELA 4.13 - Analise Elementar dos complexos [Metal(GGH)] e valores de

condutividade obtidos em agua.

Complexos %C* YoH* Q%N*  A**
[Ag(GGH)]BF, 25,89 3,26 15,10 o1 36
(GGH-1)*** (26,10) (3,15) (14,70) ’

[Zn(GGH)](CH3C00),.2H,0 34,4 5,16 14,33

(GGH-2)*** (34,00) (3,8) (14,80) 113,00
[Cu(GGH)](NOs3),.3,4H,0 23,18 4,24 18,93

(GGH-3)*** (23,76) (4,39) (18,57) 161,73
[Cu(GGH)](BF4)2 23,72 2,99 13,83

(GGH-a)*** 2430)  (37) (1490 L7680

*Massa calculada. **Condutividade (uS.cm™). ***Cédigo dos complexos.
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O namero de elétrons desemparelhados para os complexos GGH-3 e
GGH-4, confirmam que esses complexos sdo mononucleares, 0s quais
apresentaram o valor de 1 elétron desemparelhado na proporcdo 1:1
(metal:ligante), foi considerado a formac&o de complexos binucleares, esperava-
se um valor de 2 elétrons desemparelhados se o complexo com dois centros
metélicos fossem formados, o resultado obtido foi de 1 elétron e este confirmou

que nédo ocorreu a formacédo de complexos binucleares, Tabela 4.14.

TABELA 4.14 - Susceptibilidade magnética dos complexos GGH-3 e GGH-4.

Suscetibilidade Numero de elétrons
Complexo -
magnética molar (xm) desemparelhados (n)
GGH-3 0,247 x 10°° 1,00
GGH-4 0,214 x 10°® 1,00
GGH-3* 0,247 x 10°° 1,02
GGH-4* 0,214 x 10° 0,98

*Considerado como complexo binuclear.

4.4.1 Caracterizacdo por infravermelho

Na comparacdo visual dos espectros na regido do infravermelho do
GGH (A) com os complexos, Figura 4.33, banda alargada acima de 2600 cm™
dificultou a anélise dos deslocamentos dos grupos caracteristicos dessa regido
v(OH, NH, e NH). Entre a regido de 1750 cm™ a 1550 cm™ os estiramentos das
ligacbes C=0 das carboxilas das amidas sao deslocadas nos complexos para
nimero de ondas menores, indicando a complexacdo pelos nitrogénios das
amidas. A regido das bandas caracteristicas do anel imidazol monossubstituido,

apresentaram modificacGes, confirmando a coordenacao pelo anel imidazol.
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©
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4000 : 3550 I 3050 ; 2550 I 2050 : 1550 I 1050 . 560

NUmero de onda (cm™)
FIGURA 4.33 - Comparacéo dos espectros na regido do infravermelho, obtidos
em KBr, onde as mudancas nas bandas de absorcédo déo indicio da formacéao do

complexo. Os espectros séo referentes a: (A) GGH, (B) GGH-3, (C) GGH-4, (D)
GGH-1, (E) GGH-2.

Na Tabela 4.15, é apresentada a tentativa de atribuicdo das principais
bandas de estiramento encontradas nos complexos, em comparagdo com 0S
valores de nimero de onda com o ligante livre. O anel imidazol do GGH tem suas
bandas deslocadas em todos os complexos, ndo podendo ser diferencias, pois
ocorreu 0 desaparecimento ou sobreposicdo de bandas. Para os complexos

contento BF, o estiramento C-N esta sobreposto com a banda desse contra-ion.
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TABELA 4.15 - Tentativa de atribuicdo dos valores dos nimeros de ondas dos
principais grupos do ligante GGH e dos complexos [Metal(GGH)].
GGH GGH-1 GGH-2 GGH-3 GGH-4
1660 cm?® 1658 cm?® 1575cm?® 1626 cm? 1628 cm't

HNC=0
1600 cm?® 1595 cmt *x *k * %k

CH, 1390 cm? 1396 cm? 1400 cmt *x 1406 cm™

O-H 1260 cm?*  1265cm? 1269cm! 1265cm?t 1261 cmt

C-N 1100 cm* * 1113 cm? 1111 cm*? *

663cm?t 623cm?t 677cm!  653cm?t 654 cmt
623cm?t 532cm?t  657cm?  625cm?t  532cmt
349cm?t  212cm? 621 cmt 224 cmt
258 cmt

Imidazol

* Bandas sobreposta com o estiramento do BF,". ** N&o observado.

