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THEORETICAL STUDY OF THE BINUCLEAR COMPLEXES OF MANGANESE (II) WITH LIGAND
2-HYDROXYBENZYLGLYCINE, POSSIBLES MIMICS FOR CATECHOL OXIDASE. This work applies the Density Functional
Theory (DFT) to study binuclear complexes of Mn** with the ligand 2-hydroxibenzilglycine and its substituted derivatives. The results
showed the isomer 2 with multiplicity 11-ete as the most stable between all the structures and multiplicities obtained. Then, the most
stable complex with the -OCH;, -Br, -Cl and -NO, substituents were analyzed. Finally, the absolute hardness and the percentage of
LUMO orbital participation for the substituted complexes were evaluated. Among them, the complexes with -NO,, -H, -Br groups

were more likely to play the catalytic activity, respectively.
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INTRODUCAO

A catecol oxidase é uma metaloenzima binuclear de cobre da
classe das oxido-redutases. Ela catalisa, especificamente, a oxidagao
do substrato catecol a correspondente orto-quinona com a redugio
do oxigénio a agua (Figura 1).!
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Figura 1. Reagdo promovida pela catecol oxidase

A catecol oxidase é encontrada em diversos frutos e vegetais,
tendo como fung¢@o a protecdo destes contra patégenos e insetos. No
ataque por agentes externos, a catecol oxidase atua na oxidagdo dos
catecdis contidos na planta gerando as quinonas. A polimerizagio
destas quinonas forma o pigmento escuro chamado melanina.’

Eicken e colaboradores propuseram um mecanismo para a
acdo catalitica da catecol oxidase. A estrutura do sitio ativo desta
metaloenzima é composta por um centro binuclear de fons Cu** com
trés residuos de histidinas coordenadas a cada um destes centros
bimetalicos. O ciclo inicia-se com a forma met da enzima, uma
vez que essa € a forma nativa. Através do estudo de inibi¢do com
a feniltiouréia foi proposta uma ligagdo monodentada do substrato
ao centro de CuB. A forma met reage com um mol de catecol e gera
um mol da quinona correspondente. O centro de Cu* — Cu** sofre
reducdo para a forma desoxi Cu* — Cu* possuindo uma molécula de
solvente no CuA. Esta etapa ¢ justificada pela formacdo de quan-
tidades estequiométricas de quinona formadas na auséncia de O,.
Em seguida a forma desoxi se liga simultaneamente ao oxigénio
e a uma molécula de catecol. Quando o oxigénio se liga aos fons
Cu*, é formada a ponte do tipo u-n*m?e ocorre a oxidagao dos fons
cuprosos a cupricos (forma oxi). No complexo CO-O,>—catecol,
dois elétrons sdo transferidos do substrato para o perdxido, segui-
do da quebra da liga¢do O-O, com a perda de 4gua e a geracdo da
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quinona. Com isso, a forma met € restabelecida e o ciclo pode ser
reiniciado (Figura 2).}

A catecol oxidase pode apresentar potencial tecnolégico através
do seu uso como biosensor no diagndstico médico. Isso porque cate-
colaminas hormonais como a dopamina, adrenalina e noradrenalina
podem ser quantificadas com a reagao de produgdo de quinonas por
ela promovida.* No trabalho de Lupetti e colaboradores a enzima foi
usada para determinacio de dopamina em formulacdes farmacéuti-
cas.’ Outra possivel aplicacdo € como agente oxidante de compostos
poluentes em efluentes de despolpa do café, no caso, catecéis.®

Muitas vezes € praticamente impossivel estudar teoricamente
a prépria enzima, o que acaba gerando a busca de moléculas que
venham mimetizar a acdo destas enzimas. Assim, um complexo de-
nominado “analogo sintético” é aquele que reproduz as propriedades
estruturais do sitio ativo da metaloenzima, tais como o ambiente de
coordenagdo e a geometria. J4 um complexo denominado “modelo
sintético” € aquele capaz de reproduzir apenas algumas destas proprie-
dades.” A fim de mimetizar a atividade da catecol oxidase, diversos
complexos andlogos e modelos sintéticos tém sido sintetizados.
Complexos mono e binucleares de Ni,*° Co,” Cu'®!" ¢ Mn"*1>1¢ s3o
alguns exemplos. Os complexos de manganés tém mostrado boa
atividade como miméticos da catecol oxidase.

