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A. Resumo

Neste trabalho buscou-se verificar o comportamento de diferentes metaloporfirinas,
tipicamente utilizadas como agentes terapéuticos redox-ativos, em diferentes sistemas
de interesse bioldgico. Os estudos iniciais permitiram a avaliagdo da eficiéncia de 14
metaloporfirinas de manganés (MnPs) hidrossoluveis em catalisar a reacdo de oxidagdo
do ascorbato, onde foi possivel determinar as velocidades iniciais (Vo(Asc)ox € Vo(O2)red)
para a catalise da reacdo de oxidac¢do do ascorbato em dois distintos meios (tampdes Tris e
fosfato) utilizando medidas de espectrofotometria e eletroquimica, de forma que a MnTE-2-
PyP>* foi a mais eficiente para ambos os tampdes avaliados. Os dados demonstraram que
as velocidades iniciais estdo relacionadas com o potencial de reducao (Ei2). Tal relacao
mostrou uma tendéncia na forma de sino, sendo a atividade catalitica crescente a partir
de potenciais negativos ~ -200 mV vs NHE, e com valores 6timos em potenciais na faixa
de ~ +50 mV a ~ +300 mV vs NHE. A cinética da reacdo catalitica do sistema
MnP/ascorbato nos dois tampdes foi influenciada pela capacidade de formacao de
ligagcdes de hidrogénio entre o tampao e a MnP. Em outra parte sequencial dos estudos,
buscou-se avaliar a atividade haloperoxidase de nove MnPs, tipicamente envolvidas em
estudos de modulagdo redox de estresse oxidativo, fazendo uso do ensaio
espectrofotométrico cldssico de halogenacdo da monoclorodimedona (MCD). Os
resultados demonstraram a habilidade de nove metaloporfirinas em catalisar a reagdo de
halogenacdo da MCD, pelo que, tais compostos podem classificados como portadores de
atividade haloperoxidase. Esse estudo foi capaz de determinar as velocidades iniciais para a
catalise das reacdes de halogenacdo da MCD em tampado fosfato utilizando medidas de
espectrofotometria. Os dados demonstraram que as velocidades iniciais e,
consequentemente, as constantes observadas experimentalmente (kobs) das MnPs estdo
relacionadas com o E12 e com o efeito estérico das cadeias laterais dos aneis piridinicos
das porfirinas. Tal relacdo ndo apresentou uma clara tendéncia para ambos os tipos de
halogenacdo (bromacgdo e cloragdao). No entanto, foi possivel concluir que as MnPs sdo
mais eficientes para as reagdes de bromacdo, e que elas apresentam atividade catalitica
com valores 6timos em potenciais na faixa de ~ +220 mV a ~ +240 mV vs NHE, para
ambos os tipos de halogenagdo. Os compostos mais eficientes para a halogenacao
catalitica da MCD foram a MnTM-2-PyP>", tanto para as reagdes de bromagdo quanto
para cloragdo, juntamente com a MnTM-3-PyP>" apenas para as rea¢des de bromagio.

Palavras-chave: Metaloporfirinas de manganés, catalise, oxidagao de ascorbato, atividade

haloperoxidase.



B. Abstract

The study’s main purpose has been to verify the behavior of different metalloporphyrins,
typically used as redox-active therapeutic agents, in different systems of biological interest.
The initial studies allowed to assess the efficiency of 14 water-soluble manganese
metalloporphyrins (MnPs) in catalyzing the ascorbate oxidation reaction, where it was
possible to determine the initial rates (vo(Asc)ox and vo(O2)rea) for the catalysis of ascorbate
oxidation reaction in two different media (Tris and phosphate buffers) using
spectrophotometric and electrochemical measurements. The compound named as MnTM-2-
PyP>* was the most efficient for both evaluated buffers. The data showed that the initial rates
are related to the reduction potential (Ei/2). This relationship showed a bell-shaped trend,
with catalytic activity increasing from negative potentials ~ -200 mV vs NHE, and with
optimum potentials ranging from ~ +50 mV to ~ +300 mV vs NHE. The catalytic reaction
kinetics of the MnP/ascorbate system in the two buffers was influenced by the hydrogen
bonding capacity between the buffer and the MnP. Furthermore, it was also sought to
evaluate the haloperoxidase activity of nine MnPs, typically involved in oxidative stress
redox modulation studies, using the classical spectrophotometric monochlorodimedone
(MCD) halogenation assay. The results have demonstrated the ability of nine
metalloporphyrins to catalyze the halogenation reaction of MCD, therefore, such compounds
showed haloperoxidase activity. This study was able to determine the initial rates for catalysis
of MCD halogenation reactions in phosphate buffer using spectrophotometric measurements.
Data analyses have demonstrated that the initial rates and, consequently, the MnPs’
apparent rates (kobs) are related to Ei» and also to the steric effect of the porphyrin
pyridine ringside chains. This relationship did not show a clear tendency for both
halogenation types (bromination and chlorination). Nonetheless, it was concluded that
MnPs are more efficient for bromination reactions, and that they have catalytic activity
with optimum potentials ranging from ~ +220 mV to ~ +240 mV vs NHE, for both
halogenation types. The most efficient compounds for catalytic halogenation of MCD
were MnTM-2-PyP** for both bromination and chlorination reactions, together with
MnTM-3-PyP>" for bromination reactions only. In an additional part of this work, it was
pursued to analyze and quantify Mn (III) and Fe (IIT) metalloporphyrins in mammalian
plasma and organs by LC-MS/MS in biological samples.

Keywords: Manganese metalloporphyrins, catalysis, ascorbate oxidation,

haloperoxidase activity.
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E. Lista de Abreviaturas

MnP: Porfirinas de manganés

MCD: Monoclorodimedona

BPO: Bromoperoxidase

CPO: Cloroperoxidase

IPO: Iodoperoxidase

HPO: Haloperoxidase

NHE: Eletrodo Normal de Hidrogénio, do inglés, Normal Hydrogen Electrode
SOD: Superoxido dismutase

H>T-2-PyP: meso-tetraquis(2-piridil)porfirina

H>T-3-PyP: meso-tetraquis(3-piridil)porfirina

H>T-4-PyP: meso-tetraquis(4-piridil)porfirina
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MnTPhE-2-PyP>*: meso-tetraquis(N-(2'-feniletil)piridinio-2-il)porfinatomanganés(III)
MnTnBuOE-2-PyP3*: meso-tetraquis(N-(2'-n-butoxietil)piridinio-2-
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MnTnPen-2-PyP5*: meso-tetraquis(N-n-pentilpiridinio-2-il)porfinatomanganés(I1T)
MnTnHex-2-PyP>": meso-tetraquis(N-n-hexilpiridinio-2-il)porfinatomanganés(III)
MnTnOct-2-PyP3*: meso-tetraquis(N-n-octilpiridinio-2-il)porfinatomanganés(IIT)
MnTM-3-PyP>*: meso-tetraquis(N-metilpiridinio-3-il)porfinatomanganés(I1I)
MnTE-3-PyP5": meso-tetraquis(N-etilpiridinio-3-il)porfinatomanganés(I1I)
MnTnOct-3-PyP3*: meso-tetraquis(N-n-octilpiridinio-3-il)porfinatomanganés(IIT)
MnTM-4-PyP>*: meso-tetraquis(N-metilpiridinio-4-il)porfinatomanganés(I1I)
MnTE-4-PyP5": meso-tetraquis(N-etilpiridinio-4-il)porfinatomanganés(I1I)
MnTnHex-4-PyP>": meso-tetraquis(N-n-hexilpiridinio-4-il)porfinatomanganés(III)
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F. Apresentacao da Tese

Os dados aqui apresentados incluem resultados de projetos maiores desenvolvidos em
colaboragdo com outros grupos de pesquisa. E oportuno destacar que parte dos trabalhos
desenvolvidos foram publicados recentemente na forma de 5 (cinco) artigos completos
em revistas indexadas (Qualis Al). Os resultados referentes a minha contribui¢ao foram
utilizados na escrita da Tese de Doutorado junto ao Programa de Pés-Graduagdo em
Quimica da Universidade Federal da Paraiba. A organizagdo dos dados foi feita em duas
partes, a saber: O capitulo 1 envolve os estudos desenvolvidos num sistema empregando
metaloporfirinas de manganés em reacdes de catdlise em associacdo com ascorbato no
tratamento de cancer em modelos animais. O capitulo 2 abrange os estudos realizados
num espectrofotometro UV-vis utilizando um sistema que emprega metaloporfirinas de
manganés em reacoes de catalise, a fim de tanto identificar a existéncia como quantificar

a atividade haloperoxidase das mesmas.

viii



Capitulo 1

Oxidacao aerobia do ascorbato por Mn-porfirinas

hidrossoluveis de relevancia clinica e biolégica'

1.1 Introduciao

As principais vias metabolicas, como a respiragdo mitocondrial, o ciclo de Krebs, a
glicolise, a oxidacdo de acidos graxos, e as a¢des de antioxidantes enddgenos, sdo baseados em
reacdes redox que envolvem a transferéncia de elétrons entre biomoléculas. Alguns dos
processos podem eventualmente, de modo deliberado (suportando vias de sinalizagdes
celulares) ou inesperado (tal como falhas nos complexos I e I1I da respiragdo mitocondrial onde
um elétron pode reduzir uma molécula de oxigénio para produzir O>"), dar origem a espécies
reativas de oxigénio, nitrogénio, enxofre, selénio e cloro (BATINIC-HABERLE; REBOUCAS;
SPASOIJEVIC, 2010).

Por outro lado, as defesas antioxidativas enddgenas, tais como as familias das enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), peroxirredoxinas
(Prx) e as moléculas antioxidantes, sdo encarregadas de manter na ordem de nanomolar os
niveis das espécies reativas eventualmente formadas, isto ¢, manter a homeostase fisiologica
em ambiente redox. Caso os niveis das espécies reativas aumentem consideravelmente, como
uma consequéncia de dano ou disfun¢do celular, entdo uma cascata de eventos de sinalizacao
celular ¢ acionada ‘upregulation’ (retroalimentagdo positiva), a fim de restaurar o ambiente
redox normal. As vias de sinaliza¢do celular ativadas por reagdes redox, juntamente com as
espécies reativas e as moléculas antioxidantes endogenas, de baixo e alto peso molecular, sao
atualmente reconhecidas como Redoxoma e definem o ambiente celular redox (BATINIC-
HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010; TOVMASYAN et al, 2013a;
TOVMASYAN et al., 2013b).

! Os dados apresentados neste Capitulo foram recentemente publicados: TOVMASYAN, A.; SAMPAIO, R. S.;
BOSS, M. K.; BUENO-JANICE, J. C.; BADER, B. H.; THOMAS, M.; REBOUCAS, J. S.; MICHAEL, O.R.R.;
CHANDLER, J. D.; GO, Y. M.; JONES, D. P.; VENKATRAMAN, T. N.; HABERLE, S.; KYUIL N.; LASCOLA,
C.; DEWHIRST, M. W.; SPASOJEVIC, 1.; BENOV, L.; BATINIC-HABERLE, I.. Anticancer therapeutic
potential of Mn porphyrin/ascorbate system. Free Radical Biology & Medicine, v. 89, p. 1231-1247, 2015. (DOI:
10,1016/j.freeradbiomed.2015.10.416).



O ambiente redox fisioldgico ¢ mantido por um balango entre as defesas antioxidativas
endogenas de baixo (moléculas como glutationa (GSH), dacido ascérbico (AA),
tetrahidrobiopterina, a-tocoferol, NADPH) e alto peso molecular (enzimas como SOD, CAT,

GPx, Prx, etc.), juntamente com as espécies reativas.

1.1.1 Estresse oxidativo in vivo

O equilibrio dindmico estabelecido entre antioxidantes endogenos e espécies reativas
envolve a transferéncia de elétrons entre as espécies envolvidas no processo e reflete a
capacidade do sistema de se manter em homeostase. Quando por algum motivo (endégeno ou
exdgeno) ocorre uma perturbagdo desse equilibrio, levando ao aumento em concentragao
(niveis superiores a nanomolar) de certas espécies reativas, tem-se uma condi¢do amplamente
reconhecida como estresse oxidativo (ALVAREZ et al., 2004; BAO; LIU, 2004; BATINIC-
HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010). A longo prazo, niveis desequilibrados entre
espécies reativas e defesas antioxidantes enddgenas representa um estado extremamente danoso
as células, sendo atualmente associado com doengas como cancer, diabetes mellitus, lesdes
pulmonares, osteoartrites, danos cardiacos, alteracdes neurodegenerativas, entre outras
(BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010; DHAR et al., 2011;
SAGAMURA; KEANEY, 2011; BATINIC-HABERLE; RAJIC; BENOV, 2011; BUETTNER,
2011; SHENG et al., 2014).

Faz-se de critica importancia destacar que nem todas as espécies reativas sao radicais,
isto €, tém pelo menos um elétron desemparelhado. Dentre as espécies reativas ndo-radicais
estdo: o peroxinitrito (pKa = 6,14, formas protonada e desprotonada ambas presentes in vivo,
ONOOH + ONOO), o aduto entre peroxinitrito e CO2 (ONOOCOx>"), perdxido de hidrogénio
(pKa= 11,65; com a espécie desprotonada, HO>", sendo muito mais reativa, porém encontrada
em niveis muito baixos in vivo), hipoclorito (pKa= 7,5; formas protonada e desprotonada ambas
presentes in vivo, HCIO + CIO"), tiois (formas protonada e desprotonada ambas presentes in
vivo, RSH + RS"), ascorbato (presente in vivo predominantemente na forma desprotonada
monoanidnica, HA"), etc. Dentre os radicais estdo: radical superoxido (pKa. = 4,8; O2™), 6xido
nitrico ("NO), radical carbonato (COs3™), radical diéxido de nitrogénio (‘NO.), radical hidroxila
("OH, espécie muito reativa com tempo de meia-vida da ordem de femtosegundo, sendo apenas

menos deletéria do que a forma oxigénio singleto (10»), radical tiil (RS"), radical ascorbato



(HA"), ions metalicos como Cu?", Mn?"3* Fe?3*, entre outros. Assim, tomando por base os
conceitos apresentados, ¢ preferivel se utilizar o termo espécies reativas ao invés de “radicais
livres” (BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010; BATINIC-HABERLE;
RAIJIC; BENOV, 2011; SHENG et al., 2014).

