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1. RESUMO

Estudos cinéticos da hidrolise e deuteragao da glicilglicina (GG) catalisadas
pelo complexo macrociclico binuclear BMXD-Cu,, (BMXD - 3,6,9,17,20,23-
hexazatriciclo [23.3.1.1""""Jtriaconta-1(29),11(30),12,14,25,27-hexaeno), foram
acompanhados por RMN 'H. Foram observadas duas reagdes paralelas para o
sistema ternario BMXD -Cu,-GG: a deuteragdo de um CH, da glicilglicina, o NCHo,
e a hidrélise da ligacao peptidica, quebra da ligacdo C — N.

O modo de coordenacao da glicilglicina na cavidade do complexo receptor
ativa o grupo carbonila pela coordenacdao do oxigénio ao centro metalico,
favorecendo o ataque de um reagente nucleofilico, tal como a carboxila do
dipeptideo. Os resultados cinéticos mostram que a espécie mais reativa para a
reacdo de hidrélise e deuteracdo é a espécie ndo-protonada (BMXDCu,GG**). Em
p[D] 6,1, onde BMXDCu,GG** é a espécie predominante, os valores das
constantes sdo: ky = 1,63 x 10° s e kg = 3,37 x 10° s'. Em valores maiores de
p[D], onde temos a maxima formacdo da espécie com a ligacdo amida
desprotonada (BMXDCu,H.1GG?*, p[D] ~ 8,0) ndo foi observada nenhuma reacéo.
A partir da espécie mais reativa foi proposto um mecanismo para a hidrolise e
deuteracdo do dipeptideo glicilglicina catalisadas pelo complexo macrociclico
binuclear BMXD-Cus,.

Célculos de minimizagao de energia mostram que o complexo macrociclico
binuclear BMXD-Cu, adota a conformacdo do tipo ‘cuia’ para acomodar o
dipeptideo glicilglicina.
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2. INTRODUGCAO

A necessidade de expandir horizontes e olhar para a Quimica nao somente
como uma ciéncia de moléculas individuais, mas também como uma investigacao
de como as moléculas se agrupam e interagem em grupos, pares, pequenos ou
grandes agregados, abriu espaco para o campo da Quimica Supramolecular.’

Em 1937, Klaus Wolf,? quimico alemao, cunhou o termo Ubermolekiile®
(macromolécula), e mais tarde, no final da década de 1960, com o
desenvolvimento de novas moléculas, como os éteres de coroa® e os criptandos,*
Charles Pedersen, Donald Cram e Jean-Marie Lenh relembraram a expressao e
desenvolveram a Quimica Supramolecular, que pode ser definida por: “justamente
como ha um campo da quimica baseado nas ligacbes covalentes, a quimica
molecular, ha um campo da quimica supramolecular, a quimica da reunido
molecular e da ligagao intermolecular”.®

Na Biologia, ligacbes covalentes definem a composigcdo das moléculas
fundamentais — proteinas, acidos nucléicos, lipideos, hormbénios — mas ligacdes
nao-covalentes desempenham um papel critico na determinagéo de suas fungoes.
E por meio de interacdes fracas que as enzimas sdo capazes, hdo somente de se
ligar, mas também de liberar suas moléculas-alvo, de abrir e copiar a dupla hélice
do DNA e que as células nervosas podem enviar sinais umas as outras.®

As interacdes moleculares tém sua esséncia dentro da quimica organica,
nos processos de sintese molecular; da quimica de coordenacgéo, na formacao do
complexo metal-ligante; da fisico-quimica, nos estudos das interagcbes
experimentais e tedricas; da bioquimica e de todos os processos que envolvem a
ligacdo e o reconhecimento de um determinado substrato com seu receptor.®

Receptores moleculares sdo estruturas organicas unidas por ligacoes
covalentes que sao capazes de se ligarem seletivamente a substratos moleculares
e/ou ibnicos por meio de varias interagdes intermoleculares, conduzindo a

formacado de uma super ou supramolécula. Estas espécies sao caracterizadas



pelo seu arranjo espacial e pela sua estrutura definida, possuindo certa
flexibilidade, devido as fracas interacdes existentes entre seus componentes.

Se além do sitio de ligacédo, o receptor também carrega funcdes reativas,
este efeito pode ser uma transformacdo quimica na ligacdo do substrato,
comportando-se assim como um reagente supramolecular ou catalitico.

Ligantes macrociclicos, como BMXD’ e OBISDIEN,® sdo receptores
moleculares que interagem com biomoléculas pequenas. Esses ligantes podem
formar complexos binucleares com ions metalicos da 12 série de transicao, os
quais, por sua vez, ligam-se a anions secundarios que funcionam como pontes
dentro da cavidade do macrociclo. Neste caso, os complexos binucleares sdo os
“hosts” e os anions sao os “guests”. Esta interacdo “hdspede-hospedeiro”, do
anion com os centros metalicos do complexo macrociclico foi denominada como
complexo cascata por Lehn.®

Um tipo de substrato que pode ser reconhecido na cavidade desses
complexos macrociclicos binucleares sao os peptideos.