Diversos estudos tedricos tém sido realizados a fim de estudar
complexos com atividade da catecol oxidase. No trabalho de Martins
e colaboradores estudou-se complexos binucleares de Cu** miméticos
para catecol oxidase. Através da Teoria do Funcional de Densidade (do
inglés DFT) foi possivel entender porque o complexo com a piridina
coordenada foi mais ativo que o complexo com imidazol coordenado.
A grande participagdo da piridina no orbital LUMO fazia com que a
carga adicional, proveniente da redug¢do, fosse melhor acomodada."”

Panda e colaboradores sintetizaram diversos complexos de Cu**
com ligantes NNO doadores com diferentes substituintes. Usando
a DFT eles estudaram o mecanismo da oxidagdo do catecol desem-
penhado pelo seu modelo sintético e concluiram que a etapa deter-
minante do ciclo era a transferéncia de hidrogénio intramolecular.'

Patra e colaboradores estudaram dois complexos binucleares:
um de Cu* e um de Zn*. Foram calculados, a partir da DFT, os
valores da func¢@o Fukui (f,*) para ambos os centros metdlicos a fim
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Figura 2. Mecanismo proposto por Eicken e colaboradores. Adaptada de Koval e colaboradores’

de correlacionar com a atividade catalitica. Os resultados apontam
que ambos os centros metdlicos estdo igualmente envolvidos na
oxidagdo do catecol.”

Maiti e colaboradores estudaram complexos de Mn** com ligante
do tipo base Schiff. Os célculos teéricos foram usados para estimar as
energias de interacdo e a importancia das interacdes nao covalentes
no estado sélido.”

Nos trabalhos de Mistri e colaboradores a Teoria do Funcional
de Densidade Dependente do Tempo (do inglés TD-DFT) permitiu a
atribui¢ilo das transigdes eletronicas observadas no espectro eletronico
de complexos de Cu* miméticos da catecol oxidase.?!"*?

Complexos binucleares de Cu** com ligantes substituidos com
ferrocenila foram estudados no trabalho de Emirik e colaboradores.
A DFT foi utilizada para atribuir as contribui¢des dos orbitais nas
transicdes eletrOnicas e no espectro vibracional. Além disso, a andlise
dos orbitais de fronteira forneceram informacdes uteis acerca da
reatividade dos complexos e do ligante livre.??

Neste trabalho foi realizado o estudo teérico de complexos binu-
cleares de Mn?* com o ligante 2-hidroxibenzilglicina (HBG) (Figura 3)
e seus derivados substituidos com os grupos -OCH;, -Br, -Cl e -NO.,.

NH
——O0

X OH HO

Onde X: -OCH, , -H, -Br, -Cl ou -NO,

Figura 3. Estrutura genérica dos ligantes HBG

Este ligante e derivados ja sdo utilizados na bioinorganica para
sintetizar miméticos de insulina e de haloperoxidases.?** Além
disso, complexos de Cu** com ligante semelhante jia demonstraram
boa atividade catalitica.'” A inserc¢@o de substituintes com diferentes
cardteres doador e aceptor de densidade eletronica, como -OCH; e
-NO,, respectivamente, visa entender a influencia destes na atividade
catalitica destes complexos.

Portanto, o objetivo deste trabalho € compreender melhor a estru-
tura, reatividade e o modo de agdo destes possiveis miméticos a fim de
auxiliar na sintese racional de modelos para enzima catecol oxidase.

METODOLOGIA

Os calculos foram realizados através do uso do programa
Gaussian 09, utilizando a Teoria do Funcional de Densidade (DFT)
com o funcional de troca e correlagdo hibrido B3LYP. Os dtomos
mais leves como C, N, O e H foram tratados com a base D95V* e o
pseudopotencial LANL2DZ, de Hay e Wadt,” foi utilizado para os
atomos de manganés. Todos os complexos otimizados ndo apresenta-
ram frequéncias imagindrias, indicando que as mesmas se encontram
em um minimo de energia.

Todas as possiveis geometrias para os isomeros dos complexos
foram avaliadas. O isdmero 1 possui dois ligantes aquo em posicdes
equatoriais opostas e no isdmero 2 estdo em posicdes axiais paralelas
(Figura 4).