1.1.2 Mn-Porfirinas (MnP) como moduladores de estresse oxidativo
1.1.2.1 Atividade SOD das MnP

Enzimas importantes que compreendem a primeira linha de defesa contra estresse
oxidativo em todos os organismos vivos sdo aquelas pertencentes a familia superdxido
dismutase (SOD). Nos mamiferos existem trés isoformas: extracelular CuZnSOD (SOD1);
matriz mitocrondrial MnSOD (SOD2); citosdlica e intermembrar CuZnSOD (SOD3); Estudos
mostram que a vida ndo ¢ possivel sem MnSOD, onde ratos ‘knock-out’ (geneticamente
modificados pela inibicdo um gene existente) vivem apenas poucas horas apds o nascimento,
ao passo que ratos heterozigotos com 50% menos MnSOD apresentam aumento da taxa de
envelhecimento dependente do dano oxidativo ao DNA (CANDAS; LI, 2014; SARSOUR;
KALEN; GOSWAMI, 2014). As trés isoformas da SOD catalisam a dismutacao do radical
superoxido (O2™) como descrito nas Equacdes 1 e 2 a seguir, onde ambos os passos de oxidacao
e redugdo, tanto do radical superdxido quanto da enzima, acontecem com contantes velocidades

de ~ 10°MIs7!,

Mn"ISOD* + O, + ¢ 5 Mn'SOD + O, kox (02™) [Eq. 1]
Mn'SOD + 2H* + O, S Mn''SOD* + H,0; + ¢ kea (027) [Eq. 2]

Virias classes de modelos biomiméticos das enzimas SOD, tais como complexos do
tipo salen e metaloporfirinas, foram desenvolvidos e explorados durante décadas desde a
descoberta das superdxidos dismutase por McCord e Fridovich no final da década de 1960
(MCCORD:; FRIDOVICH, 1969). E importante notar que um composto somente ¢ considerado
mimético das enzimas SOD se este for capaz de catalisar a dismutag¢do do O™ (Eq. 1 ¢ 2) com
taxa da constante catalitica (kca) superior a ~ 5 x 10° M!s! [log kcat(O2™) > 5,70] em pH 7.
Algumas das MnPs mais frequentemente estudadas capazes de mimetizar a reatividade das

enzimas SOD estao representados na Figura 1.1.



MnTE-3-PyP%* MnTE-4-PyP5*

MnTnBuOE-2-PyP5* [MnBV?Z], MnTDE-2-ImP>* MnTTEG-2-PyP%*
Figura 1.1. Miméticos SOD baseados em MnP. Verdadeiros miméticos SOD devem ser capazes de catalisar a dismutagao do O™ (Eq.
1 e 2) com kear superior a ~5 x 10° M's™' em pH 7 (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). *Adaptado de BATINIC-HABERLE;
TOVMASYAN; SPASOJEVIC, 2015.



A fim de realizar o ciclo catalitico de dismutagdo do superdxido eficientemente, além
de possuir razoavel log kca(O2"), as MnP devem apresentar potencial de reducdo (Ein»)
equivalente ao da enzima. Quanto mais préximo do potencial ~+300 mV vs NHE mais potente
serd o mimico SOD, o qual serd capaz de reduzir e oxidar o superoxido sob taxas cataliticas
relativamente iguais. Atualmente, estudos suportam a eficiéncia e potencial mimético SOD das
MnP (Fig. 1.2) (REBOUCAS et al., 2008; REBOUCAS; SPASOJEVIC; BATINIC-
HABERLE, 2008; BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010; SPASOJEVIC
etal., 201; SHENG et al., 2014).

MnTE-4-PyP>*
Ey; =70 mV
loghke, (057) = 6.86

Eyp=314mV
logk . (0y7) = 7.48

Eyp=-194 mV
logkey (057) =3.16

MnTE-3-PyP™* MnTE-2-PyP™*
Erp =54 mv Eyp=228mV
logk,¢ (027) = 6.65 logkeye (077) =7.76

T T —n
-400 600 800 ‘ 1000

+e +2H*
02'-4> H202

Figura 1.2. Representacdo de algumas MnP e seus relativos kca«(O2") e E12. O design das
MnP influencia diretamente nos valores de kcat(O2™) € E12, € deste modo impacta diretamente
no potencial de atuacio como mimético SOD. *Adaptado de BATINIC-HABERLE;
TOVMASYAN; SPASOJEVIC, 2015.



1.1.2.2 Reatividade das MnP direcionada aos marcadores biologicos (NADH, NADPH,
lipideos, proteinas, tidis, etc.) envolvendo H20>

Considerando que a atividade de MnP como miméticos das enzimas catalase mostrou-
se biologicamente irrelevante (TOVMASY AN et al., 2015a), tem sido sugerido o envolvimento
de perdxido de hidrogénio celular no mecanismo de acdo de compostos denominados
tipicamente de mimicos SOD, via atividade glutationa peroxidase e cisteina oxidase
(BATINIC-HABERLE; RAJIC; BENOV, 2011; TOVMASYAN et al., 2013b; BATINIC-
HABERLE; SPASOJEVIC, 2014). Esse processo foi inicialmente sugerido considerando-se
que MnP podem oxidar residuos de cisteina da subunidade p50 do fator nuclear xappa B (NF-
kB), onde os dados demonstraram o envolvimento chave do H>O> e da glutationa
(JARAMILLO et al., 2012).

Recentemente, esse processo tem sido substanciado por pesquisas adicionais onde se
verificou que MnP podem realizar S-glutationilagdo de grupos tidis das subunidades p50 e p65
do NF-kB, bem como nos complexos I, III e IV mitocondriais (BATINIC-HABERLE; RAJIC;
BENOV, 2011; BATINIC-HABERLE; SPASOJEVIC, 2014). Estudos procurando explorar a
quimica do H>O> relacionada a sistemas aquosos € seu envolvimento nas agdes de MnP
mostraram que na presenca do perdxido as metaloporfirinas de Mn podem oxidar variados
marcadores tais como NADH, NADPH e lipideos (Fig. 1.3) (TOVMASY AN et al., 2013Db).

Adicionalmente, as MnP também podem produzir H>O> (durante o ciclo reativo
envolvendo redutores celulares e o superdxido) e subsequentemente reusa-lo para oxidar
biomarcadores (Fig. 1.3). Tal comportamento estd em concorddncia com resultados
encontrados durante o tratamento de células de linfoma empregando MnP e dexametasona (um
sistema produtor de H»0.), onde nenhuma mudanca consideravel nos niveis de peréxido foi
encontrada (JARAMILLO et al., 2012; JARAMILLO et al., 2015). Isso indica o H>O, formado

¢ consumido em passos subsequentes de processos de oxidacao/peroxidagao.
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Figura 1.3. A func¢io do H,O; em sinalizacdes celulares envolvendo MnP. Os mais potentes
mimicos SOD sdo capazes de oxidar um numero consideravel de moléculas bioldgicas na
presenca de H>O,. "OA, oxidagdo do ascorbato; OT, oxida¢do de grupos tiol; Ox-NAD,
oxida¢do de NAD"; Ox-NADP, oxidagdo de NADP*; Ox-L, oxidag¢do de lipideos; Px-L,
peroxidagdo de lipideos. *Adaptado de BATINIC-HABERLE; TOVMASYAN; SPASOJEVIC,
2015.

Outra reacdo das MnP reconhecida como relevante biologicamente ¢ a reacdo com o
oxigénio. Uma vez que Mn'"P ¢ reduzida para Mn''P seja reagindo com ascorbato, com grupo
tiol ou com superoxido, ela pode prontamente ser reoxidada para Mn''P pela reagdo com o
oxigénio molecular. Tal processo envolve um elétron e produz radical superéxido; por sua vez,
o 02" pode gerar H>O> tanto por via enzimatica quanto por auto-dismutacao (Fig. 1.3). Em
ambos os casos, o0 H>O» serd produzido como demonstrado em varios estudos (YE et al., 2011;

JARAMILLO et al., 2012; EVANS et al., 2014).

1.1.2.3 O impacto do sistema MnP/H20: em células cancerosas vs normais
O perdxido de hidrogénio produzido in vivo, seja por MnP ou por outros meios, pode
ser usado por MnP para catalisar a oxidacdo de marcadores bioldgicos, tal como grupos tios nas

subunidades p50 e p65 do NF-kB, o qual ¢ subsequentemente inativado (YE et al., 2011;



JARAMILLO etal., 2012; TOVMASYAN et al., 2013b). Numa oxida¢ao modesta, as vias de
estresse oxidativo secundarias dependentes de NF-«B serdo suprimidas e a célula recupera-se
do estresse oxidativo (ARCHAMBEAU et al., 2013). No entanto, quando os niveis de H>O»
sdo altos como, em células cancerigenas (maiores ainda quando sob efeito de radio ou
quimioterapia), a supressao do NF-kB pode ser tdo pronunciada que causa a morte da célula.
Dados recentes mostraram que a presenca de MnP no meio foi capaz de potencializar a morte
celular via inativacdo dos complexos I e III da cadeia de transporte de elétrons na mitocondria
(JARAMILLO et al., 2012).

Relativamente as células normais, as células cancerigenas encontram-se sob constante
estresse oxidativo ¢ com os niveis de H»O, acima do normal, causando alta sensibilidade a
adicionais aumentos nos niveis de espécies reativas (BATINIC-HABERLE; RAJIC; BENOV,
2011; MIRIYALA et al., 2012). Tal sensibilidade vem sendo frenquentemente explorada pelo
uso de radio e quimioterapia, visando causar a morte da célula com céancer pelo excesso de
producdo de espécies reativas. Baseados nesses sistemas redox celulares, estudos envolvendo

o sistema ascorbato/MnP/radiagdo no tratamento de cancer tém sido desenvolvidos

(TOVMASYAN et al., 2015b).

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

e Verificar a habilidade de diferentes metaloporfirinas de manganés hidrossoliveis
tipicamente utilizadas como agentes terapéuticos redox ativos em catalisar a oxidacao

aerobia do ascorbato com vistas a produgdo de H>O» citotéxico.

1.2.2 Objetivos especificos

e Investigar a eficiéncia catalitica de metaloporfirinas de manganés como
catalisadores da oxidagao aerobia do ascorbato;

e Identificar o composto com a melhor eficiéncia catalitica para a oxidagdo do
ascorbato como potencial de utilizagdo em estudos pré-clinicos in vivo;

e Investigar a influéncia de efeito estérico das cadeias laterais alquilas das MnPs na

cinética da reacao.



1.3 Metodologia experimental
1.3.1 Reagentes e solventes

As porfirinas precursoras (HoT-2-PyP, HoT-3-PyP e H,T-4-PyP) foram adquiridas
da Frontier Scientific. Os demais reagentes e solventes foram adquiridos da Sigma-Aldrich,

e utilizados sem purificagdo adicional.

1.3.2 Sinteses das MnPs

As MnPs foram sintetizadas e caracterizadas (cloreto como contraion) de acordo
com os procedimentos descritos na literatura (REBOUCAS et al., 2009; RAJIC et al., 2012;
TOVMASYAN et al.,, 2013c; TOVMASYAN et al., 2014). Os principais métodos de
caracterizacgao utilizados foram: espectrofotometria (UV-vis), anélise elementar, cromatografia
de camada delagada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por massas
(LC-MS). Para os estudos desenvolvidos neste capitulo, as MnPs foram sintetizadas e
caracterizadas pelo aluno de Pds-Doutorado da Duke University School of Medicine, Dr.

Artak Tovmasyan.

1.3.3 Catalise da oxidacao do ascorbato pelas MnPs
1.3.3.1 Medidas espectrofotométricas das velocidades iniciais da oxidacdo do
ascorbato (vo(Asc)ox) catalisada pelas MnPs

As velocidades iniciais da reac@o de oxidacdo do ascorbato foram determinadas em
triplicatas com 5 uM de MnP e 0,15 mM ascorbato de s6dio sob condi¢des aerobicas a
25+1°C e pH 7,8 (mantido com 0,05 M de tampao Tris ou tampao fosfato de potdssio). Os
tampdes foram inicialmente tratados com resina de troca idnica Chelex-100 (200-400
mesh, forma Na*, Bio-Rad Life Science) a fim de remover metais de transi¢do que possam
existir em solu¢do. A oxidacdo do ascorbato foi acompanhada em um espectrofotometro
Shimadzu UV-2550 UV-vis a partir do decaimento da banda a 265 nm. A absortividade
molar do  ascorbato  foi  obtida  espectrofotometricamente  considerando
€265nm = 14.000 M'cm™!. As velocidades iniciais (vo(Asc)ox) foram calculadas baseadas no

monitoramento da diminui¢do da concentragdo do ascorbato (em nMs!) durante os



primeiros 60 segundos de reagdo. A velocidade para a oxidacao de ascorbato ndo catalisada

(controle) foi subtraido das velocidades para a reacdo catalisada (EVANS et al., 2014).

1.3.3.2 Medidas eletroquimicas das velocidades iniciais do consumo de oxigénio
(Vo(O2)red)

O oxigénio foi consumido via reducdo, assim as velocidades iniciais do consumo
de oxigénio foram descritas como (vo(O2)red). Os experimentos foram realizados
eletroquimicamente com o eletrodo de Clark a 25+1°C e pH 7,8. Antes de cada medida as
solugdes foram purgadas com ar (~21% oxigénio). O eletrodo de Clark sensivel ao O-
(0,1 M KCIl como solucdo de preenchimento) foi conectado a um potenciostato. Um
potencial de -0.8 V vs. Ag/AgCl foi aplicado ao eletrodo e uma vez que a corrente inicial
foi estabilizada (Imax, correspondendo a [O:2] = 0,255 mM em solugdo saturada de ar
(BENSON; KRAUSE JR, 1980)) a solucdo de ascorbato na concentragdo de 1 mM foi
adicionada, seguida pela adi¢ao da solugdo 10 uM da MnP. O decréscimo na corrente (Iops)
correspondendo ao decréscimo na concentragdo de oxigénio (A[O2]) foi monitorado por
pelo menos 300 segundos. A solucdo foi entdo submetida a purga com N> até que a corrente
se estabilizasse novamente (Imin, correspondendo a [O2] = 0 mM). Isso permitiu o célculo
da concentragdo de oxigénio em solug¢do (em nM) como [O2]obs = [(Lobs — Imin) x 2.55 X
105] / (Imax — Imin), onde Iops € 0 valor para a corrente em qualquer dado momento da
medida. A velocidade inicial da reacdo, vo = -A [O2]obs/ At = -[(Tobs2 — Tobs1) X 2.55 x 105] /
[(Imax — Imin) % (tobs2 — tobs1)], onde Iops2 € Lobs1 SA0 as correntes nos tempos observados (tobs2 €
tobs1) relacionados a um intervalo linear de 60 segundos apds a adicdo da MnP. As velocidades

iniciais da oxida¢do do ascorbato e do consumo de oxigénio sdo dadas em nMs™!.

1.4 Resultados e Discussao

O presente estudo avaliou 14 MnPs hidrossoluveis tipicamente empregadas em
estudos de desenvolvimento de agentes terapéuticos redox-ativos com o objetivo de
identificar o composto com maior eficiéncia catalitica para a oxidagdo aerdbia do
ascorbato. Essas MnPs diferem largamente com relagdo ao potencial de meia-onda (E1.),
carga, tamanho, forma, estereoquimica, polaridade e lipofilia. Sob as condigdes

experimentais aqui empregadas (pH 7,8), a forma monoprotonada do ascorbato (HA") ¢ a
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principal espécie do ascorbato de sddio em solugdo aquosa. Na reagdo com Mn'''P o
ascorbato (HA") ¢ oxidado uni-eletronicamente para a forma radical ascorbil (HA"), o qual
é prontamente desprotonado para a espécie A~ (BATINIC-HABERLE et al., 2014; EVANS
et al., 2014; BATINIC-HABERLE; TOVMASYAN; SPASOJEVIC, 2015) (Fig. 1.4). Exceto
pela MnTBAP?*, que é uma metaloporfirina anidnica, e assim desfavorece a reagdo com o
ascorbato tanto por questdes termodinamicas quanto eletrostaticas, todas as demais MnPs

testadas sdo carregadas positivamente.