4.4.2 Caracterizacdo por espectroscopia de absorcdo na regido do

ultravioleta ao visivel

Na espectroscopia de absor¢éo na regidao do UV-Vis, o complexo
GGH-1 apresentou transicdes nos comprimento de onda 196 nm e um ombro em
216 nm, com os respectivos coeficientes de absortividade molar [log ¢ (M~ cmv’
1] de 4,23 e 3,94, Figura 4.34, ambas transicoes intramoleculares das carboxilas
do GGH n- n". Com a mudanga do solvente para DMSO, o espectro apresentou
trés bandas, 262 nm, 292 nm, atribuidas as transi¢des do tipo n-r", e uma transi¢éo

de baixa intensidade em 424 nm, atribuida a banda de transferéncia de carga do



81

metal para o ligante (TCML), Figura 4.35. A banda TCML e justificavel para esse
tripeptideo, pois o anel imidazol da L-his os nitrogénios estdo hibridizados sp?, o
nitrogénio usado como ponto de coordenacdo tem os pares de elétrons em um
orbital sigma, disponiveis para ser usados na coordenacdo. O nitrogénio da outra
posicdo do anel imidazol tem seus pares de elétrons no 7 (p puro), por este estar
conjugado no sistema aromatico. Por ter orbitais n°~ (pr’) vazios, o anel imidazol
¢ caracterizado como ligante sigma doador ¢ m aceptor, desse modo o imidazol
recebe densidade eletronica do orbital dz"do centro metalico Ag*, o qual tem o
orbital 4d'°, como esse orbital esta preenchido, o metal doa densidade eletronica

para o ligante.

—280,83 uM
68,07 uM
58,79 uM
51,73 uM
46,19 uM
41,72 uM

—38,04 uM

—34,95 uM

—32,33 uM

—30,08 uM

0 — e

192 242 292 342 392
Comprimento de onda (nm)

-

o
ol

Absorbancia

FIGURA 4.34 - Espectro de absor¢édo na regido do UV-Vis do GGH-1 obtido em

agua.
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0.4

[Ag(GGH)|BF4 DMSO
GGH

Absorbéncia
Absorbéncia

0 — - L

260 400 600 800 258 398 538 678
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.35 - Comparacdo dos espectros de absorcéo na regido do UV-Vis do
GGH com o [Ag(GGH)]BF4, dando énfase para regido proxima a 400 nm, onde

tém-se o aparecimento da banda TCML.

As medidas do complexo de zinco apresentaram transi¢des do ligante
em 196 nm e 218 nm, ambas referente as transi¢des n-n”, como observado na
Figura 4.36.

— 88,35 UM
—75.42 pM
—96,63 UM
1 —81.38 pM
5 08 —70,28 pM
S 06 —61,85 UM
£ 55,22 UM
5 4 49,88 UM
< 02 45,47 UM
° 4sun
,65 UM

192 242 292
Comprimento de onda (nm) —35,96 yM

FIGURA 4.36 - Espectro de absor¢do na regido do UV-Vis do GGH-2.

Os complexos GGH-3 e GGH-4, em agua, apresentaram as
transi¢des intramoleculares do ligante GGH nos comprimentos de onda 198 nm,

216 nm e 254 nm, banda TCML em 536 nm e a transi¢do d-d em 766 nm, as duas
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ultimas so puderam ser observadas com uma elevada concentracdo do complexo,

Figura 4.37 e Figura 4.38, respectivamente.

——82,09 uM
69,13 pM
0,95 d-d 59,70 PM
0,1 52,54 uM
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o
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500 700 900
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Comprimento de onda (nm)

FIGURA 4.37 - Espectro de absor¢édo na regido do UV-Vis GGH-3.
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FIGURA 4.38 - Espectro de absor¢édo na regido do UV-Vis GGH-4.