2.1. Hidrdlise de Peptideos e Amidas

Peptideos sdo compostos formados a partir da reacao entre um grupo
amino e um grupo carboxilico de a-aminoacidos, sendo o grupo amida —CONH-,
designado por ligacdo peptidica,’ (Esquema 1). Conforme o nimero de residuos
de aminoéacidos por molécula, esses compostos recebem o nome de dipeptideo,
tripeptideo, etc, e, finalmente polipeptideos.’® Um polipeptideo com 100 ou mais
residuos de aminodcidos € chamado de proteina.

\ - ” v
*H3N—R—COO" + ‘HsN—R—COO —— +H3N—R—C—l|\l—R—COO' + Hy0
H

Esquema 1. Reacao de formacao de um dipeptideo, onde —-CONH- representa a
ligacao peptidica.



Dependendo da seqiéncia de sua cadeia, os peptideos coordenam-se de
diversas maneiras com fons metalicos.'” Por exemplo, o dipeptideo glicilglicina
(NH.CH,CONHCH>,COOQOH), tem dois grupos terminais coordenantes, além dos
atomos de oxigénio e nitrogénio da ligacado peptidica, sendo possivel a
coordenacéo tridentada.

A hidrélise de peptideos depende da reatividade do grupo carbonila da
ligacdo peptidica.'? Esta reatividade é quase ausente em peptideos, devido &
ressonancia do tipo,
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desta maneira, as amidas sao bases fracas, pois ocorre apenas a deslocalizacao
do par de elétrons ndo-ligantes do &tomo de nitrogénio.'?

Em condicbes acidas, a hidrélise de uma amida resulta do ataque da agua
sobre a carbonila protonada'® (Esquema 2). A protonagdo do oxigénio da
carbonila (I) deixa o carbono parcialmente positivo, favorecendo o ataque
nucleofilico da molécula de agua, formando um intermediario tetraédrico (ll). Este
intermediario perde uma molécula de amoénia, produzindo um &cido carboxilico
protonado (lll), que transfere um préton para a aménia, formando o &cido
carboxilico (IV) e o ion aménio (V).

OH
PO w /M ho | % 79 .
R—C. =— R— =— R—C—OH, = R—C — R—C + NHy4
A N . N “oH
NH, NH, NH, OH

U (In (1) (V) v

Esquema 2. Hidrélise de amidas em condic¢bes acidas.



Em condices alcalinas, a hidrélise ocorre pelo ataque do ion hidréxido, um
agente fortemente nucleofilico, sobre a prépria amida' (Esquema 3). O ion OH’
ataca o carbono carbonilico da amida, formando um intermediéario tetraédrico (1),
que perde um proton, para dar um dianion (ll). O dianion perde uma molécula de

aménia, este passo é sincronizado com a transferéncia do préton da agua.

" | ) V4 )
R—clz—OH oH R—(|3—O H0, R—C_ + NHg + OH

NH NH NH,

U] (In

Esquema 3. Hidrélise de amidas em condic¢des alcalinas.

2.2. Enzimas Hidroliticas

As vantagens do uso de enzimas para hidrolisar proteinas e peptideos sao
varias: enzimas sao especificas e quebram prontamente ligacbes que sao
resistentes a catalise nao especifica; ndo sao destrutivas, ndo somente para
aminoacidos comuns, mas também para grupos labeis introduzidos in vivo ou in
vitro e agem rapidamente, podendo teoricamente completar a hidrélise em
minutos. '

Certas peptidases requerem ions metalicos para suas atividades, e por isto,
reacdes de hidrélise tém chamado a atencdo de quimicos inorganicos.”® Estas
metaloenzimas sao classificadas de acordo com sua especificidade pelo substrato.

A carboxipeptidase A (CPA, peptidil-L-aminoacido hidrolase) é uma
metaloexopeptidase que contém um ion Zn?* como centro ativo, ligado a uma
cadeia polipeptidica de 307 residuos de aminoacidos. Esta enzima apresenta
especificidade pelo substrato OOC — CHR — NH — CO — , a hidrélise ocorre no

aminoacido C — terminal.'®



Aminopeptidases apresentam especificidade pelo
substrato — NH — CO — CHR — NH, e a hidrdlise ocorre no aminoacido N -
terminal do substrato peptidico.' A leucina aminopeptidase (LeuAP), extraida do
pancreas bovino, é uma metalopeptidase de massa molecular 324 kDa,
consistindo de 6 subunidades idénticas. Através de absorcdo atomica foi
identificada estruturalmente, confirmando que para cada subunidade de 54 kDa,
ha 2 fons Zn?*.

E muito dificil estabelecer mecanismos para reacdes enzimaticas, os
problemas residem em como o ion metélico promove a hidrolise de peptideos.
Assim, torna-se necessario o desenvolvimento de ligantes adequados que
mimetizem os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo dessa classe de

enzimas.