0, Mn''P A-
OA -H*
0,” Mn''"P HA"

Figura 1.4. Esquema reacional do sistema Ascorbato/MnP/O;. OA, oxidacdo do

ascorbato.

Dentre as N-piridilporfirinas de Mn(III) existem representantes com substituintes
lineares com cadeias alquilas longas e curtas, algumas delas contém atomos de oxigénio
no meio da cadeia linear, outras com substituintes ciclicos, o que podem potencializar
efeitos estéricos (Fig. 1.5).

A habilidade das MnPs de catalisar a reagdo de oxidagdo do ascorbato foi aqui
descrita como a velocidade inicial da reag@o (vo(Asc)ox), € a velocidade inicial de consumo
(redugdo) do oxigénio (vo(O2)red). A reacdo de oxidagdo do ascorbato foi monitorada por
via espectrofotométrica, e a reducao do oxigénio foi monitorada por via eletroquimica. Os
dados de cinética foram discutidos com respeito as propriedades termodinamicas das

MnPs, em particular o par redox Mn''P/Mn"'P (E ).
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MnTE-4-PyP""

5+ 5+ 5+
MnTBAP> MnTnBuOE-2-PyP5+ MnTnHexOE-2-PyP MnTnPen-2-PyP MnTPhE-2-PyP

Figura 1.5. Estruturas das Mn(I1I)-porfirinas cuja habilidade para catalisar a oxida¢io do ascorbato foi aqui avaliada. Exceto
MnTBAP*" e MnTE-2-PyPhP**, todas as demais MnPs estudadas sio mimicos SOD de poténcias variadas com log kea(O2™) variando
numa faixa de 6,53 a 7,92.
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1.4.1 A quimica do sistema MnP/Asc em meio aquoso - O potencial de reduciao das
MnPs afeta a velocidade de oxidaciao do ascorbato

A habilidade das MnPs de catalisar a oxidacdo do ascorbato foi avaliada por meio
direto (monitoramento espectrofotométrico do consumo de ascorbato) e indireto
(monitoramento eletroquimico do consumo de O:), através de medidas das velocidades
iniciais da reacdo de oxidacdo do ascorbato (vo(Asc)ox, Tab. 1.1 e Fig. 1.6), e das
velocidades iniciais da redu¢do do oxigénio (vo(O2)red, Tab. 1.1 e Fig. 1.7). O potencial de
reducdo centrado no metal (potencial de meia-onda, Ei2), usado como medida das

propriedades redox das MnPs, encontra-se listado na Tabela 1.1 para cada MnP.

Tabela 1.1. Caracterizacio espectrofotométrica e eletroquimica do sistema MnP/Asc.

Os estudos foram realizados em tampao Tris e fosfato de potassio 0,05 M, pH 7,8 a 25+1°C.

MnPs Mn""/Mn" E152, vo(O2)red, nMs™! vo(AsC)ox, nNMs™!
mV vs NHE"
Tampao Tampao Tampao Tampao
Fosfato Tris Fosfato Tris
MnTBAP3- ™ -194 - - - -

MnTE-2-PyPhP% -65 49,6+8,7 70,8+7,5 15,242,8 11,8+1,4
MnTE-3-PyP5 +54 753,9£90,3  972,2+32.0 201,4+21,2 203,9+19,8
MnTnHex-3-PyP5* +66 639,2+7,2 864,5+41,1 193,1+40,2 191,7£10,8
MnTE-4-PyP5 +70 696,0+£52,2  887,0+31,4 185,6+27,9 204,5+31,1
MnTnOct-3-PyP5* +74 838, 0+7,1 993,6+10,0 225,4+44.5 216,5+£20,0
MnTnHex-4-PyP5* +80 670,5+2,2 887,5+50,8 199,6+25,8 206,7+29.4
MnTE-2-PyP5 +228 679,5+£28,0  922,0+89,6 285,7£37,1 307,7+35,1
MnTPhE-2-PyP* +259 571,1+£36,2  575,6+83,6 164,5+21,0 176,3+16,4
MnTnBuOE-2-PyP5" +277 474,1£26,3  856,9+£21,0 159,8+28,9 256,5+45,7
MnTnPen-2-PyP5 +278 414,1+£32,0  532,94+36,3 152,5+24,0 164,5+21,3
MnTnHexOE-2-PyP%* +313 226,9+5,0 469,7£78,7 81,3£14,3 135,6+10,2
MnTnHex-2-PyP5* +314 310,7422,9  358,0+14,9 102,7+23.8 95,0+11,3

MnTnOct-2-PyP5* +367 306,3£65,3  304,4+36,8 74,5£15,5 72,1£6,9

*Fonte: KOS et al., 2009; BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010. ““Os valores de vo(O2)rea €

vo(Asc)ox ndo sdo aplicaveis, tendo em vista que o composto ndo apresenta atividade catalitica nesse sistema.
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A relagdo entre as velocidades iniciais vo(Asc)ox € Vo(O2)red € 0 E1/2 mostram um perfil
na forma de sino (Figs. 1.6B ¢ 1.7B). As MnPs com E» negativo (tais como MnTBAP?" e
MnTE-2-PyPhP>") tém velocidades iniciais muito baixas. Tais compostos ndo podem ser
facilmente reduzidos com o ascorbato no primeiro passo do ciclo catalitico (Eq. 1).
Adicionalmente, a MnP ani6nica MnTBAP?3- poderia repelir o ascorbato na forma HA-
predominante em pH 7,8 (BATINIC-HABERLE et al., 2014; BATINIC-HABERLE;
TOVMASYAN; SPASOJEVIC, 2015). No extremo oposto, aquelas MnPs com potencial de
meia-onda muito positivos, por exemplo a MnTnOct-2-PyP>", sdo prontamente reduzidas
para o estado de oxidagdo Mn(Il), mas sdo dificilmente reoxidadas ao estado Mn(III) no

segundo passo do ciclo catalitico (Eq. 2, Figs. 1.6 ¢ 1.7).

Mn'""P + HA- 5 Mn'P + H" + A® krea (MnP) [Eq. 1]
Mn''P +0; & Mnl"P + O," kox (MnP)  [Eq. 2]

Sob condig¢des aerdbicas, devido aos altos niveis de oxigénio disponivel no meio, a
reoxidagdo das MnPs cujo potencial ¢ menor que aprox. 300 mV vs. NHE ird provavelmente
ocorrer (EVANS et al., 2014). O impedimento estérico relacionado a aproximacdo do
ascorbato ao sitio do Mn em compostos volumosos, tais como a MnTPhE-2-PyP>*
(Figs. 1.6C ¢ 1.7C), MnTnHexOE-2-PyP>* ¢ MnTnOct-2-PyP>*, também contribui para os
baixos valores observados de vo(Asc)ox relativos aos da MnTE-2-PyP>",

O impacto do E12 na oxidagdo do ascorbato coincide com o potencial de meia-onda
6timo para a catdlise da dismutacao do superdxido (O2™); e a razdo para tal ¢ similar. Tal qual
a enzima SOD, onde seus mimicos devem ser igualmente eficientes em oxidar e reduzir o Ox™, e
assim operar com Ej/; entre a faixa de ~ +200 a ~ +400 mV vs NHE (TOVMASYAN et al.,
2014), a reagio de oxidagdo do ascorbato também segue a mesma racionalizagdo. E
importante se destacar que a habilidade das MnPs em mimetizar as enzimas SOD segue
tendéncias paralelas em todas as reacdes até entdo estudas, tais como atividade catalase
(TOVMASYAN et al., 2015a), a redu¢do de ONOO™ (EDHOLM et al., 1988), habilidade de
catalisar a oxidagdo do ascorbato (este trabalho), e a capacidade de mimetizar as enzimas

GPx (TOVMASYAN et al., 2018).
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A oxidacdo do ascorbato nos tampdes Tris e fosfato de potdssio foi realizada em
pH 7,8. Tais tampdes diferem com relagdo a capacidade de formacdo de ligagdes de
hidrogénio. A diferenga entre as cinéticas do sistema MnP/ascorbato nos dois tampdes foi
significativa para aquelas MnPs que tém alta afinidade por formacdo de ligacdes de

hidrogénio: MnTnBuOE-2-PyP>* ¢ MnTnHexOE-2- PyP>* (Figs. 1.6 ¢ 1.7).
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Figura 1.6. Habilidade das MnPs para catalisar a oxida¢io do ascorbato, conforme
determinacio espectrofotométrica das velocidades iniciais da oxidacdo do ascorbato,
vo(Asc)ox. (A) A velocidade inicial da reagdo foi medida para varias MnPs que diferem entre
si com respeito as suas propriedades redox, lipofilia/biodisponibilidade, polaridade,
tamanho da cadeia lateral e volume. As vo velocidades iniciais foram determinadas com
5 uM da MnP e 0,15 mM de ascorbato de sodio, sob condigdes aerdbicas a 25+1°C em
pH 7,8 e mantidas com 0,05 M de tampao Tris ou fosfato de potassio. (B) As vo(Asc)ox das
MnPs guarda uma relagdo com os seus respectivos valores de E12 na forma de sino. (C) Seis
MnPs com Ei numa faixa entre -65 a +340 mV vs NHE sdo apresentadas: (#1) MnTE-2-
PyPhP5*, (#2) MnTE-3-PyP5*, (#3) MnTE-2-PyP5", (#4) MnTPhE-2-PyPS*, (#5),
MnTnHexOE-2-PyP>", e (#6) MnTnOct-2-PyP>",
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Figura 1.7. Habilidade das MnPs para catalisar a oxida¢ido do ascorbato, conforme
determinacio eletroquimica das velocidades iniciais da reduciao do oxigénio, vo(O2)red.
(A) MnP/Asc reagem sob condigdes aerobicas, de modo que o oxigénio ¢ reduzido para gerar
superoxido (Equagdo 2). A vo(O2)red foi medida com 10 pM da MnP e 1 mM de ascorbato de
soddio, sob condigdes aerdbicas ([O2] = 0.255 mM) a (25+1)°C em pH 7,8 e mantidas com
0,05 M de tampao Tris ou fosfato de potéssio. (B) As vo(O2)rea das MnPs guarda uma relagao
com os seus respectivos valores de E12 na forma de sino. (C) Seis MnPs com E» numa faixa
entre -65 a +340 mV vs NHE sdo apresentadas: (#1) MnTE-2-PyPhP>*, (#2) MnTE-3-PyP>*,

#3) MnTE-2-P P5+, (#4) MnTPhE-2-P P5+, #5), MnTnHexOE-Z-PyP5+, € (#6) MnTnOct-
y Yy
2-P ’ P5+-

O hidrogénio do tampao Tris protonado pode formar ligagdes de hidrogénio com o
oxigénio da cadeia lateral butdxietil ou hexoxietil dos complexos MnTnBuOE-2-PyP>* e
MnTnHexOE-2- PyP>*, respectivamente. Isso aumentaria a carga positiva total da MnP, a
qual, por sua vez, poderia melhorar o direcionamento do ascorbato negativamente carregado
em dire¢do ao sitio de Mn. O impacto mais relevante do tampao Tris relativo ao tampao

fosfato na cinética de oxidagao do ascorbato por derivados alcoxialquila, sugere que ainda
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¢ dificil de prever inteiramente a magnitude do efeito terapéutico das MnPs em um ambiente
celular complexo. Tal fato ¢ particularmente verdadeiro, pois as MnPs apresentam distintas
caracteristicas anfifilicas, as quais permitem uma grande diversidade de interagcdes com
varias biomoléculas: cinco cargas positivas, cadeias alquilicas, 4tomos de oxigénio e sitio
metalico catidnico deficiente em elétrons favorecendo coordenacdo axial de diferentes

espécies.

1.5 Conclusoes

Os dados aqui apresentados fazem parte de um estudo que inclui a avaliagdo in vitro e in
vivo do potencial anticancer do sistema MnP/Asc (TOVMASYAN et al., 2015b). Os resultados
obtidos no escopo do estagio de doutorado sanduiche no exterior (SWE) permitiram a avaliagdo
da eficiéncia de 14 metaloporfirinas em catalisar a reagdo de oxidacao do ascorbato. O presente
estudo foi capaz de determinar as velocidades iniciais (Vo(Asc)ox € Vo(O2)red) para a catalise da
reacdo de oxidac¢do do ascorbato em dois distintos meios (tampdes Tris e fosfato) utilizando
medidas de espectrofotometria e eletroquimica, de forma que a MnTE-2-PyP>* foi a mais
eficiente para ambos os tampdes avaliados. Os dados demonstraram que as velocidades
iniciais estdo relacionadas com o Ei2 em fung¢do da atividade eletrorretiradora associada aos
grupos piridinios catidnicos proximos ao sitio metdlico, o que por sua vez controla a
termodindmica e a cinética das reagdes das MnPs com espécies reativas. Tal relacdo mostrou
uma tendéncia na forma de sino, sendo a atividade catalitica crescente a partir de potenciais
negativos ~ -200 mV vs NHE, e com valores 6timos em potenciais na faixa de ~ +50 mV a
~+300 mV vs NHE.

A cinética da reacdo catalitica do sistema MnP/ascorbato nos dois tampdes foi
influenciada pela capacidade de formacao de ligagdes de hidrogénio entre o tampao e a MnP.
Do ponto de vista biologico pode-se supor que, quando as MnPs reagem com o ascorbato/O> de
modo catalitico no espago extracelular, pode-se formar H>O» que prontamente entra na célula.
Uma vez na célula, o H2O> pode entdo ser utilizado pela propria MnP distribuida
intracelularmente em reacdes de catalise de oxidacao de grupos tidis em proteinas especificas ou
em reacdes de S-glutationilagdo, o que, por sua vez, pode levar a ativacao de vias de sinalizagdo
celular pro-apoptoticas. Similarmente aos sistemas MnP/radioterapia e/ou MnP/quimioterapia, o

sistema MnP/Asc foi explorado com sucesso como uma estratégia anticancer através do aumento
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dos niveis de H,O2 em células tumorais (TOVMASYAN et al., 2018), dando continuidade aos

estudos fisico-quimicos descritos nesta tese.
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Capitulo 2

Estudos iniciais da atividade haloperoxidase de MnPs
hidrossoluveis de interesse como agentes terapéuticos

redox-ativos

2.1 Introducio

Na natureza, os metabdlitos halogenados sdo amplamente difundidos e apresentam
variadas atividades biologicas. Cerca de 4.000 compostos organo-halogenados sao
conhecidos por serem produzidos por organismos vivos (GRIBBLE, 2003; ANDERSON;
CHAPMAN, 2006). As reacdes de halogenagdo em sistemas bioldgicos sdo catalisadas
principalmente por enzimas e sdo essenciais para a biossintese de muitos produtos naturais
(GRIBBLE, 2003). Devido a ampla distribui¢do de compostos naturais halogenados, as
enzimas envolvidas na bio-halogenagdo foram descobertas a partir de uma ampla gama de
organismos, incluindo fungos, algas e bactérias. A primeira enzima halogenante foi descrita
a partir do fungo Caldariomyces fumago, produtor de caldariomicina, como uma
haloperoxidase contendo o grupo heme (MORRIS; HAGER, 1966) e, posteriormente, varias
haloperoxidases foram descobertas a partir de diversos fungos, outros microorganismos e
seres humanos (JAKOPITSCH et al., 2001; HENDERSON; HEINECHE, 2003; ULLRICH et
al., 2004).