4.4.3 Caracterizacdo por RMN

Os complexos GGH-2, GGH-3 e GGH-4 ndo foram caracterizados
por RMN comparando-os com o ligante livre, pois o0s sinais apresentados nos
espectros ndo poderiam ser atribuidos para os dois primeiros, e o complexo GGH-
2 néo solubilizou em DMSO-ds. Por esses motivos, apenas 0 GGH-1 tem uma

discusséo detalhada por RMN.
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Os prétons do GGH-1 apresentaram deslocamentos diferentes em
relacdo ao ligante livre, indicando a formacao do complexo, como observado na
Figura 4.39. Todos os hidrogénios da regido alifatica apresentaram uma
desblindagem nos seus deslocamentos quimicos quando comparados ao ligante
livre, os hidrogénios da posi¢do 2H-3 séo deslocados para 6 3,02 e & 3,10, os
hidrogénios 2H-2’ e 2H-4’ sofrem uma desblindagem para 6 3,79 e & 3,51,
respectivamente. O hidrogénio H-2 tem seu sinal em & 4,37. Na regido aromatica,
0 hidrogénio da posic¢do H-5 tem deslocamento em 6 7,04, enquanto o sinal do H-
6 esta junto do sinal do Hy’, & 7,89 para o H-6 e 6 7,86 para 0 Hy’, o sinal mais
desblindado é referente ao hidrogénio Hy’’, o qual tem uma variacdo de 0,01 ppm.
No experimento COSY, as mesmas correlagdes observadas no ligante livre, sao

identificadas no complexo GGH-1, Figura 4.40.

H-6

795 790 7.85 ppm

o
| |

H-6 H-4°

2 HN’
| |
IR R D R D D D I D N D DA B
8.5 0 75 7.0 6. 6.0 55 50 45 4. 3.5 3.0 ppm
FIGURA 4.39 - Sobreposigdo dos espectros de RMN *H, DMSO-ds (9,4T), do
GGH em vermelho com o complexo GGH-1 em azul, na qual pode-se visualizar

S

os diferentes deslocamentos dos hidrogénios do GGH livre e quando é

complexado.
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FIGURA 4.40 - Correlagdes no COSY do GGH-1.

No mesmo tubo de ressonancia contendo o0 GGH-1 para obtenc¢éo do
espectro de RMN 'H em DMSO-ds, adicionou-se algumas gotas D,O, para
obtencédo de um segundo espectro de RMN de *H, no qual ocorreu a diminuicéo
dos sinais referentes aos hidrogénios ligados aos nitrogénios das amidas,

confirmando a sobreposicdo dos sinais do H-6 com o Hy’, mostrado na Figura

4.41.
H-6 »
Hy
¥
e
oo )
T I ’ I j I ’ I j I " I j I T I T I T T ’ I r I '
88 86 84 82 80 78 76 74 72 7.0 6.8 ppm

FIGURA 4.41 - Comparacéo do espectro de RMN *H do GGH-1 em DMSO-ds

(9,4T), mostrado em azul, com o espectro do adquirido em DMSO-ds + D,0, em

preto, onde ocorreu a troca dos hidrogénios acido por deutério, 0 que indica a

diminuicéo dos sinais para esse hidrogénio.
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No espectro de RMN de 3C, os sinais do carbono acila C-3’ e do
carbono C-6 apresentaram maiores deslocamentos quando comparados ao ligante
livre, com uma diferenca de 3,3 ppm para o C-6 e 1,2 ppm para o C-3’, Figura
4.42. Dois carbonos, C-4 e C-5, ndo sdo observados, o carbono C-3 aparece com
uma baixa intensidade, porém o mapa de contorno HSQC mostra a correlacdo do
C-3 com os hidrogénios ligados a ele, Figura 4.43, o que ndo foi observado para
o C-5.

C-3
J‘ \ (LJ
iy L.ww»wwwwf““‘ W)
174 172 170 168 ppm(j_6 C-3
C—3\’< y C-6
[ I ) [ ' [ ' [ " [ ' I ' |
160 140 120 100 80 60 40  ppm

FIGURA 4.42 - Sobreposicdo dos espectros de RMN *C do GGH em vermelho,
com o complexo em azul. Destacando os carbonos das posicoes C-6 e C-3’, os

quais tiverem maior deslocamento na formacédo do complexo.
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FIGURA 4.43 - Mapa de contorno HSQC do GGH-1, DMSO-ds (9,4T),
destacando a correlacdo dos hidrogénios da posicdo 2H-3 ligados aos carbono C-
3, 0 qual teve baixa intensidade do seu sinal no RMN 3C, e a néo visualizacéo da

correlacdo do H-5 com o C-5.