2.3. Complexos Macrociclicos

Complexos macrociclicos polinucleares de metais de transicao representam
uma ferramenta importante no estudo dos mecanismos que governam as
interagdes do fon metalico e a ativagdo do substrato.'®

De especial interesse como agentes complexantes, os ligantes
macrociclicos podem impor um alto grau de pré-organizacao na formacao de
complexos metalicos, além de constituirem uma excelente base para o
reconhecimento molecular, podendo assim variar o tamanho da cavidade, forma e
componentes.'®

Ligantes macrociclicos hexamino, em suas formas protonadas, quando
ligados a certas moléculas neutras e anions em solugdo, em alguns casos, sao
capazes de catalisar ligacdes de substratos em significantes reacdes bioldgicas.
Muitas vezes estas enzimas miméticas mostram fatores elevados para a
velocidade de reacdo, quando comparadas com 0S MEesSmOS pProcessos na
auséncia do macrociclo. Macrociclicos hexamino podem formar complexos

metalicos mono e binucleares, os quais sdo capazes de coordenar anions. %



2.3.1. Ligante Macrociclico: 3,6,9,17,20,23-hexazatriciclo[23.3.1.1'"'%]
triaconta-1(29),11(30),12,14,25,27-hexaeno (BMXD)

Ha um grande interesse em complexos binucleares que contenham
estruturas ligantes capazes de segurar dois centros metélicos na cavidade
fechada, enquanto mantém suficiente flexibilidade para promover ligacbes com o
substrato.’® Um exemplo de ligante deste tipo é o macrociclo 3,6,9,17,20,23-
hexazatriciclo[23.3.1.1"" "*Jtriaconta-1(29),11(30),12,14,25,27-hexaeno (Figura 1),
que contém seis grupos aminos doadores, na forma de duas subunidades

dietilenotriamina, separados por pontes benzilicas.
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Figura 1. Estrutura do ligante macrociclico BMXD.

O ligante BMXD é uma poliamina hexadentada capaz de formar um arranjo
binuclear pela inclusdao de dois cations metalicos em sua cavidade molecular,
deixando disponivel a coordenacao de sitios adicionais. Em solu¢do aquosa, estes
sitios de coordenacdo podem ser ocupados por moléculas de H>O, ions OH ou
substratos aniénicos.’

A geometria de coordenacdo dos fons Cu®* no complexo binuclear catiénico
(BMXD-Cuy)*, inicialmente sugerida por Martell e colaboradores?®' (Figura 2. 1),
teve seu arranjo estrutural confirmado por cristalografia de raios X do complexo



(BMXD-Cus)(SO.)2. A estrutura obtida,” (Figura 2. Il) mostra que a ligagdo dos
ions metdlicos ao macrociclo é feita através dos trés nitrogénios aminicos da
subunidade dietilenotriamina. O ambiente de coordenacdo de cada ion metalico é
completado por um atomo de oxigénio do sulfato, neste caso, o oxigénio (O3) de
um sulfato a um cobre (Cul) e o oxigénio (O4’) do outro sulfato ao outro cobre
(Cu2). A distancia interatdmica entre os ions Cu®* é de 5,31A.

2
Z
v

=

z--: +--z
N N
” "N.. N

() (1))

Figura 2. (I) — Geometria de coordenacado para o complexo binuclear (BMXD-
Cup)*, onde Z representa o solvente ou anions.?' () — Estrutura de raios X do
complexo (BMXD-Cuy)(SO4).”

Embora a estrutura no estado sélido do complexo (L-Cuz)(SO4)> mostre que
0 macrociclo adota a conformacdo do tipo ‘cadeira’ (uma subunidade
dietilenotriamina coordenante para cima e a outra para baixo), ndao ¢é
necessariamente a que adotaria em solugdo.” Devido & certa flexibilidade do
complexo L-Cu,, espera-se que o cation possa variar sua distancia interatémica
podendo acomodar ligantes maiores, como o pirofosfato, por exemplo, em uma
conformagéo do tipo ‘cuia’, onde as duas subunidades dietilenotriamina estdo
viradas para o mesmo lado (Figura 3).”
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Figura 3. Proposta de conformacédo do complexo BMXD-Cu,, em solucado, para

acomodar ligantes grandes como o pirofosfato.’

Reacb6es modelo nos mostram que complexos macrociclicos de metais de

transicdo sado propostos como cataliticos para a hidrélise de peptideos.
2.4. Reacoes Modelo

Muitos processos bioldgicos envolvem hidrélise de proteinas e peptideos,
mas pouco é conhecido a respeito dessas importantes reagdes.*

Os estudos cinéticos e mecanisticos sobre a hidrélise de amidas, que
constituem uma reacdo tipica destes derivados dos é&cidos carboxilicos, sédo
geralmente realizados em solugdes alcalinas ou acidas, sob um longo periodo de
aquecimento.®

Kahne e Still estudaram a hidrolise de uma ligagao peptidica, do
tetrapeptideo fenilalanilfenilalanilfenilalanilglicina (PhePhePheGli), e observaram
que a constante de velocidade da reacao em pH neutro e temperatura ambiente
foi de 3 x 10° s', o que corresponde a um tempo de meia vida de
aproximadamente 7 anos.?* Para obter uma reacdo de meia vida substancialmente
menor que 1 ano em solugdo neutra, Hine e colaboradores, utilizaram em seus
experimentos temperatura de 80°C.?