Atualmente, duas classes distintas de enzimas halogenantes foram categorizadas com
base na natureza do seu substrato: haloperoxidases (HPO) e halogenases (KLING et al.,
2005). As enzimas HPOs contém o grupo prostético heme (heme-HPO) ou o ion vanadio
(VHPO) como cofator no sitio ativo e usam o H2O, como co-substrato. Em contraste, as
enzimas dependentes de flavina e ndo heme, sdo dependentes de Fe*" e requerem o O, como
aceptor de elétrons, por isso elas foram denominadas halogenases dependentes de O:
(VAILLANCOURT et al., 2006). Demonstrou-se que as HPOs eram menos especificas,
enquanto as halogenases poderiam ser altamente especificas para substratos (KLING et al.,

2005; VAN PEE; PATALLO, 2006).
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As HPOs geram hipohaletos (4cidos fracos) que, na maioria dos casos, sao liberados
das enzimas para halogenar substratos organicos. Essas enzimas catalisam a oxidagdo de
haletos via transferéncia de dois elétrons na presencga de peréxido de hidrogénio. Elas sdo
nomeadas de acordo com o haleto mais eletronegativo que podem oxidar. As enzimas com
atividade cloroperoxidase (CPO) catalisam a oxidacdo de cloreto, brometo e iodeto; as
bromoperoxidase (BPO) catalisam a oxidacdo de brometo e iodeto, e as iodoperoxidase
(IPO) sao especificas para o iodeto. Desde a descoberta ha 53 anos da primeira CPO fungica
proveniente do C. fumago (MORRIS; HAGER, 1966), as heme-HPO tém sido caracterizadas
em animais e o metabolismo de halogenetos mostrou-se essencial na fisiologia dos
vertebrados. A tiredide peroxidase (enzima semelhante a IPO) desempenha um papel
fundamental na sintese dos hormonios tireoidianos T3 (triiodotironina) e T4 (tiroxina), que
sdo essenciais para o desenvolvimento e maturacdo de muitos 6rgdos, especialmente do
sistema nervoso (PORTERFIELD; HEINDRICH, 1993).

Adicionalmente, foram descobertas outras HPOs envolvidas na defesa do hospedeiro
e efeitos antimicrobianos, como a mieloperoxidase (MPO, enzima semelhante a CPO)
encontrada em neutro6filos, a peroxidase eosinofilica (enzima semelhante a BPO) encontrada
em fagocitos, e a lactoperoxidase (enzima semelhante a BPO) encontrada em secregdes
exocrinas humanas (FURTMULLER et al., 2006). Em algas marinhas, as vVHPO sio
apontadas como enzimas de fundamental importancia na produ¢do de halocarbonos volateis
e mecanismos de defesa. Em uma escala maior, acredita-se que esses compostos
halogenados, especialmente os iodados e o iodo molecular, tenham um impacto significativo
na quimica atmosférica (LEBLANC et al., 2006). A importancia fisiologica e ambiental dos
processos de halogenagdo, bem como o crescente interesse nos haletos organicos como
potenciais farmacos, tém incentivado estudos bioquimicos e quimicos (BUTLER; CARTER-
FRANKLIN, 2004; VAILLANCOURT et al., 2006).

A CPO (C. fumago), que ¢ uma heme-HPO, apresenta um ligante axial tiolato no
grupo heme e, assim, assemelha-se estruturalmente ao citocromo P450. Quando se considera
o mecanismo de reagdo, a CPO assemelha-se a MPO, onde partindo do seu estado de
repouso, a CPO reage com o H»O» e proporciona a formacdo de uma espécie radical
ferro(IV)oxo porfirina n-cation chamada de Composto I (Fig. 2.1). Tal complexo ¢ o

responsavel pela oxidagcdo do ion cloreto levando a formagdo do intermedidrio reacional
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hipoclorito férrico (Fe'''(OCIl)) (DUNFORD, 1999). O Composto I da CPO ja foi bem
caracterizado por meio de anélises de absor¢cdo e medidas espectroscopicas (GREEN et al.,
2004).

Acredita-se que o Fe''(OCl) é o composto-chave para a cloragdo de substratos
organicos pela CPO, bem como para a atividade antimicrobiana da MPO, porém, isso ainda
nao foi comprovado. No entanto, hoje em dia estd bem estabelecido que a modificagdo do
grupo heme e a formacdo da ligagdo covalente ocorre de forma autocatalitica, ou seja,
necessita de oxidagdo da enzima para o Composto I mediada por um peroxido. Estudos
reportaram a identificacdo de ligagdo covalente de um grupo heme modificado
autocataliticamente a um residuo glutamico na familia CYP4 das enzimas dos citocromos

P450 (HENNE et al., 2001; LEBRUN et al., 2002).

.
H,0,
L = His em MPO
L= Cysem CPO L
Estado de repouso Composto I

H+ -
HOC \ /: :

£

Aduto Fe™(OCI)
Figura 2.1. Estrutura de Composto I envolvido no mecanismo de reagio atribuido as

enzimas CPO e MPO. *Adaptado de FUJI, 2016.

Um mecanismo de reagdo proposto para as enzimas peroxidase por meio de estudos
prévios destaca as peroxidases de mamiferos, as quais catalisam eficientemente as reacdes
de oxidagdo envolvendo a transferéncia de um ou dois elétrons (FURTMULLER et al.,

2006). Em ambos os ciclos, o Composto I ¢ o intermediario redox central formado pela
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reagdao do Fe(IIl) com o H»0», tal complexo contém dois equivalentes oxidantes a mais do
que a enzima em repouso (Eq. 1). O par histidina-arginina distal tipico das enzimas heme-
peroxidase desempenha um papel critico na ligagdo, orientagdo e ativagdo do H>O2 na bolsa
distal. Considerando a ligagdo O-O (H20:), a histidina distal das heme-peroxidases atua
como um receptor do proton a partir de um oxigénio e como um doador para o outro,
enquanto a arginina distal modula a ionizag¢do da histidina diminuindo o pK. do N; do
imidazol, e assim polariza a ligagdo O-O a fim de promover um ataque nucleofilico no grupo
heme e, subsequentemente, causar uma clivagem heterolitica (POULOS; KRAUT, 1980;
RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2001; LIU et al., 2002). Desta forma, um oxigénio sai como
agua, enquanto o outro permanece coordenado ao ferro (Eq. 1). O oxigénio ligado ao ferro
contém formalmente apenas seis elétrons de valéncia e ¢, portanto, um potente agente
oxidante (DUNFORD, 1999). Um elétron ¢ removido do ferro para gerar o intermediario
ferro(IV)oxo [Fe(IV)=0], e um segundo elétron ¢ removido da porfirina para gerar a espécie

radical ferro(IV)oxo porfirina n-cation (DUNFORD, 1999).
PorFe(IIT) + H2O2 — “"PorFe(IV)=0 + H,0O [Eq. 1]

Em contraste com a formag¢do do Composto I, as ligagdes heme a proteina
desempenham um papel importante na redu¢do do Composto I. As peroxidases de mamiferos
sdo unicas na sua capacidade de oxidar pseudo-haletos em pseudo-hipohaletos a elevadas
velocidades, sendo o Composto I reduzido num passo de dois eletrons para a forma da

enzima férrica. Tal reacdo ¢ dada como na Equacéo 2.
“PorFe(IV)=0 + X~ + H" — PorFe(IIl) + HXO [Eq. 2]

Na Eq. 2, X" denota os substratos fisiologicos dessas enzimas, a saber, Cl, Br, " ou
SCN". A ordem de oxidacao desses doadores de elétrons ¢ a seguinte: SCN™ > 1" > Br > CI’
(ARNHOLD et al., 2006). Em pH 7, os potenciais de redu¢cdo padrdao para o par redox
HXO/X", H20 sdo: 1,27 V (CI"), 1,13 V (Br), 0,78 V (I') ¢ 0,56 V (SCN") (ARNHOLD et
al., 2000).

O Composto I das peroxidases de mamiferos também pode ser reduzido por dois

passos consecutivos com transferéncia de um elétron por etapa para a enzima férrica via o
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composto intermediario complexo II [PorFe(IV)=0], pelo qual numerosos pequenos
substratos moleculares podem ser oxidados, a saber, aminoacidos aromaticos, acidos, nitrito,
derivados indolicos e outros compostos (Eq. 3 ¢ Eq. 4) (MARQUEZ; DUNFORD, 1995;
BURNER; JANTSCHKO; OBINGER, 1999; BURNER et al., 2000; JANTSCHKO et al.,
2002).

“PorFe(IV)=0 + AH — PorFe(IV)=0 + A" + H* [Eq. 3]
PorFe(IV)=0 + AH + H" — PorFe(Ill) + A" + H,O [Eq. 4]

Essas reagdes, juntamente com a oxidacdo da enzima por peroxido de hidrogénio (Eq.
1), formam o ciclo das enzimas peroxidase.

E notério que as enzimas CPO podem utilizar ions cloreto, brometo e iodeto para
catalisar a formac¢do de uma ligagdo carbono-halogénio na presenga de moléculas receptoras
adequadas, onde as moléculas com esta finalidade sdo: B-ceto acidos, B-dicetonas ciclicas e
fendis substituidos. O método classico para determinar a existéncia da atividade CPO baseia-
se na halogenacdo da monoclorodimedona (MCD) pelo hipoclorito ou hipobromito que sao
formados no meio reacional (HAGER et al., 1966).

A MCD (B-dicetona ciclica) ¢ estudada como um mimico do precursor natural da
caldicaromicina, o composto clorado isolado de C. fumago (HAGER et al., 1966). O método
¢ baseado na conversdo da [B-dicetona monohalogenada (MCD) em um produto di-
halogenado (halo-MCD) (Fig. 2.2). Como as absor¢des Opticas de MCD
(£290nm = 20.000 M-'cm™!) e halo-MCD (&290nm = 100 M-lcm™!) sdo claramente distintas uma
da outra, essa reacao forneceu um ensaio simples que foi usado para investigar o mecanismo
cinético da enzima vHPO (DE BOER; WEVER, 1988; EVERETT; SOEDJAK; BUTLER,
1990). Desta forma, a conversdo pode ser facilmente monitorada espectrofotometricamente
pela diminui¢do da absor¢do de UV-vis, que ¢ diretamente proporcional a atividade
enzimatica. O ensaio com a MCD tornou-se o método analitico rotineiramente usado para
identificar HPOs e para caracterizar sua atividade halogenante. Nessa reacdo iniciada
enzimaticamente, a halogenagao real ¢ inespecificamente conduzida por meio do hipohaleto
difusivel livre e, portanto, em substratos geralmente suscepteis a halogenagdo, observam-se
padroes semelhantes de halogenagdo para reagdes ndo enzimaticas com o hipohaleto livre

em solugdo (WEVER; HEMRIKA, 2001; VAN PEE et al., 2006).

23



Cl

HPO Cl Cl
0 0] HO OH
A
Intermediirio na biosintese Caldariomicina do
da caldariomicina C. fumago
Cl Cl HPO Cl .
0 (0] (o) OH +H.0, 0 0
B . +R HPO: Haloperoxidase
R: ion haleto (Br, CI)
Tautémeros da MCD halo-MCD

Figura 2.2. Representacio de estruturas moleculares: A) intermediario reacional e a molécula
da caldariomicina durante a sua biosintese pelo fungo C. fumago. B) ensaio cldssico da

halogena¢do da monoclorodimedona (MCD).

Por outro lado, tal ensaio ndo pode ser aplicado a determinagdo da atividade da
enzima IPO, pois a MCD ndo ¢ reativa para a iodagdo. Pelo uso de método
espectrofotométrico, o vermelho de fenol foi empregado para a detec¢do das atividades de
bromacao e cloragdo catalisadas por vHPO (DE BOER et al., 1987; SOEDJAK; BUTLER,
1990). No entanto, a halogenac¢do do vermelho de fenol ¢ lenta e ndo estequiométrica. Por
essas razoes, tal método ¢ indicado apenas para fins qualitativos. A andlise da atividade IPO
baseia-se na detec¢do espectrofotométrica de triiodeto (I3") em 350 nm (VILTER, 1995).
Esse método levou a caracterizacdo bioquimica de vIPOs especificas de algas marrons da
familia Laminariaceae (ALMEIDA, 2001; COLIN et al., 2005).

As Mn-porfirinas (MnPs) sintéticas e sistemas relacionados tém sido utilizados como
modelos quimicos de reagdes de monooxigenacdo bioldgica catalizadas por heme proteinas
(MCLAIN; LEE; GROVES, 2000) Através da reagdo com compostos doadores de oxigénio,
tais como, iodosilbenzeno, hipoclorito de sodio, perdxido de hidrogénio, oxigénio
molecular, dentre outros, as MnPs podem causar a oxigenagao catalitica de alcanos, alcenos,
e compostos contendo nitrogénio e enxofre (GROVES; SHALYAEV; LEE, 2000) Entre o

final da década de 1990 e inicio dos anos 2000, Groves e colaboradores caracterizaram e
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reportaram o composto-chave responsavel por realizar a transferéncia eficiente de um atomo
de oxigénio (ligante oxo) para o ion haleto livre em solu¢do, onde tal reacdo foi defindida
como rapida e reversivel (Fig. 2.3) (GROVES; LEE; MARLA, 1997; JIN; GROVES, 1999;
JIN et al., 2000).

Figura 2.3. Esquema da reacio reversivel de transferéncia de um atomo de oxigénio
(ligante oxo) entre uma MnP (no exemplo, MnTM-2-PyP5") e um ion haleto (no

exemplo, ion brometo). “Adaptado de JIN et al., 2000.

A reacdo direta (Fig. 2.3) mimetiza a reacdo de oxidag¢do do haleto catalizada por
HPOs (LABAT; MEUNIER, 1990; BUTLER; WALKER, 1993), enquanto a reagdo reversa
representa a ativacao do catalisador durante a oxidacdo do substrato pela MnP. Tal equilibrio
permite a geragdo da energia livre necessaria para que essa reacao ocorra. Adicionalmente,
tendo em vista a estabilidade em solucdo aquosa de varios exemplares das MnPs,
intermediarios do tipo oxoMn" (Fig. 2.3) podem ser formados por reagdes estequiométricas
entre as MnP!"! e oxidantes como OCI', OBr, m-CPBA (4acido cloroperoxibenzdico), entre
outros (GROVES; LEE; MARLA, 1997; JIN; GROVES, 1999; JIN et al., 2000).