Todas as multiplicidades possiveis para os respectivos comple-
x0s, baseados na aproximagdo de que os dois dtomos de manganés
se comportam como centros octaédricos e considerando o possivel
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Figura 4. Estruturas dos isomeros estudados neste trabalho

acoplamento das configuracdes dos dois dtomos de manganés no
complexo, foram avaliadas em cada um dos isOmeros, totalizando
trés multiplicidades possiveis: singleto, tripleto e 11-eto.

Para a andlise da ligacdo do substrato catecol com os respectivos
complexos, foram calculadas as durezas absolutas (1) de cada um
dos complexos, seguindo a metodologia descrita por Parr e Pearson
conforme a equacdo 1, onde E sdo as energias dos orbitais LUMO
e HOMO.”

n — ELUMO

2

-E

HOMO ( 1)

Segundo Pearson, uma espécie dura tende a ligar-se com outra
espécie dura gerando um complexo mais estdvel. No trabalho de
Balderas-Herndndez e colaboradores,” comprovou-se a correlagdo
entre a dureza absoluta e as constantes de formacdo do complexo,
através de um estudo tedrico-experimental do azul de timol e dos fons
metdlicos Hg*, Pb** e Cd*, constatando a eficdcia deste postulado
de Pearson.

As contribui¢des dos orbitais atdmicos na composicao dos orbitais
de fronteira foram avaliadas com o objetivo de se estabelecer cor-
relacdes entre os parametros estruturais dos respectivos complexos,
considerando 0 mecanismo proposto.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As multiplicidades avaliadas para os dois isdmeros foram sin-
gleto, tripleto e 11-eto. Tendo em vista que os ambientes de coorde-
nag¢do dos dois fons de manganés sdo iguais, estas trés sdo as inicas
multiplicidades possiveis. Se ambos os fons estdo em um campo
fraco com spins desemparelhados temos a multiplicidade 11-eto, se
os spins estiverem emparelhados temos a multiplicidade singleto e,
por fim, se ambos os fons estiverem em um campo forte teremos a
multiplicidade tripleto.

As energias das estruturas otimizadas dos dois isdmeros, obtidas
para as possiveis multiplicidades, sdo apresentadas na Tabela 1:

Tabela 1. Energia relativa em kcal/mol dos isdmeros com suas respectivas
multiplicidades

Isomero 1 Isomero 2
Energia relativa Energia relativa
(kcal/mol) (kcal/mol)
Singleto 141,00 114,23
Tripleto 84,14 *
11-eto * 0,00

* Estas estruturas foram desconsideradas para o trabalho.

No estudo dos isomeros 1 (com a configuragdo 11-eto) e 0 isomero
2 (com a configuragdo tripleto) foi observada uma peculiaridade, que
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nos fez desconsiderar estes dois sistemas em nosso estudo. Nestes
dois casos, usando a mesma metodologia utilizada na otimizacio
dos demais complexos estudados, ndo houve convergéncia para
estruturas de minimo ou as estruturas dos complexos originais eram
literalmente fragmentadas. Por conta disto, estes dois sistemas nio
foram considerados em nosso estudo.

Analisando os valores das energias relativas dos respectivos
isomeros, apresentados na Tabela 1, € possivel constatar que a es-
trutura do isdbmero 2, com a multiplicidade 11-eto, ¢ a mais estdvel
dentre as demais multiplicidades possiveis e obtidas. A diferenga
na estabilidade apresentada pelos dois isdmeros pode ser explicada
em termos de repulsdo eletronica entre os grupos fenolato, amina e
carboxilato nestes. No isdmero 1 os grupos fenolato, amina e carbo-
xilato de cada fon Mn*, estdo mais préximos uns dos outros e por
isso experimentam uma maior repulsdo. Ja no isomero 2 esta repulsio
¢ minimizada devido a posic¢ao dos ligantes aquo, fazendo com que
aqueles grupos de maior volume ocupem posi¢cdes equatoriais no
complexo, resultando em um maior afastamento e, portanto, uma
menor repulsdo (Figura 5).