fons metalicos sozinhos catalisam reagdes hidroliticas.?® Fife e Prystas em
estudos sobre a hidrolise de N-(6-Carboxi-picolinoil)benzimidazol catalisada por

fons metélicos bivalentes observaram, na presenca dos fons Zn?*, Ni¢*, Co** e



Cu?*, um aumento na velocidade na ordem de 10°-10° e 10° para os trés primeiros
fons e para o fon cobre, respectivamente.?® A reacdo do complexo com o fon Cu?
foi interpretada como um ataque nucleofilico intramolecular do OH" sobre a

carbonila da amida (Esquema 4).%°

e

N 2N N
| l
. ¢ 0O
e
“OH

Esquema 4. Hidrélise do N-(6-Carboxi-picolinoil)benzimidazol catalisada pelo ion

Cu2+ 26

ions cobre(ll) catalisam a hidrélise da glicilglicina na faixa de pH 3,5-6,3. O
perfil de velocidade da reacdo tem um maximo em p[H] 4,2, devido a formacéao do
complexo CuGG" (Figura 4. I). Em valores de p[H] mais altos, a velocidade
decresce, devido a formacdo do complexo -cataliticamente inativo CuGG,
produzido pela ionizagdo do atomo de hidrogénio da ligacdo peptidica (Figura 4.
Im)."2

— sl /0 Y
H I\T/ j\w HZ/C Ci\ H [\12/ RN-

2 H2N 2 7\
\:Qu2+ ?HZ \CL’ZXV\?HZ \:C\u2+ ?HZ
/N Co /N CO /L0

| H0 \O-/C | Hz(/) b'/C Hgé) o)l

) (I

Figura 4. Estruturas dos complexos formados entre os ions cobre(ll) e a
glicilglicina: (I) — CuGG* e (Il) - CuGG."



A hidrélise do dipetideo glicilglicina catalisada pelo complexo macrociclico
mononuclear de cobre(ll) — Cu([9]aneNs3)Cl,, onde [9]aneNsCl, — 1,4,7-
triazaciclononano (Figura 5) foi evidenciada. A reacgéo foi realizada em pH 8,1, e
embora o complexo Cu[9]aneNsCl, seja catalitico, somente ap6s grande periodo
de incubacdo (50°C) em uma velocidade lenta de hidrélise, obteve-se um

rendimento significativo de glicina.?’

2

.-:Nj'"h (\: ﬂn\CI
.
N o

Figura 5. Complexo macrociclico mononuclear de cobre(ll) - Cu([9]aneN3)Cl».?’

Conforme Bordignon-Luiz,?® o complexo macrociclico binuclear OBISDIEN -
Cu, é proposto como catalitico na hidrélise da glicilglicina. A reacao foi estudada
em p[D] 4,2, e a glicina foi o Gnico produto observado, caracterizado por RMN 'H
(singlete proximo a 3,57 ppm). A Figura 6 mostra o arranjo sugerido para o
dipeptideo (no caso da glicilglicina, R = H) na cavidade do complexo receptor
(confirmado através de estudos de espectrofotometria de UV-Vis), e como pode

ser ativado para a hidrélise pela coordenagéao ao cobre(ll).

N
oH L, .
HN el 0 =\ ;H\N‘:ic""‘ ----- N—H
& R )
N ¢og N

Figura 6. Arranjo sugerido para o dipeptideo na cavidade do complexo receptor
OBISDIEN -Cu,.?®
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Em muitas reacdes cataliticas com ions metalicos, a fungdo destes ions é
similar a do préton, mas é um caminho mais eficiente porque mais do que uma
carga positiva pode ser envolvida e a concentracdo do ion pode ser elevada em
solucdo aquosa.?

Estudos sobre o efeito do ion metalico na hidrélise de peptideos sao
requeridos considerando as limitagdes técnicas, a complexidade e o grande
namero de variaveis encontradas no estudo dessas reacdes e a simplicidade de
reacdes modelo, justificam o grande numero de trabalhos publicados. Neste
trabalho, selecionou-se para estudo o complexo macrociclico binuclear BMXD-Cusy
e como substrato para reacdo de hidrélise e deuteragéo, o dipeptideo glicilglicina.
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3. OBJETIVOS

e Efetuar os estudos cinéticos das reacdes de hidrélise e deuteracao
da glicilglicina catalisada pelo complexo macrociclico binuclear BMXD-Cu; e
caracterizar por RMN 'H o produto destas reagées;

e Identificar a espécie mais reativa em cada sistema e propor um

mecanismo para estas reagoes;
e Apresentacdo da possivel conformacdo estrutural do complexo

ternario BMXD-Cu>-GG através de célculos de minimizacdo de energia usando o
programa CAChe.

12



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Materiais

O ligante BMXD.6HBr, na forma de cristais incolores, foi sintetizado
conforme metodologia descrita por Martell e colaboradores.” O ligante utilizado
neste trabalho foi sintetizado por Gledir Martins,* para o desenvolvimento de sua
tese de doutorado.

O cloreto dihidratado de cobre(ll) (CuCl,.2H.O — Vetec), o sulfeto de ferro
(I) (FeS — Vetec) e o dipeptideo glicilglina (NH,CH,CONHCH,COOH 98% -
Aldrich Chemical Co.), foram usados sem prévia purificacao.

A solucao estoque de cobre foi padronizada através da titulacdo com éacido
etilenodiaminotetracético (EDTA — Vetec), com murexida como indicador.®!