Como demonstrado em varios estudos e referenciado no capitulo anterior, as MnPs
guardam um abrangente potencial terapéutico (GRIDLEY et al.,, 2007; GAUTER-
FLECKENSTEIN et al., 2008; GAUTER-FLECKENSTEIN et al., 2010; TOVMASYAN et
al., 2015b; WEITZEL et al., 2015; BOSS et al., 2017; LEU et al., 2017; TOVMASYAN et
al., 2018). Evidéncias substanciais de que as MnPs estdo envolvidas na produg¢ao de peréxido
de hidrogénio (H20:) foram reportadas (JARAMILLO et al., 2012; EVANS et al., 2014);
aditivamente, as MnPs usam o H>O: juntamente com a glutationa (GSH) para catalisar a S-

glutationilagdo de proteinas de sinalizagdo celular, atuando tanto na forma de tiol oxidase

25



quanto na forma de glutationa peroxidase (JARAMILLO et al., 2012; EVANS et al., 2014;
JARAMILLO et al., 2015). Dada a importancia das reagdes de halogenacdo em sistemas
biolégicos (ANDERSON; CHAPMAN, 2006; GRIBBLE, 2003), faz-se relevante estudar o
comportamento de MnPs em ambiente contendo simultaneamente H>O e ions haleto (Br,
Cl') mediante a presenga de moléculas halogenaveis, tal como pode ocorrer em meios
biolégicos. Adicionalmente, embora o método analitico classico para determinagdo da
atividade CPO seja iniciado enzimaticamente, a halogenagdo do substrato organico de fato
resulta de reagdo inespecificamente com os ions hipohaletos livres em solugdao (OBr-, OCI")
e, portanto, em substratos geralmente suscepteis a halogenacdo (MCD), observam-se
padrdes semelhantes de halogenagdo para reacdes ndo enzimaticas.

Perante o exposto, este estudo propde a aplicagdo de um ensaio espectrofotométrico

adaptado para a investigacao da atividade HPO de MnPs com base na halogenagdao da MCD.

2.2 Objetivos
2.2.1 Objetivo geral

e Avaliar a atividade haloperoxidase de nove MnPs tipicamente envolvidas em estudos
de modulagdo redox de estresse oxidativo, fazendo uso do ensaio espectrofotométrico

classico de halogenacao de MCD.

2.2.2 Objetivos especificos

e Adaptar a metodologia espectrofotométrica do ensaio de halogenagdo de MCD para
analise de atividade CPO e BPO de MnPs;

e Verificar o impacto do desenho estrutural de MnPs catidnicas comumente utilizadas

em ensaios bioldgicos sobre a sua atividade HPO.

2.3 Metodologia experimental
2.3.1 Reagentes e solventes

Os solventes e aditivos usados foram: tampao fosfato de potassio (Sigma-Aldrich),
etanol absoluto (Tedia), éter etilico (Tedia), dcido cloridrico (Quimica Moderna), cloreto de

potéssio (Dinamica) e brometo de potéassio (Sigma-Aldrich).
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Os reagentes usados foram: dimedona da Sigma-Aldrich, hipoclorito de sodio
comercial titulado conforme a literatura (VOGEL, 1989), hidroxido de sédio da Vetec,
peroxido de hidrogénio da Quimica Moderna.

Os demais reagentes e solventes foram adquiridos da Sigma-Aldrich, e utilizados sem

purificacao adicional.

2.3.2 Sinteses das MnPs

As MnPs foram sintetizadas e caracterizadas (cloreto como contraion) de acordo com
os procedimentos descritos na literatura (REBOUCAS et al., 2009; RAJIC et al., 2012;
TOVMASYAN et al, 2013c; TOVMASYAN et al, 2014). Os principais métodos de
caracterizacao utilizados foram: espectrofotometria (UV-vis), andlise elementar, cromatografia
de camada delagada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por massas
(LC-MS). Para os estudos desenvolvidos neste capitulo, as MnPs foram sintetizadas e
caracterizadas pelo aluno de Doutorado da UFPB, Romulo Severo Sampaio.

No total, nove MnPs foram utilizadas nos ensaios de testes cataliticos desta pesquisa,
sendo quatro MnPs gentilmente cedidas e de maneira eventual, através de colaboragdo com
os integrantes do nosso grupo de pesquisa (Fig. 2.4), a saber, MnTM-2-PyP>*, MnTM-3-
PyP>*, MnTM-4-PyP>* por Caio V. de Lima, e MnTPr-2-PyP>* por Jacqueline C. B. J. de Jesus.
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orto MnPs catidnicas meta MnPs catidnicas

MnTM-2-PyP5* (R= -CHs) MnTM-3-PyP5* (R= -CHs)
MnTE-2-PyP5* (R= -C,Hs) MnTE-3-PyP5* (R= -CzHs)
MnTPr-2-PyP5* (R= -C:Hr)

MnTnHex-2-PyP%* (R= -nCe¢H13)

MnP anidnica

MnTM-4-PyP5* (R= -CHs)

MnTBAP*
MnTE-4-PyP5* (R= -C2Hs)

Figura 2.4. Estruturas das nove MnPs utilizadas nos ensaios de analise da atividade

haloperoxidase das MnPs. O grupo R corresponde a cadeia lateral alquila das MnPs.

2.3.3 Sintese da monoclorodimedona (MCD)
A monoclorodimedona foi preparada por meio do método descrito por Hager e
colaboradores (HAGER et al., 1966) (Fig. 2.5). Brevemente, adionaram-se gota a gota 2 mL

de uma solugdo aquosa a 3,8% de hipoclorito de sodio (1 x 10~ mol) a 140 mg de dimedona

28



(1 x 1073 mol) dissolvidos em 2 mL de hidroxido de sddio 1 M. A adi¢do foi realizada em
temperatura ambiente com agitacdo magnética continua. Quando a adi¢@o de hipoclorito de
sodio estava completa, a mistura foi extraida duas vezes com porg¢des de 1,25 mL de éter
etilico para remover os produtos secundarios. A monoclorodimedona foi precipitada da fase
aquosa pela adi¢ao de 3,50 mL de 4cido cloridrico 1 M. A recristalizagdo em etanol absoluto
forneceu 46,8 mg de monoclorodimedona (rendimento =27%), P.F. 157°C. O ponto de fusao
reportado ¢ de 161°C (HAGER et al., 1966). UV-vis: (Anax em tampao fosfato de potéssio
100 mM, pH 7,8) 290 nm (£290nm = 20.000 M-'cm™).

Cl
o) O O O
+ NaOClaq) + NaOH(aq) —»
MCD

Dimedona

Figura 2.5. Esquema de sintese da monoclorodimedona (MCD).

2.3.4 Metodologia de halogenac¢io catalitica da MCD por MnPs

Os ensaios de halogenagdo da MCD catalisada por MnPs foram realizados por meio
de uma adaptacdo metodoldgica proposta com base nos estudos de catalise enzimatica de
Hager e colaboradores (HAGER et al., 1966). As anélises foram realizadas em triplicatas
usando um espectrofotdmetro Shimadzu UV-2550 UV-vis. Num tipico ensaio catalitico aqui
desenvolvido visando a halogenagdo da MCD, os compostos foram adicionados
sequencialmente na mesma cubeta de quartzo, a saber: primeiramente, adicionou-se 2,8 mL
de tampao fosfato de potassio a 100 mM, pH 7,8; depois, adicionou-se 65 pL. de uma solugao
da monoclorodimedona a 2,43 mM solubilizada em tampao fosfato 100 mM, pH 7,8;
posteriormente, acrescentou-se 60 uL de uma solucdo aquosa de KCl ou KBr 1 M; em
seguida, adicionou-se 60 pL de uma solu¢do aquosa de perdxido de hidrogénio 100 mM; por
fim, acrescentou-se 26 pL. de uma solu¢do aquosa da MnP, cuja concentragdo do estoque foi
ajustado para cada ensaio. O volume total na cubeta perfez 3 mL. Cabe destacar que as
concentragdes finais de todos reativos na cubeta foram mantidas invaridveis para todos os
ensaios, exceto, as concentracdes das MnPs sob andlise, as quais variaram entre 5 pM e

25 uM na cubeta; os demais reativos tiveram concentragdes iniciais na cubeta fixas em
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52 uM de MCD, 20 mM de cloreto ou brometo, ¢ 2 mM de H>O,. Imediatamente apos a
adicdo da MnP, o decaimento da banda em 290 nm foi acompanhanda
espectrofotometricamente durante 60 segundos. Para a determinagdo dos parametros
cinéticos, usou-se o método da velocidade inicial experimental para os primeiros 15
segundos de reagdo (ATKINS, 2003). As velocidades iniciais das reacdes de halogencdo da
MCD séo dadas em mMs'!.

2.4 Resultados e Discussao

O estudo desenvolvido no presente capitulo avaliou nove MnPs com o objetivo de
identificar a presenca de atividade CPO nestes complexos, bem como propor uma adaptagao
metodoldgica aplicada para a analise do comportamento dessas MnPs com propriedades
fisico-quimicas distintas usando a espectrofotometria de UV-vis.

As MnPs utilizadas nos ensaios sd3o na sua maioria carregadas positivamente e
diferem largamente com relacdo ao potencial de meia-onda associado a reducdo
Mn(IIT)/Mn(IT) (Ei12), carga, tamanho, forma, estereoquimica e polaridade. A unica
metaloporfirina anionica utilizada foi a MnTBAP?

O sistema MnP/H>02/MCD nao causa alteragao ao longo do tempo na absorbancia
em Amax = 290 nm da MCD. Contudo, pela adicdo de MnP na presenga de ions haleto ao
meio reacional, observa-se um rapido decréscimo da banda de absor¢do em Amax = 290
(Fig. 2.6). Tal comportamento ¢ consistente com a introdu¢do de um atomo de bromo ou
cloro na estrutura da MCD levando a formag¢ao do composto dihalogenado (halo-MCD) a
5,5-dimetil-4-bromo-4-cloro-1,3-ciclohexanodiona, ou a 5,5-dimetil-4,4-dicloro-1,3-

ciclohexanodiona, respectivamente.
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Figura 2.6. Consumo da MCD durante reacdes de bromacio (A) e cloracdo (B) na
auséncia (controle, ou seja, sem catalisador) e na presenca de MnTE-2-PyP>" 5 uM
(catalisador). A anélise espectrofotométrica (Shimadzu UV-2550 UV-vis) foi monitorada a

290 nm por 60 segundos. Reagdo em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C.

Estudos para verificar a relagdo entre a velocidade inicial da reagdo (vo) e a
concentragdo das MnPs empregadas nos ensaios de halogenagdo catalitica da MCD foram
empreendidos conforme descrito na se¢do experimental. Através da analise dos dados pdde-

se observar que, exceto pela MnTBAP?*, todas as MnPs avaliadas apresentam uma relagio
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de proporcionalidade direta entre a vo e a concentragdo, considerando que a reacdo segue
uma cinética de primeira ordem (LEE; HUNT; GROVES, 1998; JIN; GROVES, 1999; JIN et
al., 2000). Tal comportamento ¢ consistente com a efetivacdo da reacdo de halogenac¢do da
MCD, e assim, as MnPs demonstraram o seu potencial com relacdo a bromagao (atividade
BPO), pela conversao catalitica da MCD em halo-MCD. Nessas reagdes, um atomo de bromo
¢ incorporado a molécula da MCD. Apenas trés MnPs, a saber, MnTM-2-PyP>*, MnTE-2-
PyP>* e MnTPr-2-PyP>*, apresentaram velocidades iniciais de halogenagdo condizentes com
a efetivacdo das reacoes de cloragdo da MCD, porém, as demais MnPs avaliadas neste estudo
nao seguiram o mesmo perfil. Tais compostos demonstraram o seu potencial com relagdo a
cloragdo (atividade CPO), pela conversao catalitica da MCD em halo-MCD, com um atomo
de cloro sendo incorporado a MCD.

Partindo-se desse racional, foi realizada uma regressao linear de log vo vs log [MnP].
Este tipo de modelo permite uma estimativa do log kobs, onde a ordem da reagdo (n) foi
calculada de acordo com a seguinte equagdo: log vo = log [MnP]n + log kovs. Através de tal
abordagem, pode-se demonstrar que a reagdo ¢ de aproximadamente primeira ordem para a

MnP (Fig. 2.7).
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Figura 2.7. Exemplo de uma curva de regressio linear usada para o calculo da ordem
da reacio (n) para as MnPs (neste exemplo, a MnTE-2-PyP>*). Medidas representativas
a partir de reagdes de bromacao da MCD em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8 a
25+1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada de 0-15s. A da ordem da reacao

(n) é dada como o coeficiente angular da equagdo: log vo = log [MnP]n + log kobs.
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Com o objetivo de identificar a MnP de melhor eficiéncia na reagdo de halogenacao
catalitica da MCD, foi realizado o calculo da constante observada experimentalmente (kobs)
através de uma curva de regressdo considerando os primeiros 15 segundos de reagdo para
efeitos de comparagdo entre as nove MnPs avaliadas nesse estudo. A andlise dos dados
revelou que o intercepto na regressao linear entre a velocidade inicial da reagdo (vo) versos
a concentracdo das MnPs representa o valor da reagdo ndo catalisada, pois mesmo na
auséncia de MnP existe reagdo ocorrendo. Assim, o modelo matematico € sugerido como se

segue:
velocidade (medida) = velocidade (reagao catal.) + velocidade (reagdo nao catal.)
Verificando-se que a reagdo ¢ aproximadamente de primeira ordem em MnP para
todos os casos onde existe atividade catalitica (JIN et al., 2000), torna-se valido propor o

seguinte modelo:

vo(total) = vo(reagdo catal.) + vo(reacdo ndo catal.)

vo(total) = koprs[ MnP] + vo(reag@o ndo catal.)

que pode ser linearizado da forma:

y=ax+b

onde a = kobs € b € uma estimativa da vo(reagdo nao catal.).

A Figura 2.8 mostra uma curva de regressdo linear usada para o calculo da kobs da

MnTE-2-PyP>*. Os dados brutos usados para os calculos das kobs € ordem das reagdes (n)

estdo disponiveis no Apéndice II.
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Figura 2.8. Exemplo de uma curva de regressio linear usada para o calculo das ks das
MnPs (neste exemplo, a MnTE-2-PyP5"). Medidas representativas a partir de reagdes de
bromagdao da MCD em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C.

Considerando o perfil das MnPs nas reagdes de halogenacdo da MCD, tais compostos
apresentaram perfis diferentes quando se compara as reagdes de bromagdo e cloragdo. A
Figura 2.9 ilustra o comportamento geral das MnPs atraves da representacdo grafica baseada
nas taxas das constantes observadas experimentalmente (kobs) versus o potencial de meia-onda
(Ei2) das mesmas. A MnTBAP?, que possue Ei» negativo, ndo apresentou eficiéncia
catalitica tanto para as reacdes de bromagdo quanto cloragdo. Por outro lado, as demais MnPs
analisadas, as quais possuem Ei,» positivos, mostraram-se eficientes para as reagdes de
bromacao. Tal perfil ndo se observa para as reagdes de cloracdo, onde apenas 3 compostos
foram eficientes nas reagdes cataliticas, a saber: MnTM-2-PyP%", MnTE-2-PyP5*, MnTPr-
2-PyP>" (+220 mV vs NHE < Ey/2 < +238 mV vs NHE).
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Figura 2.9. Perfil geral das MnPs nas reacdes de halogenacio catalitica da MCD.
Medidas realizadas em triplicata para a bromacgao e a cloracdo da MCD em tampao fosfato

de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C.