43A

Com o estudo das possiveis geometrias dos complexos realizado,
tendo selecionado a estrutura mais estdvel e tomando esta como pa-
drdo, foi realizada a otimizagdo de geometria dos demais complexos
estudados neste trabalho, envolvendo os substituintes -OCHj;, -Br,
-Cl e -NO,. Esta etapa teve como objetivo avaliar os efeitos eletrd-
nicos introduzidos por estes grupos, e as respectivas influéncias na
reatividade de cada complexo. A Figura 6 apresenta a representagao
estrutural genérica dos complexos substituidos estudados:

Isémero 1 Isébmero 2

Figura 5. Comparagdo das estruturas calculadas dos isomeros
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Figura 6. Estrutura genérica dos complexos substituidos

A partir das energias dos orbitais de fronteira calculadas, foi
obtido o valor da dureza absoluta para os complexos substituidos,
seguindo a metodologia proposta por Parr e Pearson.”® Da mesma
forma, foi obtida a dureza absoluta do substrato catecol para compara-
¢do com os valores dos complexos. Esses valores estdo apresentados
na Tabela 2.

O cardter doador de densidade eletronica do grupo -OCH; no
ligante resultou em um complexo com uma menor dureza absoluta.
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Tabela 2. Energia dos orbitais de fronteira e dureza absoluta

Quim. Nova

Tabela 3. Percentuais de participagao dos fons metdlicos no LUMO

Complexo HOMO (V)  LUMO (V) ©° ”reza(]‘;bs‘ﬂ”‘a

X=-OCH, 35 0,78 136
X=-H 247 1,96 222
X=-Br 2,84 1,69 226
X=-Cl 2,82 1.7 226

X= -NO, 2,51 1,91 221
Catecol -6,02 -0,29 2,87

Os complexos com os substituintes -H, -Cl, -Br e -NO, apresenta-
ram valores de dureza absoluta préximos entre si. Estes valores sdo
maiores quando comparados com o complexo com o grupo -OCHj.
Desta forma, os resultados obtidos apontam na direcao de que os
complexos com os substituintes -H, -Cl, -Br e -NO, deverio ligar-se
mais fortemente com o substrato catecol que apresentou um valor
de dureza absoluta de 2,87.

No mecanismo proposto para a catecol oxidase por Eicken e
colaboradores® o substrato se liga ao fon metdlico de maneira mo-
nodentada. O substrato ¢ oxidado e o fon metdlico € reduzido pela
transferéncia de dois elétrons. Deste modo, os complexos em estudo
serdo reduzidos, o que faz com que a descricio do LUMO seja um
importante alvo de estudo visando correlacionar esta redugdo com
alguma propriedade inerente a este orbital. A Figura 7 apresenta os
diagramas de contorno dos orbitais LUMO para os complexos.

Figura 7. Diagramas de contorno do orbital LUMO dos complexos substi-
tuidos: A: -OCH,, B: -H, C: -Br, D: -Cl e E: -NO.,.

O perfil do LUMO dos complexos com os substituintes -OCH,, -H,
-Br e -Cl mostra grande participagdo dos grupos H,O e participagio
menor dos anéis aromdticos, dos nitrogénios e carboxilatos. Jd o com-
plexo com o grupo -NO, apresenta 0 LUMO com participa¢do quase
que exclusivamente dos anéis fenélicos. Os fons metdlicos apresentaram
pequena participagdo relativa em todos os complexos substituidos.
Todos os complexos apresentaram participagdo do anel fendlico com
os substituintes, indicando que uma mudanga nestes substituintes altera
os aspectos eletronicos no LUMO do complexo formado.

Considerando a particularidade das metaloenzimas de possuirem
um metal, foi realizada a andlise dos percentuais de participag@o dos
fons metalicos, sobretudo dos orbitais d, os quais devem ser os prin-
cipais responsaveis pela atividade catalitica com base no mecanismo
anteriormente proposto. Os valores dos percentuais de participacio
dos fons Mn** estdo descritos na Tabela 3.