Agua deuterada (DO 99,8% — Acros Organics) e solucdo de hidréxido de
sodio deuterado (NaOD 30wt% em D,O — Acros Organics) foram utilizadas no

preparo das solucdes para os estudos cinéticos por RMN 'H.

4.2. Medidas Cinéticas

As medidas cinéticas foram acompanhadas por Ressonéncia Magnética
Nuclear de hidrogénio. Os espectros de RMN 'H dos compostos foram registrados
em um espectrémetro Bruker AC 200, 200 MHz a 25°C.

Para o preparo das solugdes ternarias (em tubos de 2,0 mL), os compostos
foram diluidos em D20, utilizando as seguintes concentragées: [BMXD] = 0,01 mol
L™, [Cu] = 0,02 mol L™ e [glicilglicina] = 0,01 mol L.

O p[H] de cada solucéao foi controlado pela adicdo de uma solugéo diluida
de NaOD (~ 0,2 mol L), utilizando uma microbureta de Gilmont, e medido com
um pHmetro (Micronal B-474) equipado com um eletrodo combinado (Ingold). O
instrumento foi calibrado com solucdes tampao (Corning) e os valores de p[H]
foram convertidos: p[D] = pHmedigo + 0,4.%
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Para cada sistema, foram realizadas 10 medidas cinéticas. As solucdes
foram incubadas em um banho termostatizado, a uma temperatura de 70°C, por
varias horas, com controle do p[H] a cada 5 horas. (Etica Equipamentos
Cientificos S.A.).

Os valores das constantes (kos, kn € kg) foram calculados pelo
desaparecimento da ressonancia da glicilglicina: NCH, (CH. adjacente ao grupo
amino) e CCH» (CH, adjacente ao grupo carboxilato). Por se tratar de uma reacao
lenta, as integracdes dos sinais sdo normalizadas com relacdo aos prétons do

macrociclo.

4.3. Caracterizacao do Produto da Hidrdlise da Gliclglicina
Catalisada pelo Complexo Macrociclico Binuclear BMXD-Cu.

O produto da reacao de hidrélise da glicilglicina catalisada pelo complexo
BMXD-Cus foi caracterizado por Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio.

Ap6s o periodo de incubacao, aproximadamente 72 horas, o metal cobre(ll)
foi precipitado das solugdes com sulfeto de hidrogénio (H.S), gerado a partir do
sulfeto de ferro(ll) em solucdo acida (HCI concentrado ~ 12 mol L") e entéo,
centrifugadas (Centrifuga Excelsa Baby Il — Modelo 206-R, Fanem).

4.4. Calculo de Minimizacao de Energia

A partir do arranjo sugerido para o dipeptideo glicilglicina na cavidade do
complexo macrociclico binuclear BMXD-Cup, reproduziu-se através de célculos
semi-empiricos, onde se utilizam apenas os elétrons de valéncia dos atomos, a
possivel conformagcdo de mais baixa energia do complexo. O calculo de
minimizacdo de energia foi realizado com o programa CAChe*® (Computer-Aided)
versao 5.0 (Fujitsu), utilizando o método de parametrizagdo AM1-d (Austin Model
1)** e de otimizacdo EF (Eigenvector Following).*
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O ponto de partida para a realizacdo dos estudos cinéticos nas condigcoes
adequadas foi obtido com os estudos potenciométricos.®® Através destes dados
obteve-se a curva de distribuicio das espécies do sistema ternario BMXD-Cu,-GG
(Figura 7), que reporta a porcentagem de cada espécie formada em funcdo do
p[H]. A provavel espécie ativa BMXDCu,GG**, encontra-se na faixa de p[H] entre
4,0 e 8,0, sendo a cinética realizada em valores de p[H] compreendidos nesta

faixa.

100 - BMXDCu,H_GG(OH),

90 BMXDCu,H_GG(OH)"

BMXDCu,H ,GG™
80

BMXDCu,GGH"

N
o
|

MXDCu,GG™

(o))
o
|

% Espécies
[9;]
o
|

w
o
|

0 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1

- log[H']

Figura 7. Curvas de distribuicdo das espécies do complexo ternario BMXD-Cus-
GG em funcdo do p[H]. BMXDCu,HGG* - espécie monoprotonada,
BMXDCu,GG** - espécie ndo-protonada, BMXDCu;H.{GG?** - espécie amida
desprotonada, BMXDCu,H.;(OH)GG" - espécie monohidréxida e BMXDCu,H.

1(OH)2GG - espécie dihidroxida do complexo ternario.*

Através dos estudos de massas por eletrospray*® foi comprovado a

formagé@o do complexo ternario com a inclusao de uma glicilglicina na cavidade do
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macrociclo — [BMXDCu,GG - 2HJ]**, [BMXDCu,GG - H + Br*. O bromo em

solucao deve-se ao fato que o ligante é obtido na forma de sal (BMXD.6HBr).

5.1. Estudo Cinético das Reacoes de Hidrolise e Deuteracao do
Dipeptideo Glicilglicina Catalisadas pelo Complexo Macrociclico Binuclear
BMXD-Cu;

No estudo cinético do sistema BMXD-Cu,-GG foram observadas duas
reacdes: a deuteracdo de somente um dos CH: da glicilglicina, o NCH; e a
hidrélise da ligacédo peptidica, quebra da ligagcdo C — N.