Os complexos com o centro metalico de cobre ndo puderam ter seus
sinais atribuidos pela auséncia das correlacdes nos mapas de contorno e pela
complexidade do espectro de RMN *H, contudo, é apresentado na Figura 4.44 o
espectro de RMN *H obtido para 0 GGH-4, onde foi realizado o experimento em
janela expandida, para verificar se nesse complexo o efeito de deslocamento
quimico paramagnético poderia apresentar sinais fora de janela comum de
aquisicdo dos espectros de RMN de H e se teria solvente coordenado ao
complexo. Como o experimento ndo mostrou sinais acima de 20 ppm e a baixo de
0 ppm, indica que ndo ha moléculas de solvente coordenada ao centro metalico

para os complexos de cobre com o GGH.
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I ' I " I ' I ) I ) [ ) | ) [ ! I " I
120 100 80 60 40 20 0 -20 -40 ppm
FIGURA 4.44 - Espectro obtido em expanséo de janela de ppm para o complexo
GGH-4, DMSO-ds (9,4T), para verificar a presenca de sinais fora da janela

comum de aquisigéo.

4.4.4 Caracterizacdo por Espectrometria de Massas

Nas sinteses com 0 GGH, os complexos com cobre e zinco possuem
carga 2+, porém ocorreu uma desprotonacdo da molécula no processo de
ionizacdo por eletrospray, resultou em uma carga 1+, o que possibilitou
corresponder o ion m/z 331 e 332 para os complexos GGH-3/GGH-4, e o ion
m/z 332 para 0 GGH-2. No complexo de com a prata, ndo ocorre nenhuma
desprotonacéo da molécula, a qual tem carga 1+. E demonstrado na Tabela 4.16,

os valores das massas tedricas, massas observadas e o erro.

TABELA 4.16 - Valores das massas tedricas e calculadas para os complexos
[Metal(GGH)].

Complexos Massas tedrica Massa experimental (erro em ppm)
P (M/2) (m/2) PP
GGH-1* 376,0169 376,0179 2,65
GGH-2* 332,0331 332,0309 -6.6
GGH-3 331,0347 331,0358 3,32

GGH-4
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*Molécula protonada.

O espectro MS do complexo GGH-1, Figura 4.45, mostrou o padrao
isotopico do metal para no pico m/z 376, este ion foi selecionado e fragmentado
por CID, o espectro MS/MS, Figura 4.46, contém os ions produtos m/z 332, 285,
264, 239, 201 e 182, todos com o padréo isotopico do metal. Ndo ocorreu a saido
do Ag(l) de nenhum fragmento, o que pode ser explicado pela forte ligacdo com
o anel imidazol, o qual faz retrodoacdo com a prata. As propostas de

fragmentacdes estdo apresentadas nas Figuras 4.47 e 4.48.
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FIGURA 4.45 - Espectro MS do complexo GGH-1.
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FIGURA 4.46 — Espectro de massas MS/MS do GGH-1 para visualizacdo do padrdo isotdpicos nos fragmentos do ion positivo
m/z 376.
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O espectro de MS do GGH-2, Figura 4.49, apresentou o ion m/z 332
atribuido ao complexo proposto, tém-se uma supressdo de sinal deste ion,
igualmente ao PGG-2 (complexo contendo zinco), de modo a relacionar que 0s
complexos contendo zinco com os peptideos (PGG e GGH), sdo menos ionizaveis

que fragmentos o que podem ser gerados na fonte de eletrospray.

1 Zn - res:
100 C10H14N5042n - resolution: 0.001

EETREET I

<Ky L 5 3%
\ 13 e
LU L4505
| : ] N e I
F— A6 PR P— - A e A P = RS PR S— —
326 328 329 330 B2 333 33 336 336 3 332 339 330 331

FIGURA 4.49 — Espectro de massas MS do GGH-2.