Complexos
Orbital
X=-OCH; X=-H X=-Br X=-Cl X=-NO,
s 2,98 1,78 1,37 2,22 0,56
p 13,36 5,05 11,86 10,48 8,10
d 0,33 10,98 4,56 0,30 12,56
Total 16,67 17,82 17,79 13,01 21,22

Os valores percentuais demonstram que o complexo com o grupo
-NO, apresenta maior contribuicio no LUMO dos fons metdlicos, o
que favorece sua liga¢@o ao substrato conforme mecanismo. Além
disso, esta participagdo € principalmente feita pelos orbitais d dos
fons metdlicos, os quais sdo cruciais na atividade catalitica. O valor
do complexo com X=H foi o segundo maior, apresentando grande
participac@o dos orbitais d metalicos (cerca de 11%), frente ao total
de 17,8%. O complexo com X=Br apresentou o terceiro maior valor
percentual. Apesar disso, a contribui¢do dos orbitais d dos metais ndo
foi tdo expressiva, representando apenas 4,5%. Por fim, os grupos
-OCH; e -ClI apresentaram baixissimos percentuais referentes ao
orbital d, e os menores na composicao total.

O maior percentual dos orbitais d para o complexo com o gru-
po -NO, deve ser consequéncia do forte cardter m-aceptor deste,
retirando a densidade eletronica do anel aromdtico. Com isso 0s
fons metalicos devem ficar com uma menor densidade eletronica e,
portanto, a coordenag@o do substrato € favorecida. J4 o substituinte
-OCH, possui cardter m-doador, doando densidade eletronica para o
anel aromdtico. Daf o menor percentual de participagdo no LUMO,
referente aos orbitais d do metal. O -H na posi¢do para ao fenolato
no complexo € apenas 6-doador nio apresentando nenhum cardter 7.

Por fim, os grupos -Cl e -Br que sdo nt-doadores e mais eletrone-
gativos que o carbono do anel aromético. Assim, estes grupos recebem
densidade eletronica pela ligag@o ¢ e fazem a retrodoagao pela ligacio
7 ao anel aromdtico. O efeito da retrodoagdo T nesses dois, reflete
os resultados obtidos e apresentados na Tabela 3. O grupo -Br nio
possui uma capacidade de retrodoacio T tdo pronunciada quanto o
-Cl, porque esta implica na superposicio do orbital 4p do -Br com
um 2p do carbono. Uma vez que esses orbitais possuem tamanhos
diferentes, o efeito de retrodoacdo nao serd tao efetivo. Jd com o -Cl
hd a superposicdo de um orbital 3p do -Cl com o 2p do carbono, a qual
serd mais favoravel do que o anterior, refletindo na maior efetividade
da ligagdo m retrodoativa.

Esse efeito de retrodoag@o 7 estabiliza o anel, de forma que o
anel aromdtico com o grupo -Cl possui maior densidade eletronica
que o anel com o grupo -Br. Daf o resultado apresentado na Tabela
3 indicando uma maior participac@o dos orbitais d do fon metélico
no complexo com -Br, quando comparado com o complexo com o
grupo -Cl.

CONCLUSAO

Através dos calculos DFT foi possivel determinar o isdmero 2
como sendo o mais estdvel dentre as estruturas e multiplicidades
obtidas. Esta maior estabilidade estrutural pode ser atribuida a menor
repulsdo eletronica no isomero 2 que possui os ligantes HBG em
posicdes equatoriais no complexo resultando em uma maior distancia
entre 0s grupos mais volumosos.

Com o valor da dureza absoluta calculado para cada complexo
e para o substrato catecol, concluiu-se que os complexos com o0s
substituintes -Br, -Cl, -H e -NO, apresentaram, respectivamente, uma
ligac@o mais forte com o substrato catecol. Por outro lado, o complexo
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com -OCH, deve ligar-se mais fracamente, quando comparado com
os demais, com esse substrato.

A andlise das representacdes gréficas do orbital LUMO de cada
complexo substituido possibilitou confirmar que a alteracdo da na-
tureza eletrdnica do substituinte na posi¢ao para do fenolato influi
no aspecto eletronico deste orbital no complexo.

Os complexos com os substituintes -NO,, -H e -Br, apresentaram
nesta ordem os maiores percentuais de participacio dos orbitais
d dos fons metdlicos no LUMO. Os complexos com -OCH; e -Cl
apresentaram baixissimos valores de participagdo para os orbitais d
metdlicos. Esses valores parecem estar correlacionados com o cardter
n-doador e m-aceptor dos substituintes.

Tendo em vista a ligagdo mais forte com o catecol e os maiores
percentuais de participaciio dos orbitais d do metal no LUMO, os
complexos mais promissores a desempenhar a possivel atividade
catalitica da catecol oxidase sdo os com os substituintes -NO, e -H
seguidos pelo -Br.
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