Os espectros de RMN 'H do sistema em p[D] 6,1 (Figura 8) e p[D] 6,9
(Figura 9), confirmam a ocorréncia destas reagdes:

- pela diminuicao do sinal da glicilglicina em &6 3,80 ppm (NCH,, CH.,
adjacente ao grupo amino) e em 6 3,89 ppm (CCH,, CH, adjacente ao grupo
carboxilato);

- pelo aparecimento de um singlete em & 3,62 ppm, que corresponde a
ressonancia dos prétons do CH, da glicina , o produto da hidrélise.

Para obter os valores das concentragdes dos grupos NCH, e CCH, da
glicilglicina, os sinais referentes ressonancia dos mesmos foram normalizados
com relagdo aos prétons do macrociclo, que permanecem constante durante a

reacao.

Os grupos NCH, e CCH, da glicilglicina deuterada estdo representados
abaixo:

D5N—CH;— CO—ND —CHs— COO
NCH, CCH,
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CCH2 l ’

' NCHz2

;
i)\ D2NCH2CO0D

Figura 8. Espectros de RMN 'H (200 MHz, D,0) do sistema 1:2:1 L-Cu,-GG, para
uma solugao inicialmente contendo: [BMXD] = 0,01 mol L™, [Cu] = 0,02 mol L e
[GG] = 0,01 mol L™ em p[D] 6,1. (I) = 0 hora, (Il)* = ap6s 50 horas e (lll)* = apds 72
horas, a 70°C.

* Os espectros Il e Il foram ampliados para melhor visualizagao.
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Figura 9. Espectros de RMN 'H (200 MHz, D»0) do sistema 1:2:1 L-Cu»-GG, para
uma solugao inicialmente contendo: [BMXD] = 0,01 mol L™, [Cu] = 0,02 mol L e
[GG] = 0,01 mol L' em p[D] 6,9. (I) = 0 hora, (I)* = apés 50 horas e (Ill)* = apds 72

horas, a 70°C.

* Os espectros Il e Il foram ampliados para melhor visualizagao.
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Segundo Moore e Pearson,®® reagées complexas, que envolvem um
reagente sofrendo duas ou mais reagdes independentes e coincidentes, séo
chamadas de reacgdes paralelas. Quando estas reacdes sdo de 12 ordem podem

ser definidas, segundo as Equacdes 1 —4:

A_Ki_y (1. a)
A_Kyy (1. b)

sendo [A], a concentracdo de reagente; [A]o a concentragao inicial, [U] e [V] as
concentragdes dos produtos, aminoacido e dipeptideo deuterado,
respectivamente. A constante k global, é a soma das constantes k; € ko,

] % = KAl + KAl = K[A] 2. a)
Integrando,
In [A] = -kt
[Al,
ou,
[A] = [A], e (2. b)

Assim, o consumo do reagente A é proporcional a formacao dos produtos,

AV | kAl = kAT e " (3. a)
dt

am KolAl = Ky[Alje™ 3. b)
dt
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Integrando,

U] = [Uo] KAl (1.e*) (4. a)
k

V] = Vol 4+ He[lo (1. gH) (4. b)
k

Os dados cinéticos para o sistema ternario BMXD-Cu.-GG séao

interpretados segundo as Equacbes 5.a e 5. b,

glicilglicina —"~ 2 glicina (5. a)
glicilglicina _ka glicilglicina deuterada (5. b)

onde k, representa a constante de hidrolise, k4 a constante de deuteragdo. A

constante observada € a soma dessas duas constantes (Equacgéo 6):

kobs = kn + kd (6)

Os valores de kos foram obtidos a partir do desaparecimento da
ressonancia do NCH, (CH. adjacente ao grupo amino) da glicilglicina, sendo
calculados pela inclinagéo da reta, no gréafico IN[NCH;] vs. tempo (Figuras 10 e
11). Estes valores estao listados na Tabela 1 e decrescem a medida que o p[D]

aumenta.
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Figura 10. Grafico de In[NCH;] vs. tempo para a deuteracdo e hidrélise do

dipeptideo glicilglicina em D-O, em p[D] 6,1 a 70°C.
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Figura 11. Grafico de InN[NCH,] vs. tempo para a deuteracdo e hidrélise do

dipeptideo glicilglicina em DO, em p[D] 6,9 a 70°C.
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Tabela 1. Constantes de velocidade observadas para os valores de p[D], obtidas

do gréfico IN[NCH_] vs. tempo em D,0O, a 70°C.

p[D] Kops X 106 &

6,1 5,00(2)
6,9 1,49(4)
8,0 0

Os numeros entre parénteses sdo os erros estimados no ultimo algarismo significativo.

Os valores das constantes de hidrélise, ky, foram calculados com a ajuda da

Equacéao 7 (obtida a partir da equacéao 4.a):

kn [GG]O (1 -e - kobst ) (7)
Kobs

[GG] =

sendo [GG] a concentracdo de reagente no tempo t e [GG]o a concentracédo
inicial de glicilglicina.
Os valores das constantes de deuteragao, kq, foram determinados através

da Equacéao 6. As constantes de hidrolise e deuteracao estdao na Tabela 2.