O espectro MS/MS do GGH-2, Figura 4.50, mostrou os fragmentos
m/z 314, 286 e 257 contendo o padrdo isotopico do Zn(ll) com o GGH
coordenado. Porém, apresentou o ions m/z 110, o qual ndo possui o padrdo
isotopico do metal, ou seja, a ligacdo ao centro metélico de zinco(ll) néo é tédo
forte quando comparado a ligacéo ao Ag(l). As propostas de fragmentacdes estéo

apresentadas na Figura 4.51.
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FIGURA 4.50 — Espectro de massas MS/MS do ion m/z 332.
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FIGURA 4.51 - Propostas de fragmentactes do GGH-2.
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Os complexos GGH-3 e GGH-4 possuem diferenca no contra-ion,
como na espectrometria de massas de alta resolucdo em ionizacao por eletrospray,
foi observado apenas o tripeptideo coordenado ao metal Cu(ll), os espectros de
MS e MS/MS para esses complexos sdo similares. Na Figura 4.52 é demonstrado
0 espectro MS do GGH-3, do GGH-4 esta disponivel no Apéndice.

O ion m/z 331 é atribuido aos complexos GGH-3 e GGH-4, neste
ion é observado o padrdo isotopico do metal. A fragmentacdo do m/z 331, Figura
4.53, gerou os ions m/z 301, 286, 255, 200 e 172, todos contendo o padrdo
isotopico do Cu(ll), e ndo ocorreu a observagdo do ion m/z 110. Igualmente ao
complexo GGH-1, 0o GGH-3 e GGH-4 fazem retrodoacdo com o anel imidazol,
a qual faz com que a coordenacdo do anel imidazol com o cobre(ll) seja mais
forte, por esse motivo ndo foi rompida durante o processo de fragmentacéo, 0 que
confirmou a estabilidade do complexo proposto. Nas Figuras 4.54 e 4.55, estéo

apresentadas as propostas de fragmentacdes.
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FIGURA 4.52 — Espectro de massas MS do GGH-3.
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FIGURA 4.53 — Espectro de massas MS/MS do ion m/z 331.



FIGURA 4.54 — Proposta de fragmentacédo para a formacéo do ion m/z 301.
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FIGURA 4.55 — Propostas de fragmentac6es na formacao dos ions m/z 286, 200 e 172.
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4.5 TESTE BIOLOGICO

Os resultados na determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM), foram obtidos por coloracdo, com a utilizacdo do corante resazurina, o
qual na presenca de bactérias vidveis sofre reducdo para resorufina, passando de
uma coloracdo pdrpura para uma cor rosea (Figura 4.56), podendo inferir a

atividade bacteriostatica em Xanthomonas citri subsp. citri.

(A)
B) o
L. " N
'
NAD
0 o OH H,0 * o o oH
Resazurina Resorufina

FIGURA 4.56 — (A) Leitura do teste CIM, coloragdo azul indica que ndo ocorreu
0 crescimento bacteriano e a cor rosea indica o crescimento bacteriano. (B)
Mecanismo simplificado da reducdo da resazurina(parpura) em resorufina(résea)

no meio bacteriano

O tripeptideos PGG, nédo possui atividade bioldgica de inibicdo do
crescimento de bactérias, ndo sendo relatado na literatura ou ndo foi encontrado
trabalhos até a finalizacdo dos testes bacteriostaticos. Por outro lado, os sais de

cobre sdo os mais utilizados na profilaxia do cancro citrico, nesse sentido, péde
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ser feita uma comparacdo direta da atividade do cobre(ll), o ligante livre e o

complexo formado.

A concentracdo do PGG inicial para os testes foi de 3500 uM e este
néo inibiu o crescimento bacteriano, os sais nitrato de cobre e tetrafluoroborato
de cobre inibiram o crescimento das Xanthomonas, nas respectivas concentracoes
de 517,38 uM e 1054 uM. Uma vez que héa a formacdo de NaNO3 e NaBF, nas
sinteses do PGG-3 e PGG-4, estes sais foram testados como bacteriostaticos, o
quais ndo apresentaram atividade. Na comparacdo do PGG, PGG-3 e nitrato de
cobre, Figura 4.57, é observado que o complexo PGG-3 possui atividade na
inibigdo do crescimento das bactérias Xanthomonas em uma concentracéo 8 vezes
menor que a do sal de cobre usado na sintese. Tais resultados suportam a proposta
de que a atividade néo esteja relacionada apenas ao sal de cobre, mas a molécula
sintetizada como um todo. O complexo PGG-4 apresentou atividade de inibi¢éo

em concentracdo 2 vezes menor que o sal de cobre usado na sintese.