2.4.1 Bromacgao catalitica da MCD por MnPs

A Figura 2.9 descreve a distribuicdo das MnPs de acordo com a relacdo entre a kobs
e o Eippara as reacdes de bromacdo. A andlise dos resultados mostra que dentre as nove
MnPs avaliadas, oito compostos apresentaram atividade BPO. Quando se compara as kobs
das MnPs meta e para substituidas, pode-se observar que os mesmos apresentam valores
aproximados, e assim, atividade BPO semelhante. Entre as MnPs orto substituidas, a MnTM-
2-PyP>*" apresentou os maiores valores médios de kobs, porém, com atividade BPO anéloga a
MnTE-2-PyP>".

A partir de valores na faixa de ~ +220 mV vs NHE, as MnPs orto substituidas tendem
a apresentar uma diminuic¢do da eficiéncia catalitica em dire¢do a potenciais mais positivos,
de forma que tal comportamento pode estar relacionado com o aumento da cadeia lateral das
MnPs (efeito estérico).

Adicionalmente, como a alteracdo no design estrutural das MnPs gera modificacdo
dos seus Ei.2, pois 0 aumento da cadeia lateral ¢ acompanhado por um aumento de E1/2, assim,
pode-se inferir que a atividade catalitica também pode estar relacionada ao Ei para a reacao
de bromagao. Tendo isso em vista, estudos envolvendo outras MnPs com modificagdes

estruturais direcionadas devem ser empreendidos a fim de se confirmar tal tendéncia.
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Na Tabela 2.1 estdo representados os valores das taxas das constantes observadas
experimentalmente (kobs) das nove MnPs aqui avaliadas para as reacdes de bromacgdo da

MCD.

Tabela 2.1. Caracterizac¢io cinética do sistema empregando as MnPs na bromacio da
MCD. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada de 0-15s. Os estudos foram

realizados em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C.

MnPs Mn""/Mn" E1, Kkobs, 87! n"
mYV vs NHE"

MnTBAP3 ™ -194 - -

MnTM-3-PyP** +52 4,39x 102+ 2,54 x 103 0,76+ 0,05
MnTE-3-PyP5 +54 4,83 x102+2,90x 1073 0,77+ 0,05
MnTM-4-PyP>* +60 3,68x 1072+ 1,84 x 1073 0,82+ 0,05
MnTE-4-PyP5 +70 3,78x 102+ 1,89 x 107 0,86+ 0,05
MnTM-2-PyP** +220 4,54x 102+ 2,51 x 103 0,96+ 0,06
MnTE-Z-PyP5+ +228 4,16x 102+ 226x 1073 0,92+ 0,07
MnTPr-2-PyP5 +238 2,88x 102+ 1,86 x 1073 0,79+ 0,08
MnTnHex-2-PyP5* +314 1,65x 102+ 6,42 x 10* 0,87+ 0,05

*Fonte: KOS et al., 2009; BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010. “n: ordem da reagdo.
**Os valores de kobs € n ndo sdo aplicaveis, tendo em vista que o composto ndo apresenta atividade catalitica nesse

sistema (dados brutos disponiveis no Apéndice II).

Destaca-se que foram empreendidas reagdes de bromacdo da MCD em meio acido
(~pH 4,02 a 25£1°C), a fim de se descartar a possibilidade da rea¢do esta sendo iniciada de
forma radicalar. Porém, nenhum dos exemplares das MnPs avaliados nesse estudo
apresentou eficiéncia catalitica em tal valor de pH (Fig. 2.10), de forma que ndo houve
alteragdo espectral durante os 60 segundos acompanhando a absorbancia em Amax = 290 nm.
Os incrementos nos valores das absorbancias em Amax = 290 nm sao devidos as contribuigdes

das bandas de absorcdo das MnPs envolvidas nas reagdes.
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Figura 2.10. Exemplos de curvas de absorcao UV-vis durante uma reacio de bromacao
da MCD realizada por 60 segundos acompanhando a absorbiancia em Amax = 290 nm.

Medidas realizadas em meio acido (~pH 4,02 a 25+1°C).

2.4.2 Cloracio catalitica da MCD por MnPs

A Figura 2.9 descreve a distribuicdo das MnPs de acordo com a relacdo entre a kobs
e o Eippara as reagdes de cloragdo. A andlise dos dados revela que dentre as nove MnPs
avaliadas, apenas trés compostos apresentaram atividade CPO conforme descrito
anteriormente. As MnPs meta e para substituidas, a MnTBAP*- ¢ a MnTnHex-2-PyP**
apresentaram valores médios de kobs totalmente inconsistentes com os demais observados,
portanto, pode-se concluir que tais compostos possuem atividade CPO insignificante. Tal
fato pode estar correlacionado ao efeito estérico na MnTnHex-2-PyP>*, considerando que as
demais MnPs orto substituidas aqui avaliadas apresentaram atividade CPO consideravel. Entre
as MnPs orto substituidas, a MnTM-2-PyP>* mais uma vez apresentou o maior valor médio
de kobs, entretanto, tal valor foi apenas 6% maior que o maior valor médio de kobs para a
MnTE-2-PyP>*, bem como estd dentro do erro estatistico da modelagem matematica
empregada utilizando a Analise de Varidncia (ANOVA). Esse achado corrobora a

similaridade na eficiéncia da atividade CPO de tais compostos (Apéndice II).
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A partir de valores na faixa de ~ +220 mV vs NHE, as MnPs orto substituidas tendem

a apresentar uma diminuigdo da eficiéncia catalitica em dire¢@o a potenciais mais positivos

para as reagoes de cloracdo. Tal qual para as reagdes de bromacgao, refor¢a-se a necessidade

de estudos envolvendo outras MnPs com modifica¢des estruturais direcionadas a fim de se

confirmar tal tendéncia observada.

Na Tabela 2.2 estdo representados os valores médios das taxas das constantes

observadas experimentalmente (kobs) para as nove MnPs aqui avaliadas para as reagdes de

cloracdo da MCD.

Tabela 2.2. Caracterizacio cinética do sistema empregando as MnPs na cloracio da

MCD. A taxa inicial experimental (vo) foi calculada de 0-15s. Os estudos foram realizados

em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C.

MnPs Mn""/Mn" E1, Kkobs, 87! n"
mYV vs NHE"
MnTBAP3 ™ -194 - -
MnTM-3-PyPs* *** +52 - -
MnTE-3-PyP5+ o +54 - -
MnTM-4-Pyps+ *** +60 - -
MnTE-4-PyPs* ** +70 - -
MnTM-2-PyP** +220 3,57x 102+ 1,02x 103 0,85+ 0,03
MnTE-2-PyP5 +228 3,37x 102+ 2,74x 103 0,86+ 0,09
MnTPr-2-PyP5 +238 1,96 x 102+ 6,76 x 10* 0,78+ 0,01
MnTnHeX-Z-PyP5+ . +314 - -

*Fonte: KOS et al., 2009; BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010. “n: ordem da reacéo.

**Os valores de kobs € n ndo sdo aplicaveis, tendo em vista que o composto ndo apresenta atividade catalitica nesse

sistema (dados brutos disponiveis no Apéndice II).

Com base nos dados reportados anteriormente, ¢ perceptivel que alguns exemplares

das MnP apresentaram atividade HPO, bem como comportamentos distintos durante as

reacoes de bromagao e cloragao.
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2.5 Conclusoes

Os dados aqui apresentados permitiram a avaliagdo da habilidade de nove
metaloporfirinas em catalisar a reacdo de halogena¢do da monoclorodimedona, pelo que, alguns
compostos puderam ser classificados como portadores de atividade HPO. Este estudo foi capaz
de determinar as velocidades iniciais para a catdlise das reagdes de halogenacdo da
monoclorodimedona em tampdo fosfato utilizando medidas de espectrofotometria. Os dados
demonstraram que as velocidades iniciais e, consequentemente, as kobs das MnPs estdo
relacionadas com o E12 e com o efeito estérico das cadeias laterais dos aneis piridinicos das
porfirinas. Tal relagdo ndo apresentou uma clara tendéncia para ambos os tipos de
halogenacdo. No entanto, foi possivel concluir que as MnPs sdo mais eficientes para as
reagdes de bromacdo, e que elas apresentam atividade catalitica com valores 6timos em
potenciais na faixa de ~+220 mV a ~ +240 mV vs NHE, para ambos os tipos de halogenagao.
Os compostos com maior eficiéncia catalitica para a halogenacdo da MCD foram a MnTM-
2-PyP>* e a MnTE-2-PyP>", tanto para as reagdes de bromagdo quanto para cloragdo. A
MnTM-3-PyP>" e a MnTE-3-PyP>" foram igualmente eficientes 8 MnTM-2-PyP>" ¢ & MnTE-2-
PyP>* apenas na atividade BPO.

Considerando as MnPs orfo substituidas, ndo ¢ possivel concluir se a diminuicao da
atividade HPO com o aumento da cadeia lateral ¢ resultante de um impedimento estérico ou
uma consequéncia do aumento do E12 para valores além de um valor 6timo (por volta de ~
+220 mV vs NHE, equivalente ao sistema metil).

E importante mencionar que o uso da presente metodologia para a realizacdo da
halogenacao catalitica da MCD nao esta limitado as reagdes aqui apresentadas. Uma possivel
perpectiva de trabalho, é o estudo da MnTDM-2-ImP>*, pois tal porfirina apresenta Ei)
semelhante a uma orto piridil de cadeia lateral longa, como a MnTnHex-2-PyP>*, mas nio

apresenta impedimento estérico.
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Apéndice I1. Dados brutos para os calculos da ordem da reacgio e das kops
utilizando a Analise de Variancia (ANOVA).

Bromacao
Caracterizacio cinética do sistema empregando as MnPs na bromac¢iao da MCD. A
velocidade inicial experimental (vo) foi calculada de 0-15s. Os estudos foram realizados em

tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C.

MnPs Mn""/Mn" E1, Kkobs, 87! n”
mYV vs NHE"

MnTBAP3- " -194 - -

MnTM-3-PyP** +52 4,39x 102+ 2,54 x 103 0,76+ 0,05
MnTE-3-PyP5 +54 4,83 x102+2,90x 103 0,77+ 0,05
MnTM-4-PyP5* +60 3,68x 102+ 1,84 x 1073 0,82+ 0,05
MnTE-4-PyP5 +70 3,78x 102+ 1,89 x 107 0,86+ 0,05
MnTM-2-PyP** +220 4,54x 102+ 2,51 x 103 0,96+ 0,06
MnTE-Z-PyP5+ +228 4,16 x 102+ 226x 1073 0,92+ 0,07
MnTPr-2-PyP5 +238 2,88x 102+ 1,86 x 1073 0,79+ 0,08
MnTnHex-2-PyP5* +314 1,65x 102+ 6,42 x 10* 0,87+ 0,05

*Fonte: KOS et al., 2009; BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010. *n: ordem da reagio.
**Os valores de kobs € n ndo sdo aplicaveis, tendo em vista que o composto ndo apresenta atividade catalitica nesse

sistema.
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1. Dados brutos da MnTBAP?

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTBAP 5 uM -5,301029996 | -7,04E+00 | 5,00E-06| 9,14E-08
MnTBAP 10 uM -5 -6,85E+00| 1,00E-05| 1,43E-07
MnTBAP 15 uM -4,823908741 | -6,65E+00| 1,50E-05| 2,25E-07
MnTBAP 20 uM -4,698970004 | -6,50E+00|2,00E-05| 3,14E-07
MnTBAP 25 uM -4,602059991 | -6,41E+00|2,50E-05| 3,86E-07
MnTBAP 5 uM -5,301029996 | -8,73E+00| 5,00E-06| 1,87E-09
MnTBAP 10 uM -5 -8,09E+00| 1,00E-05| 8,15E-09
MnTBAP 15 uM -4,823908741 | -7,56E+00| 1,50E-05| 2,78E-08
MnTBAP 20 uM -4,698970004 | -7,62E+00|2,00E-05| 2,37E-08
MnTBAP 25 uM -4,602059991 | -8,68E+00|2,50E-05| 2,10E-09
MnTBAP 5 uM -5,301029996 | -8,08 E+00 | 5,00E-06| 8,27E-09
MnTBAP 10 uM -5 -7,82E+00| 1,00E-05| 1,51E-08
MnTBAP 15 uM -4,823908741 |-7,52E+00| 1,50E-05| 3,01E-08
MnTBAP 20 uM -4,698970004 | -7,51E+00|2,00E-05| 3,12E-08
MnTBAP 25 uM -4,602059991 | -7,53E+00|2,50E-05| 2,96E-08

Nao catal. 0 1,96E-09
Nao catal. 0 6,97E-09
Nao catal. 0 2,43E-09
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2. Dados brutos da MnTM-3-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo

MnTM-3-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,53E+00| 5,00E-06| 2,96E-07
MnTM-3-PyP 10 uM -5 -6,35E+00] 1,00E-05| 4,50E-07
MnTM-3-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,19E+00| 1,50E-05| 6,45E-07
MnTM-3-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,05E+00| 2,00E-05| 8,97E-07
MnTM-3-PyP 25 uM | -4,602059991 | -5,98E+00| 2,50E-05| 1,04E-06
MnTM-3-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,43E+00| 5,00E-06| 3,69E-07
MnTM-3-PyP 10 pM -5 -6,25E+00| 1,00E-05| 5,62E-07
MnTM-3-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,08 E+00| 1,50E-05| 8,36E-07
MnTM-3-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,03E+00| 2,00E-05| 9,28E-07
MnTM-3-PyP 25 uM | -4,602059991 | -5,99E+00| 2,50E-05| 1,02E-06
MnTM-3-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,45E+00| 5,00E-06| 3,56E-07
MnTM-3-PyP 10 uM -5 -6,26E+00] 1,00E-05| 5,51E-07
MnTM-3-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,07E+00 | 1,50E-05| 8,47E-07
MnTM-3-PyP 20 uM | -4,698970004 | -5,97E+00 | 2,00E-05( 1,08E-06
MnTM-3-PyP 25 uM | -4,602059991 | -5,89E+00| 2,50E-05| 1,28E-06

Nao catal. 0 5,37E-10

Nao catal. 0 3,41E-09

Nao catal. 0 1,68E-09
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Figura AII(Br).2.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTM-3-PyP>*, Medidas de reagdes de bromagdo da MCD em tampdo fosfato
de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25£1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada
de 0-15s. A da ordem da reacdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equacao: log vo =

log [MnP]n + log kobs.
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Figura AII(Br).2.2. Curva de regressao linear usada para o calculo da kons da MnTM-
3-PyP>*. Medidas de reagdes de bromagido da MCD em tampao fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 a 25+1°C.
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3. Dados brutos da MnTE-3-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo

MnTE-3-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,46E+00 | 5,00E-06 3,45E-07
MnTE-3-PyP 10 pM -5 -6,24E+00| 1,00E-05 5,71E-07
MnTE-3-PyP 15 uM -4,823908741 (-6,07E+00 | 1,50E-05 8,51E-07
MnTE-3-PyP 20 uM -4,698970004 | -6,03E+00 | 2,00E-05 9,30E-07
MnTE-3-PyP 25 uM -4,602059991 | -5,87E+00| 2,50E-05 1,35E-06
MnTE-3-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,46E+00| 5,00E-06 3,46E-07
MnTE-3-PyP 10 pM -5 -6,25E+00| 1,00E-05 5,65E-07
MnTE-3-PyP 15 uM -4,823908741 |-6,10E+00| 0,000015 7,97E-07
MnTE-3-PyP 20 uM -4,698970004 | -6,02E+00( 0,00002 9,60E-07
MnTE-3-PyP 25 uM -4,602059991 | -5,99E+00| 0,000025 1,02E-06
MnTE-3-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,40E+00 | 5,00E-06 3,97E-07
MnTE-3-PyP 10 pM -5 -6,22E+00| 1,00E-05 6,09E-07
MnTE-3-PyP 15 uM -4,823908741 | -6,02E+00 | 1,50E-05 9,59E-07
MnTE-3-PyP 20 uM -4,698970004 | -5,92E+00 | 2,00E-05 1,21E-06
MnTE-3-PyP 25 uM -4,602059991 | -5,86E+00 | 2,50E-05 1,38E-06