Tabela 2. Constantes de velocidade observadas para a hidrélise e deuteracao da

glicilglicina nos valores de p[D], em D,O a 70°C.

o[D]  Kax10°s" kax 10° s

6,1 1,63(2) 3,37(2)
6,9 0,54(4) 0,95(4)
8,0 0 0

Os numeros entre parénteses séo os erros estimados no ultimo algarismo significativo
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A exemplo da reacao de hidrélise, a constante de deuteracao é maior para
valores de p[D] mais baixos, ndo sendo observada, nas condi¢Oes de reagao,
qualquer mudanga em p[D] 8,0. A reacao de deuteracao ocorre somente no CH>
adjacente ao grupo amino do dipeptideo, o NCH,. Os prétons do CH, adjacente ao
grupo carboxilato do dipeptideo (CCH.) ndo sao trocados por deutério sob as
condigdes presentes neste experimento.

Os valores das constantes de hidrolise (ky), também podem ser obtidos
independentemente da deuteracéo, através do desaparecimento da ressonéancia
do CCH., (CH. adjacente ao grupo carboxilato) da glicilglicina. Em cada
experimento, esta constante foi calculada pela inclinagdo da reta, a partir do
grafico IN[CCH;] vs. tempo (Figuras 12 e 13).

As constantes de hidrélise obtidas para os valores de p[D] 6,1 e 6,9 foram
1,64 x 10° s" e 0,55 x 10° s, respectivamente, que estdo de acordo com os
obtidos a partir da Equacao 7 e listados na Tabela 2. Estes valores podem ser
considerados elevados, uma vez que a velocidade de hidrélise da ligacao

peptidica de um tetrapeptideo demonstrou ser muito lenta.?*

.

-5,3 - .
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o, em

' »
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Figura 12. Grafico de In[CCH,] vs. tempo para a hidrélise do dipeptideo
glicilglicina em D,O, em p[D] 6,1 a 70°C.
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Figura 13. Grafico de In[CCH,] vs. tempo para a hidrélise do dipeptideo
glicilglicina em D20, em p[D] 6,9 a 70°C.

O arranjo sugerido para o substrato dipeptideo na cavidade do complexo
receptor € mostrado na Figura 14. O grupo amino terminal e o oxigénio
carbonilico do grupo amida estdo coordenados aos dois centros metalicos. A
ativagdo do grupo carbonila pela coordenagdo do oxigénio ao centro metélico,
aumenta a carga positiva sobre o carbono carbonilico, favorecendo o ataque de
um reagente nucleofilico, tal como um ion hidréxido ou até mesmo a carboxila do
dipeptideo.

De acordo com a curva de distribuicdo das espécies (Figura 7), esta
espécie — BMXDCu,GG®*, apresenta o méaximo de formacdo em pH 5,9 (p[D] 6,3),
e pode ser considerada como a mais reativa de acordo com o0s resultados
cinéticos, pois em p[D] 6,1, os valores das constantes de hidrélise e deuteracao
s&o os mais elevados.

Os dados cinéticos mostram que em p[D] 8,0 ndo ocorre hidrélise e

deuteracao do dipeptideo. Isto pode ser explicado devido ao fato de que neste
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valor de p[D] predomina a espécie nao ativa para a hidrélise e também para a
deuteragdo — BMXDCu.H.;GG?*, onde a ligacdo peptidica est4 desprotonada e
estabilizada pela coordenacao ao ion metélico (Figura 15).

v
carbono
eletrofilico ,’
7
2+ / CHZ\ I2+
N -

Figura 14. Arranjo sugerido para o dipeptideo na cavidade do complexo receptor

BMXD-Cu,, sendo considerada a espécie mais reativa na reacao de hidrélise e
deuteragao.

+ -> +
H— N Cu=N" N— Cu™—~N"—H
I | H, |
< ! CH, \ )
N (e{0]0] N
H g N

Figura 15. Espécie ndo ativa para a hidrélise e deuteracdo, onde a ligacao

peptidica esta desprotonada e estabilizada pela coordenacédo ao ion metalico na
cavidade do macrociclo.
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5.2. Mecanismo proposto para a Hidrélise e Deuteracao do
Dipeptideo Glicilglicina Catalisadas pelo Complexo Macrociclico Binuclear
BMXD-Cu;

Os resultados da Tabela 2 indicam que a espécie nao-protonada -
BMXDCu,GG*" é a mais reativa para as reagdes de hidrélise e deuteracdo, nas
condicOes experimentais realizadas.

A Figura 16 mostra o mecanismo para as reacoes de hidrélise e
deuteracao da glicilglicina catalisadas pelo complexo macrociclico binuclear
BMXD-Cu,. A coordenacao da glicilglicina (ndo-protonada) na cavidade do
complexo receptor forma o complexo ternario (I). Neste complexo, o grupo amino
terminal esta coordenado a um ion cobre e o grupo carbonila da amida é labilizado
pelo outro ion cobre, favorecendo o ataque nucleofilico do grupo carboxilato do
préprio dipeptideo. Na reacao de hidrélise, em p[D] 6,1 a velocidade de reacéo é
aproximadamente 3 vezes maior do que em p[D] 6,9, pois neste valor de p[D]
temos além da espécie ativa (ndo-protonada) a espécie inativa (ligacao peptidica
desprotonada), e em p[D] 8,0 ndo se observa hidrélise, devido ao fato da espécie
inativa predominar. Na deuteracdo, em p[D] 6,1 a velocidade de reagcdo é
aproximadamente 3,6 vezes maior do que em p[D] 6,9 e em p[D] 8,0 ndo se
observa deuteracéao.