% 4.000 3.500
=]

’?} 3.000

=

= 2.000 1.054
[*]

2 1.000 639 51738 464
g L2 P =

PGG PGG-3 Cu(NO;), PGG-4 Cu(BF,),

FIGURA 4.57 — Valores das menores concentracfes que inibiram o crescimento
bacteriano, as colunas de mesmas cores fazem referéncia ao sal de cobre usado na

sintese de cada complexo

O complexo com o centro metalico zinco(ll) apresentou uma
concentragdo préxima ao nitrato de cobre, 515,73 uM, mas o acetato de zinco
inibiu o crescimento das bactérias em uma concentracdo de 228 uM. Quando foi

analisado o complexo com a prata(l), este foi 0 mais ativo na inibicdo do
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crescimento das bactérias, comparados com 0 PGG-2, PGG-3 e PGG-4. O PGG-
1 apresentou uma CIM de 6,29 uM, apesar da prata(l) ter atividade bactericida, o
sal de prata usado para fazer a sintese teve uma concentracao inibitéria minima

de 80 uM, aproximadamente 13 vezes maior que o complexo PGG-1, como

observado na Figura 4.58.
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Concentracio

FIGURA 4.58 - Valores das menores concentragdes que inibiram o crescimento
bacteriano, as colunas de mesmas cores fazem referéncia ao sal de cobre usado na

sintese de cada complexo

O GGH, igualmente ao PGG, ndo possui atividade na inibicéo de
bactérias, o CIM para esse ligante foi iniciado na concentracéo de 3.710 uM e ndo
houve inibicdo do crescimento bacteriano. O complexo GGH-3 inibiu o
crescimento das bactérias em uma concentracdo de 880 uM, comparado ao nitrato
de cobre, tem uma concentracdo 1,7 vezes maior, ndo podendo inferir a atividade
ao complexo, 0 mesmo raciocinio foi usado para 0 GGH-4, o qual teve uma

concentracdo elevada para o teste de CIM, Figura 4.59.
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FIGURA 4.59 - Valores das menores concentra¢des que inibiram o crescimento
bacteriano, as colunas de mesmas cores fazem referéncia ao sal de cobre usado na

sintese de cada complexo

O complexo GGH-2, teve a CIM de 552,2 uM, este foi mais ativo
que os complexos GGH-3 e GGH-4, porém menos ativo quando comparado ao
acetato de zinco, o qual inibiu o crescimento em uma menor concentragéo de 228
uM. Este resultado dificultou inferir a atividade para os complexos sintetizados
com o Zn(ll). Entretanto, a leitura das placas contendo o complexo GGH-1,
apresentou inibicdo em concentracdo de 13 uM, ao ser comparado ao AgBF,, a
concentracdo desse complexo foi 6 vezes menor, concluindo-se que a atividade é
propria do complexo sintetizado, e ndo do sal de prata utilizado na sintese, Figura
4.60.
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FIGURA 4.60 - Valores das menores concentra¢des que inibiram o crescimento
bacteriano, as colunas de mesmas cores fazem referéncia ao sal de cobre usado na

sintese de cada complexo
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Os complexos sintetizados com o centro metélico Ag(l), inibiram o
crescimento bacteriano em concentragcdes menores que a do tetrafluoroborato de
prata, igualmente para o complexo PGG-3, o qual teve a CIM menor do que o
nitrato de cobre, o que néo foi observado para os complexos de zinco (PGG-2 e
GGH-2) e nem para os complexos sintetizados com o Cu(BF,),. Analisou-se, a
concentragdo percentual tedrica dos metais de transicdo nos sais usados nas
sinteses e para os complexos usando a plataforma ChemcCalc, de Patiny, L. &
Borel,*! (Figura 4.61), e isto demonstrou que a prata e o cobre estdo em maiores
concentracbes em seus sais, 55,41% de prata no AgBFs e 26,3% no
Cu(NO3),.3H,0, ja para os complexos PGG-1 e GGH-1 o valor obtido foi de
21,75% e 23,25% de prata, respectivamente. De modo similar, a porcentagem de
Cu(ll) no nitrato de cobre trihidratado € de 26,3%, enquanto que nos complexos
PGG-3 e GGH-3, tém-se a metade desse valor, 13% para 0 PGG-3 e 13,91%
para 0 GGH-3. Este ultimo, ndo apresentou uma atividade em menor
concentracdo que o sal de cobre, contudo, 0 PGG-3 tem metade da porcentagem
de cobre(ll) em sua composicdo e apresentou atividade bacteriostatica em

concentracdo 8 vezes menor comparado ao Cu(NOs3),.3H.0.