Nao catal. 0 6,61E-10

Nao catal. 0 3,87E-08

Nao catal. 0 2,21E-08
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Figura AII(Br).3.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTE-3-PyP5*. Medidas de rea¢des de bromag¢do da MCD em tampao fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada de
0-15s. A da ordem da reagdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equagdo: log vo = log

[MnP]n + log kobs.
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Figura AII(Br).3.2. Curva de regressao linear usada para o calculo da k,,s da MnTE-3-
PyP>*. Medidas de reagdes de broma¢do da MCD em tampdo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 a 25+1°C.
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4. Dados brutos da MnTM-4-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo

MnTM-4-PyP 5 pM -5,301029996 | -6,64E+00| 5,00E-06 2,30E-07
MnTM-4-PyP 10 uM -5 -6,39E+00| 1,00E-05 4,07E-07
MnTM-4-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,29E+00| 1,50E-05 5,12E-07
MnTM-4-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,13E+00| 2,00E-05 7,37E-07
MnTM-4-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,06E+00 | 2,50E-05 8,73E-07
MnTM-4-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,61E+00| 5,00E-06 2,45E-07
MnTM-4-PyP 10 pM -5 -6,39E+00| 1,00E-05 4,06E-07
MnTM-4-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,24E+00| 1,50E-05 5,74E-07
MnTM-4-PyP 20 uM | -4,698970004 |-6,12E+00| 0,00002 7,58E-07
MnTM-4-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,04E+00| 0,000025 9,03E-07
MnTM-4-PyP 5 pM -5,301029996 | -6,55E+00| 5E-06 2,81E-07
MnTM-4-PyP 10 uM -5 -6,32E+00| 1,00E-05 4,82E-07
MnTM-4-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,12E+00| 1,50E-05 7,55E-07
MnTM-4-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,06E+00 | 2,00E-05 8,64E-07
MnTM-4-PyP 25 uM | -4,602059991 | -5,99E+00 | 2,50E-05 1,02E-06

branco 0,00E+00 1,94E-09

branco 0 1,91E-09

branco 0 2,44E-10
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Figura AII(Br).4.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTM-4-PyP>*, Medidas de reagdes de bromag¢do da MCD em tampdo fosfato
de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25£1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada
de 0-15s. A da ordem da reacdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equacao: log vo =

log [MnP]n + log kobs.
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Figura AII(Br).4.2. Curva de regressao linear usada para o calculo da ko»s da MnTM-
4-PyP3". Medidas de reagdes de bromagido da MCD em tampdo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 a 25+1°C.
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5. Dados brutos da MnTE-4-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTE-4-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,67E+00 | 5,00E-06 2,12E-07
MnTE-4-PyP 10 uM -5 -6,40E+00 | 1,00E-05 4,00E-07
MnTE-4-PyP 15 upM -4,823908741 | -6,20E+00 | 1,50E-05 6,30E-07
MnTE-4-PyP 20 pM -4,698970004 | -6,09E+00 | 2,00E-05 8,21E-07
MnTE-4-PyP 25 uM -4,602059991 | -6,06E+00| 2,50E-05 8,80E-07
MnTE-4-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,52E+00| 5,00E-06 3,03E-07
MnTE-4-PyP 10 pM -5 -6,31E+00 | 1,00E-05 4,92E-07
MnTE-4-PyP 15 uM -4,823908741 |-6,15E+00| 1,50E-05 7,12E-07
MnTE-4-PyP 20 pM -4,698970004 | -6,02E+00| 0,00002 9,61E-07
MnTE-4-PyP 25 uM -4,602059991 | -6,01E+00 | 0,000025 9,78E-07
MnTE-4-PyP 5 uM -5,301029996 | -6,64E+00| 5SE-06 2,28E-07
MnTE-4-PyP 10 pM -5 -6,39E+00 | 1,00E-05 4,03E-07
MnTE-4-PyP 15 uM -4,823908741 | -6,22E+00| 1,50E-05 6,02E-07
MnTE-4-PyP 20 uM -4,698970004 | -6,10E+00| 2,00E-05 7,90E-07
MnTE-4-PyP 25 pM -4,602059991 | -6,05E+00 | 2,50E-05 8,92E-07

Nao catal. 0 1,11E-09
Nao catal. 0 5,23E-09
Nao catal. 0 2,04E-09
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Figura AII(Br).5.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio

(n) para a MnTE-4-PyP>*. Medidas de rea¢des de bromag¢do da MCD em tampao fosfato de

potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada de

0-15s. A da ordem da reagdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equagdo: log vo = log

[MnP]n + log kobs.
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Figura AII(Br).5.2. Curva de regressao linear usada para o calculo da k,,s da MnTE-4-
PyP5*. Medidas de reagdes de bromagdo da MCD em tampio fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 a 25+1°C.
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6. Dados brutos da MnTM-2-PyP5*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3

Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTM-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,63E+00 | 5,0E-06 2,33E-07
MnTM-2-PyP 10 uM -5 -6,47E+00 | 1,0E-05 3,39E-07
MnTM-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,19E+00 | 1,5E-05 6,51E-07
MnTM-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,12E+00 | 2,0E-05 7,55E-07
MnTM-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,00E+00 | 2,5E-05 1,01E-06
MnTM-2-PyP 5 pM | -5,301029996 | -6,59E+00 | 5,0E-06 2,60E-07
MnTM-2-PyP 10 uM -5 -6,39E+00 | 1,0E-05 4,12E-07
MnTM-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,16E+00 | 1,5E-05 6,91E-07
MnTM-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,05E+00 | 2,0E-05 8,83E-07
MnTM-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -5,95E+00 | 2,5E-05 1,13E-06
MnTM-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,58E+00 | 5,0E-06 2,63E-07
MnTM-2-PyP 10 uM -5 -6,31E+00 | 1,0E-05 4,90E-07
MnTM-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,10E+00 | 1,5E-05 8,02E-07
MnTM-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -5,95E+00 | 2,0E-05 1,12E-06
MnTM-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -5,90E+00 | 2,5E-05 1,25E-06

Nao catal. 0 1,11E-09
Nao catal. 0 5,68E-10
Nao catal. 0 2,93E-09
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Figura AII(Br).6.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTM-2-PyP>*, Medidas de reagdes de bromagdo da MCD em tampdo fosfato
de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25£1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada
de 0-15s. A da ordem da reacdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equacdo: log vo =

log [MnP]n + log kobs.
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Figura AII(Br).6.2. Curva de regressao linear usada para o calculo da ko»s da MnTM-
2-PyP%". Medidas de reagdes de bromagido da MCD em tampdo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 a 25+1°C.
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7. Dados brutos da MnTE-2-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTE-2-PyP 5uM | -5,301029996 | -6,68E+00 | 5,0E-06 2,08E-07
MnTE-2-PyP 10 uM -5 -6,44E+00 | 1,0E-05 3,63E-07
MnTE-2-PyP 15puM | -4,823908741 | -6,28E+00 | 1,5E-05 5,30E-07
MnTE-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,11E+00 | 2,0E-05 7,72E-07
MnTE-2-PyP 25puM [ -4,602059991 | -6,01E+00 | 2,5E-05 9,77E-07
MnTE-2-PyP 5uM [ -5,301029996 | -6,65E+00 | 5,0E-06 2,22E-07
MnTE-2-PyP 10 pM -5 -6,34E+00 | 1,0E-05 4,61E-07
MnTE-2-PyP 15uM | -4,823908741 | -6,26E+00 | 1,5E-05 5,47E-07
MnTE-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,07E+00 | 2,0E-05 8,54E-07
MnTE-2-PyP 25puM | -4,602059991 | -6,00E+00 | 2,5E-05 1,00E-06
MnTE-2-PyP 5uM | -5,301029996 | -6,53E+00 | 5,0E-06 2,92E-07
MnTE-2-PyP 10 uM -5 -6,27E+00 | 1,0E-05 5,35E-07
MnTE-2-PyP 15uM | -4,823908741 | -6,11E+00 | 1,5E-05 7,77E-07
MnTE-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,01E+00 | 2,0E-05 9,83E-07
MnTE-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -5,93E+00 | 2,5E-05 1,18E-06

Nao catal. 0 2,38E-09
Nao catal. 0 1,01E-08
Nao catal. 0 1,06E-08
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Figura AII(Br).7.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTE-2-PyP>*. Medidas de rea¢des de bromag¢do da MCD em tampao fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada de
0-15s. A da ordem da reagdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equagdo: log vo = log

[MnP]n + log kobs.
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Figura AII(Br).7.2. Curva de regressao linear usada para o calculo da k.s da MnTE-2-
PyP>*. Medidas de reagdes de bromagdo da MCD em tampdo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 a 25+1°C.
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8. Dados brutos da MnTPr-2-PyP%*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo

MnTPr-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,71E+00 | 5,00E-06 1,96E-07
MnTPr-2-PyP 10 uM -5 -6,57E+00 | 1,00E-05 2,69E-07
MnTPr-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,43E+00 | 1,50E-05 3,70E-07
MnTPr-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,28E+00 | 2,00E-05 5,29E-07
MnTPr-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,18E+00 | 2,50E-05 6,59E-07
MnTPr-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,75E+00 | 5,00E-06 1,80E-07
MnTPr-2-PyP 10 pM -5 -6,58E+00 | 1,00E-05 2,61E-07
MnTPr-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,35E+00 | 1,50E-05 4,42E-07
MnTPr-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,23E+00 | 2,00E-05 5,91E-07
MnTPr-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,14E+00 | 2,50E-05 7,31E-07
MnTPr-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,58E+00 | 5,00E-06 2,65E-07
MnTPr-2-PyP 10 uM -5 -6,40E+00 | 1,00E-05 4,00E-07
MnTPr-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,27E+00 | 1,50E-05 5,36E-07
MnTPr-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,17E+00 | 2,00E-05 6,81E-07
MnTPr-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,06E+00 | 2,50E-05 8,70E-07

Nao catal. 0 1,85E-09

Nao catal. 0 1,30E-08

Nao catal. 0 1,12E-09
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Figura AII(Br).8.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTPr-2-PyP>*. Medidas de rea¢des de bromagdo da MCD em tampdo fosfato
de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25£1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada
de 0-15s. A da ordem da reacdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equacdo: log vo =

log [MnP]n + log kobs.
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Figura AII(Br).8.2. Curva de regressio linear usada para o calculo da kons da MnTPr-
2-PyP%". Medidas de reagdes de bromagido da MCD em tampdo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 a 25+1°C.
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9. Dados brutos da MnTnHex-2-PyP~*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo

MnTnHex-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -7,04E+00 | 5,00E-06 9,14E-08
MnTnHex-2-PyP 10 uM -5 -6,85E+00 | 1,00E-05 1,43E-07
MnTnHex-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,65E+00 | 1,50E-05 2,25E-07
MnTnHex-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,50E+00 | 2,00E-05 3,14E-07
MnTnHex-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,41E+00 | 2,50E-05 3,86E-07
MnTnHex-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,91E+00 | 5,00E-06 1,22E-07
MnTnHex-2-PyP 10 uM -5 -6,74E+00 | 1,00E-05 1,83E-07
MnTnHex-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,55E+00 | 1,50E-05 2,85E-07
MnTnHex-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,47E+00 | 2,00E-05 3,37E-07
MnTnHex-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,33E+00 | 2,50E-05 4,70E-07
MnTnHex-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,97E+00 | 5,00E-06 1,07E-07
MnTnHex-2-PyP 10 uM -5 -6,79E+00 | 1,00E-05 1,63E-07
MnTnHex-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,59E+00 | 1,50E-05 2,55E-07
MnTnHex-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,49E+00 | 2,00E-05 3,25E-07
MnTnHex-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,37E+00 | 2,50E-05 4,28E-07

Nao catal. 0 1,96E-09

Nao catal. 0 2,05E-10

Nao catal. 0 7,73E-10

73




-6,2

y =0,8673x - 2,4073 ° -6,3
R2=0,9517 L -6,4

[e]

-6,6
-6,7

(+-SN/°n) 2o

oot o
o .'...‘ _6;9

-7,1

log ([MnP]/M)

Figura AII(Br).9.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTnHex-2-PyP>*. Medidas de rea¢des de bromagdo da MCD em tampdo fosfato
de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25£1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada
de 0-15s. A da ordem da reacdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equacao: log vo =

log [MnP]n + log kobs.
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Figura AII(Br).9.2. Curva de regressio linear usada para o calculo da kes da
MnTnHex-2-PyP>*. Medidas de rea¢des de bromag¢do da MCD em tampido fosfato de
potéassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C.
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Cloracao

Caracterizacio cinética do sistema empregando as MnPs na cloracio da MCD. A taxa

inicial experimental (vo) foi calculada de 0-15s. Os estudos foram realizados em tampao

fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C.

MnPs Mn""/Mn" E1, Kkobs, 87! n"
mYV vs NHE"
MnTBAP3 ™ -194 - -
MnTM-3-PypPs* *** +52 ; _
MnTE-3-l:'yP5+ o +54 - -
MnTM-4-PyP>* *** +60 - -
MnTE-4-PyPs* ** +70 - -
MnTM-2-PyP** +220 3,57x 102+ 1,02x 103 0,85+ 0,03
MnTE-2-PyP5 +228 3,37x 102+ 2,74x 103 0,86+ 0,09
MnTPr-2-PyP5 +238 1,96 x 102+ 6,76 x 10* 0,78+ 0,01
MnTnHeX-Z-PyP5+ . +314 - -

*Fonte: KOS et al., 2009; BATINIC-HABERLE; REBOUCAS; SPASOJEVIC, 2010. “n: ordem da reagéo.

**Os valores de kobs € n ndo sdo aplicaveis, tendo em vista que o composto ndo apresenta atividade catalitica nesse

sistema.