A reacdo é de 12 ordem, pois depende do ataque intramolecular do grupo
carboxilato sobre a carbonila, que forma o intermediario ciclico (ll), sugerido para
as duas reacodes paralelas — hidrélise da ligacao peptidica e deuteragdo do NCH..

A reacao de hidrélise segue o caminho a. A quebra da ligacdo amida
produz o intermediario anidrido (lll), que é atacado, em uma etapa rapida, por um
agente nucleofilico, fornecendo duas moléculas de glicina (IV). A coordenacgao de
uma nova molécula de dipeptideo, forma o complexo (I) e fecha o ciclo catalitico.

A reacao de deuteracao segue o caminho b. A deuteragédo do intermediario
(V), fornece uma molécula do dipeptideo monodeuterado, (VI). A substituicao
desta molécula deuterada por uma nova molécula de dipeptideo completa o ciclo
catalitico.
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Ambos os ciclos podem ocorrer até completa deuteragdo do grupo NCH, do
dipeptideo e hidrélise da ligacdo amida, rendendo moléculas de glicina deuteradas
e nao-deuteradas.
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Figura 16. Mecanismo para a hidrélise e deuteracdo do dipeptideo glicilglicina

catalisadas pelo complexo macrociclico binuclear BMXD-Cu..
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5.3. Proposta de Conformacao do Complexo Macrociclico Binuclear
BMXD-Cu, para acomodar o Dipeptideo Glicilglicina.

Célculos de minimizagéao de energia, reproduzindo a estrutura do complexo
macrociclico binuclear BMXD-Cu,, mostram que 0 mesmo possui certa
flexibilidade. Assim, pode-se variar a distancia entre os atomos de cobre(ll),
dependendo do substrato que sera coordenado na cavidade do macrociclo.

A conformacdo de mais baixa energia do complexo BMXD-Cu, para
acomodar o ligante glicilglicina € mostrado na Figura 17. A molécula possui um
centro de simetria, onde os anéis aromaticos estdo deslocados para baixo, as
duas subunidades dietilenotriamina estdo viradas para o mesmo lado -
conformagao do tipo cuia e a distancia interatdmica dos dois centros de cobre(ll) é
de 6,9 A. A aproximacdo da glicilglicina ao complexo devera ocorrer por cima,
visto que por baixo ha um maior impedimento estérico espacial, devido a presenca
dos anéis aromaticos.

Como citado anteriormente,” embora os calculos de minimizacdo
reproduzam a estrutura do complexo BMXD-Cu»-GG, mostrando que o macrociclo
adota a conformacao do tipo cuia, esta ndo € necessariamente a conformacao que

adotaria em solugéo.

(I) — Vista Superior
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(Ill) - Vista Lateral 2

Figura 17. Disposicoes de baixa energia - conformacao do tipo cuia do complexo
BMXD-Cu, para acomodar o ligante glicilglicina, gerada por calculos semi-
empiricos usando o programa CAChe. (Branco — Hidrogénio, Cinza — Carbono,
Azul — Nitrogénio, Vermelho — 2 ions Cu(ll) e Oxigénio).
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6. CONCLUSOES

O complexo macrociclico binuclear BMXD-Cu, forma complexos ternarios
com o dipeptideo glicilglicina. A coordenagao da glicilglicina em sua cavidade
ocorre através do grupo amino terminal a um ion cobre(ll) e do oxigénio
carbonilico a outro cobre(ll). Esta ultima coordenacao ativa o grupo carbonila para
um possivel ataque do grupo carboxilato do préprio dipeptideo.

Em p[H] acido (p[D] 6,1 e 6,9) observaram-se duas reagOes paralelas
catalisadas pelo complexo macrociclico binuclear: a deuteracdo do NCH. da
glicilglicina e a hidrolise da ligacao peptidica. Nesta faixa de p[H] predomina a
espécie ndo-protonada do complexo ternario, BMXDCu,GG>*, sendo a mais
reativa tanto para a hidrélise como para a deuteragao, exigindo a existéncia de um
intermediario comum as duas reagdes. O produto da hidrélise da glicilglicina, a
glicina, aparece como um singlete em 6 3,62 ppm.

A espécie com a ligacao amida desprotonada, que predomina em p[D] 8,0
demonstrou nao ser ativa, ja que o ion cobre(ll) estabiliza essa ligagao contra um
ataque nucleofilico.

Célculos de minimizagdo de energia mostram que o0 complexo macrociclico
binuclear BMXD-Cus é flexivel, podendo adotar uma conforma¢ao dependendo do
substrato que serd coordenado. Para a glicilglicina, a provavel conformacéao
adotada pelo complexo macrociclico binuclear é do tipo cuia.
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