AgBF, mma— 55 4]
PGG-1 s 21,75
GGH-1 v 23’25

Zn(CH;C00),2H,0 e—— 1979
PGG-2 s 13,49
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Cu(BF,),.xH,( — 26,8
PGG-4 memmmms 11,8
GGH-4 s 12 55

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Porcentagem do metal de transicfio (%/mol)

FIGURA 4.61 - Percentual dos metais de transi¢ao para os sais usados nas sinteses

e complexos formados usando a plataforma ChemCalc, de Patiny, L. & Borel.*!
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5 CONCLUSAO

Nesta pesquisa foram apresentadas as sinteses e caracterizacfes de
oito complexos dos tripeptideos PGG e GGH coordenados aos centros metalicos
Cu(ll), Ag(l) e Zn(ll). Os resultados das caracterizagcbes corroboraram para a
conclusao de que houve formacdo dos complexos, como por exemplo, as
variagOes nos deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de H
e BC{*H}(unidimensional e bidimensional), mudanca nas bandas de absorgéo no
infravermelho, que se apresentaram em menor quantidade devido a rigidez dos
complexos, observacdo de bandas de transferéncia de carga (TCML) e transicdes
d-d na espectroscopia de absorcédo na regido do UV-Vis, composicado percentual
(carbono, nitrogénio e hidrogénio) obtidas na analise elementar, juntamente com
0s dados da espectrometria de massas de alta resolucdo, foram atribuidas as
possiveis estruturas. Apés as caracterizagOes, 0s quelatos foram ensaiados em
Xanthomonas, e todos os complexos apresentaram atividades em concentracdes

menores comparados com o0 PGG e GGH.

Os complexos contendo zinco, apesar de serem mais ativos que 0s
tripeptideos, apresentaram uma concentracdo maior em relacdo ao sal de zinco
utilizado na sintese, diferentemente dos outros complexos que apresentaram
atividade em concentragbes menores que 0s sais usados para fazer as sinteses.
Resultados como do PGG-1, GGH-1 e PGG-3 0s quais inibiram o crescimento
bacteriano em concentragcdes menores que as dos sais usados para sintetizar esses
complexos, suportam a hipotese de que tripeptideos quando quelados a metais
podem adquirir atividade bioldgica. Esse estudo precisa ser mais explorado, desde
avaliacdo em outros testes bioldgicos como concentracdo bactericida minima e

inibicdo do biofilme, como teste em outros patdgenos e fitopatdgenos.
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Espectro de RMN de !H e 13C do PGG-2 em DMSO-dg (9,4 T)
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Mapa de contorno HSQC do PGG-2 em DMSO-ds (9,4 T)
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RMN de *H [DMSO-ds(9,4 T)] em janela expandida do complexos PGG-3
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COSY do PGG-1em DMSO-ds (9,4 T)
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Espectros de absorcao na regido do infravermelho (em KBr) [metal(PGG)]

100 100
80
o
50 -
o
404
- PGG-2
PGG-1 N
20
04000 35‘00 30‘00 25‘00 ZUIOE) 15‘00 10‘00 560 mwm SElDO 3';00 25lua 20’00 15'00 1D|DD 550
100
w“ m
T 80
PGG-3 .
) PGG-4
40
20
0
T T T T T T T 0 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Espectros de absorcao na regido do infravermelho (em KBr) [metal(PGG)]
80
140 -]
120
60 o
100 -
GGH-1
40+ 60 -
GGH-2
20 4 20 -
T T T T T T T 0 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
100 H 100 4
80 80 4
60 G G H -3 50 4
GGH-4
404 40
20 T T T T T T T 20 T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500




Espectros de absor¢do na regido do Uv-Vis dos complexos, obtidos em agua e DMSO
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Espectros de massas MS dos complexos
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Espectro de MS/MS do GGH-4
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