76



1. Dados brutos da MnTBAP?

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo

MnTBAP 5 uM | -5,301029996 | -8, 18E+00 [ 5,00E-06 6,62E-09
MnTBAP 10 uM -5 -7,99E+00 | 1,00E-05 1,01E-08
MnTBAP 15 uM | -4,823908741 | -7,78E+00 | 1,50E-05 1,67E-08
MnTBAP 20 uM | -4,698970004 | -7,81E+00 | 2,00E-05 1,56E-08
MnTBAP 25 uM | -4,602059991 | -7,97E+00 [ 2,50E-05 1,08 E-08
MnTBAP 5 uM | -5,301029996 | -8,12E+00 [ 5,00E-06 7,60E-09
MnTBAP 10 pM -5 -8,09E+00 | 1,00E-05 8,07E-09
MnTBAP 15 uM | -4,823908741 | -7,77E+00 | 1,50E-05 1,68E-08
MnTBAP 20 uM | -4,698970004 | -7,77E+00 [ 0,00002 1,71E-08
MnTBAP 25 uM | -4,602059991 | -7,91E+00 | 0,000025 1,24E-08
MnTBAP 5 uM | -5,301029996 | -8,11E+00 5E-06 7,69E-09
MnTBAP 10 uM -5 -8,23E+00 | 1,00E-05 5,96E-09
MnTBAP 15 uM | -4,823908741 | -7,77E+00 | 1,50E-05 1,69E-08
MnTBAP 20 uM | -4,698970004 | -7,73E+00 | 2,00E-05 1,85E-08
MnTBAP 25 uM | -4,602059991 | -7,87E+00 | 2,50E-05 1,35E-08

Nao catal. 0 2,72E-08

Nao catal. 0 1,29E-08

Nao catal. 0 1,74E-09
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2. Dados brutos da MnTM-3-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTM-3-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8,42E+00 [ 5,00E-06 3,77E-09
MnTM-3-PyP 10 uM -5 -8,39E+00 | 1,00E-05 4,08E-09
MnTM-3-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8,78E+00 | 1,50E-05 1,67E-09
MnTM-3-PyP 20 uM | -4,698970004 | -8,71E+00 | 2,00E-05 1,95E-09
MnTM-3-PyP 25 uM | -4,602059991 | -8,12E+00 | 2,50E-05 7,56E-09
MnTM-3-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8,17E+00 [ 5,00E-06 6,79E-09
MnTM-3-PyP 10 uM -5 -8,18E+00 | 1,00E-05 6,56E-09
MnTM-3-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8,37E+00 | 1,50E-05 4,23E-09
MnTM-3-PyP 20 uM | -4,698970004 | -8,04E+00 | 2,00E-05 9,05E-09
MnTM-3-PyP 25 uM | -4,602059991 | -8,55E+00 | 2,50E-05 2,82E-09
MnTM-3-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8 46E+00 [ 5,00E-06 3,48E-09
MnTM-3-PyP 10 uM -5 -8,43E+00 | 1,00E-05 3,68E-09
MnTM-3-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8,76E+00 | 1,50E-05 1,72E-09
MnTM-3-PyP 20 uM | -4,698970004 | -8,11E+00 [ 2,00E-05 7,77E-09
MnTM-3-PyP 25 uM | -4,602059991 | -8,68E+00 | 2,50E-05 2,09E-09

Nio catal. 0 1,44E-09
Nao catal. 0 5,26E-09
Nao catal. 0 2,58E-09
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3. Dados brutos da MnTE-3-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTE-3-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8,42E+00 [ 5,00E-06 3,77E-09
MnTE-3-PyP 10 uM -5 -8,39E+00 | 1,00E-05 4,08E-09
MnTE-3-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8,78E+00 [ 1,50E-05 1,67E-09
MnTE-3-PyP 20 uM | -4,698970004 | -8,71E+00 [ 2,00E-05 1,95E-09
MnTE-3-PyP 25 uM | -4,602059991 | -8,12E+00 | 2,50E-05 7,56E-09
MnTE-3-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8,31E+00 [ 5,00E-06 4,92E-09
MnTE-3-PyP 10 uM -5 -8,08E+00 | 1,00E-05 8,24E-09
MnTE-3-PyP 15 uM | -4,823908741 | -9,06E+00 | 1,50E-05 8,80E-10
MnTE-3-PyP 20 uM | -4,698970004 | -7,73E+00 | 2,00E-05 1,84E-08
MnTE-3-PyP 25 uM | -4,602059991 | -7,77E+00 [ 2,50E-05 1,70E-08
MnTE-3-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8,20E+00 [ 5,00E-06 6,32E-09
MnTE-3-PyP 10 uM -5 -7,82E+00 | 1,00E-05 1,50E-08
MnTE-3-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8,40E+00 [ 1,50E-05 3,94E-09
MnTE-3-PyP 20 uM | -4,698970004 | -7,66E+00 [ 2,00E-05 2,21E-08
MnTE-3-PyP 25 uM | -4,602059991 | -7,89E+00 [ 2,50E-05 1,28E-08

Nio catal. 0 1,44E-09
Nao catal. 0 7,01E-11
Nao catal. 0 5,54E-09
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4. Dados brutos da MnTM-4-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTM-4-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8,54E+00 | 5,00E-06 2,88E-09
MnTM-4-PyP 10 uM -5 -8,25E+00 | 1,00E-05 5,61E-09
MnTM-4-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8,40E+00 | 1,50E-05 4,00E-09
MnTM-4-PyP 20 uM | -4,698970004 | -7,75E+00 | 2,00E-05 1,79E-08
MnTM-4-PyP 25 uM | -4,602059991 | -7,79E+00 | 2,50E-05 1,64E-08
MnTM-4-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8,32E+00 [ 5,00E-06 4,78E-09
MnTM-4-PyP 10 uM -5 -8,12E+00 | 1,00E-05 7,55E-09
MnTM-4-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8,00E+00 | 1,50E-05 1,00E-08
MnTM-4-PyP 20 uM | -4,698970004 | -8,05E+00 | 2,00E-05 8,94E-09
MnTM-4-PyP 25 uM | -4,602059991 | -8,14E+00 | 2,50E-05 7,24E-09
MnTM-4-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8,61E+00 [ 5,00E-06 2,46E-09
MnTM-4-PyP 10 uM -5 -8,25E+00 | 1,00E-05 5,61E-09
MnTM-4-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8,86E+00 | 1,50E-05 1,39E-09
MnTM-4-PyP 20 uM | -4,698970004 | -8,34E+00 | 2,00E-05 4,56E-09
MnTM-4-PyP 25 pM | -4,602059991 | -8, 07E+00 | 2,50E-05 8,58E-09

Nio catal. 0 4.81E-10
Nao catal. 0 3,28E-09
Nao catal. 0 6,49E-10
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5. Dados brutos da MnTE-4-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTE-4-PyP 5 uM | -5,301029996 | -8,62E+00 | 5,00E-06 2,42E-09
MnTE-4-PyP 10 uM -5 -9,04E+00 | 1,00E-05 9,18E-10
MnTE-4-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8,00E+00 | 1,50E-05 1,01E-08
MnTE-4-PyP 20 uM | -4,698970004 | -7,71E+00 | 2,00E-05 1,95E-08
MnTE-4-PyP 25 uM | -4,602059991 | -8,22E+00 | 2,50E-05 6,09E-09
MnTE-4-PyP 5 pM | -5,301029996 | -9,69E+00 [ 5,00E-06 2,06E-10
MnTE-4-PyP 10 uM -5 -8,25E+00 | 1,00E-05 5,61E-09
MnTE-4-PyP 15 uM | -4,823908741 | -8, 21E+00 | 1,50E-05 6,17E-09
MnTE-4-PyP 20 uM | -4,698970004 | -7,75E+00 | 2,00E-05 1,79E-08
MnTE-4-PyP 25 uM | -4,602059991 | -7,61E+00 | 2,50E-05 2,45E-08
MnTE-4-PyP 5 uM | -5,301029996 | -7,49E+00 | 5,00E-06 3,21E-08
MnTE-4-PyP 10 uM -5 -7,64E+00 | 1,00E-05 2,28E-08
MnTE-4-PyP 15 uM | -4,823908741 | -7,84E+00 | 1,50E-05 1,46E-08
MnTE-4-PyP 20 uM | -4,698970004 | -8,15E+00 | 2,00E-05 7,06E-09
MnTE-4-PyP 25 uM | -4,602059991 | -8,98E+00 | 2,50E-05 1,05E-09

Nao catal. 0 5,35E-10
Nao catal. 0 6,49E-10
Nao catal. 0 1,20E-09
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6. Dados brutos da MnTM-2-PyP5*

Medida 1

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTM-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,69E+00 | 5,00E-06 2,06E-07
MnTM-2-PyP 10 uM -5 -6,43E+00 | 1,00E-05 3,68E-07
MnTM-2-PyP 15 pM | -4,823908741 | -6,27E+00 | 1,50E-05 5,41E-07
MnTM-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,13E+00 | 2,00E-05 7,34E-07
MnTM-2-PyP 25 pM | -4,602059991 | -6,07E+00 | 2,50E-05 8,47E-07
MnTM-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,64E+00 | 5,00E-06 2,31E-07
MnTM-2-PyP 10 uM -5 -6,39E+00 | 1,00E-05 4,06E-07
MnTM-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,24E+00 | 1,50E-05 5,78E-07
MnTM-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,12E+00 | 0,00002 7,63E-07
MnTM-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,05E+00 | 0,000025 8,96E-07
MnTM-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,59E+00 | 0,000005 2,56E-07
MnTM-2-PyP 10 pM -5 -6,35E+00 | 1,00E-05 4,44E-07
MnTM-2-PyP 15 pM | -4,823908741 | -6,21E+00 | 1,50E-05 6,14E-07
MnTM-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,10E+00 | 2,00E-05 7,92E-07
MnTM-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,03E+00 | 2,50E-05 9,44E-07

Nao catal. 0 1,96E-10
Nao catal. 0 2,38E-10
Nao catal. 0 1,72E-09
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Figura AII(CI).6.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTM-2-PyP%". Medidas de reag¢des de cloragdo da MCD em tampdo fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada de
0-15s. A da ordem da reagdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equagdo: log vo = log

[MHP]H + IOg kobs.
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Figura AII(CI).6.2. Curva de regressao linear usada para o calculo da k.s da MnTM-
2-PyP%". Medidas de reagdes de cloragdo da MCD em tampdo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 a 25+1°C.
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7. Dados brutos da MnTE-2-PyP>*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTE-2-PyP 5uM | -5,301029996 | -6,54E+00 | 5,00E-06 2,88E-07
MnTE-2-PyP 10 uM -5 -6,28E+00 | 1,00E-05 5,21E-07
MnTE-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,18E+00 | 1,50E-05 6,63E-07
MnTE-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,07E+00 | 2,00E-05 8,47E-07
MnTE-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -5,98E+00 | 2,50E-05 1,06E-06
MnTE-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,75E+00 | 5,00E-06 1,77E-07
MnTE-2-PyP 10 uM -5 -6,53E+00 | 1,00E-05 2,93E-07
MnTE-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,33E+00 | 1,50E-05 4,69E-07
MnTE-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,21E+00 | 2,00E-05 6,11E-07
MnTE-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,14E+00 | 2,50E-05 7,25E-07
MnTE-2-PyP 5uM | -5,301029996 | -6,73E+00 | 5,00E-06 1,86E-07
MnTE-2-PyP 10 uM -5 -6,45E+00 | 1,00E-05 3,55E-07
MnTE-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,26E+00 | 1,50E-05 5,50E-07
MnTE-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,20E+00 | 2,00E-05 6,31E-07
MnTE-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,10E+00 | 2,50E-05 7,94E-07

Nao catal. 0 1,11E-09
Nao catal. 0 3,33E-09
Nao catal. 0 1,23E-09
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Figura AII(CI).7.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTE-2-PyP>*. Medidas de reagdes de cloragio da MCD em tampdo fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada de
0-15s. A da ordem da reagdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equagdo: log vo = log

[MnP]n + IOg kobs.
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Figura AII(C]).7.2. Curva de regressio linear usada para o calculo da k.,s da MnTE-2-
PyP>*. Medidas de reagdes de cloragdo da MCD em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH
7,8 a 25+1°C.
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8. Dados brutos da MnTPr-2-PyP%*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo
MnTPr-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,86E+00 | 5,00E-06 1,39E-07
MnTPr-2-PyP 10 uM -5 -6,58E+00 | 1,00E-05 2,65E-07
MnTPr-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,46E+00 | 1,50E-05 3,45E-07
MnTPr-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,35E+00 | 2,00E-05 4,50E-07
MnTPr-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,32E+00 | 2,50E-05 4,83E-07
MnTPr-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,85E+00 | 5,00E-06 1,42E-07
MnTPr-2-PyP 10 uM -5 -6,59E+00 | 1,00E-05 2,55E-07
MnTPr-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,46E+00 | 1,50E-05 3,45E-07
MnTPr-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,36E+00 | 2,00E-05 4,33E-07
MnTPr-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,30E+00 | 2,50E-05 4,97E-07
MnTPr2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -6,84E+00 | 5,00E-06 1,45E-07
MnTPr-2-PyP 10 uM -5 -6,61E+00 | 1,00E-05 2,46E-07
MnTPr-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -6,46E+00 | 1,50E-05 3,44E-07
MnTPr-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -6,38E+00 | 2,00E-05 4,17E-07
MnTPr-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -6,29E+00 | 2,50E-05 5,11E-07

Nao catal. 0 8,37E-10
Nao catal. 0 2,45E-09
Niao catal. 0 3,90E-09
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Figura AII(CI).8.1. Curva de regressao linear usada para o calculo da ordem da reacio
(n) para a MnTPr-2-PyP3". Medidas de reagdes de cloragdio da MCD em tampio fosfato de
potassio 100 mM, pH 7,8 a 25+1°C. A velocidade inicial experimental (vo) foi calculada de
0-15s. A da ordem da reagdo (n) ¢ dada como o coeficiente angular da equagdo: log vo = log

[MnP]n + log kobs.
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Figura AII(C]).8.2. Curva de regressiao linear usada para o calculo da k.s da MnTPr-
2-PyP%". Medidas de reagdes de cloragdo da MCD em tampdo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,8 a 25+1°C.
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9. Dados brutos da MnTnHex-2-PyP~*

Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 1
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 2
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3
Medida 3

MnP log [MnP] log v, [MnP] Vo

MnTnHex-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -7,90E+00 | 5,00E-06 1,25E-08
MnTnHex-2-PyP 10 uM -5 -7,63E+00 | 1,00E-05 2,35E-08
MnTnHex-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -7,76E+00 | 1,50E-05 1,75E-08
MnTnHex-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -7,68E+00 | 2,00E-05 2,09E-08
MnTnHex-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -7,86E+00 | 2,50E-05 1,39E-08
MnTnHex-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -7,95E+00 | 5,00E-06 1,13E-08
MnTnHex-2-PyP 10 uM -5 -7,74E+00 | 1,00E-05 1,83E-08
MnTnHex-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -7,83E+00 | 1,50E-05 1,48E-08
MnTnHex-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -7,73E+00 | 2,00E-05 1,86E-08
MnTnHex-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -7,92E+00 | 2,50E-05 1,20E-08
MnTnHex-2-PyP 5 uM | -5,301029996 | -7,90E+00 | 5,00E-06 1,25E-08
MnTnHex-2-PyP 10 uM -5 -7,63E+00 | 1,00E-05 2,35E-08
MnTnHex-2-PyP 15 uM | -4,823908741 | -7,76E+00 | 1,50E-05 1,75E-08
MnTnHex-2-PyP 20 uM | -4,698970004 | -7,68E+00 | 2,00E-05 2,09E-08
MnTnHex-2-PyP 25 uM | -4,602059991 | -7,86E+00 | 2,50E-05 1,39E-08

Nao catal. 0 1,61E-09

Nao catal. 0 1,69E-09

Niao catal. 0 1,61E-09
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