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RESUMO

Complexos de metais de transicdo com ligantes binucleantes tém sido
descritos como modelos para o sitio ativo de inUmeras metaloenzimas. No
entanto, algumas delas apresentam sitios bastante dificeis de modelar, devido a
sua alta complexidade, tais como as fosfatases acidas purpuras (PAP’s), que, in
vitro, catalisam a hidrélise de ésteres e anidridos fosféricos. Estas apresentam um
sitio ativo binuclear, com contetido metalico variavel, contendo um atomo de Fe'' e
um outro metal M" = Fe, Zn ou Mn. Neste trabalho esta descrita a sintese e
caracterizagdto de 3 complexos com o ligante N, O doador
2-[N-(2-piridilmetil)(carboxiamidometil) aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxibenzil)
(2-piridilmetil)aminometillfenol (H,L), que contem um grupamento amida visando
mimetizar o residuo de asparagina presente no sitio ativo da enzima.

Todos os complexos foram caracterizados por analise elementar de CHNS,
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia eletrbnica e eletroquimica. O
complexo [FeaZnolo(u-OH)o(ClO4)2(H20)2] (1) teve sua estrutura cristalina
determinada por difracéo de raios X, suas constantes de protonacédo determinadas
potenciometricamente, além da realizacdo de estudos magnéticos, de
espectroscopia Mdssbauer e cinéticos.

Os complexos Fe"Zn'L(u-OAc), (2) e Fe"Fe'L(u-OAc), (3) apresentaram
propriedades espectroscépicas semelhantes aos complexos similares sintetizados
com o ligante H.BPBPMP, mantendo as propriedades alcancadas com um dos
melhores sistemas de modelagem para PAP’s ja descritos.

O complexo (1), obtido na tentativa de sintetizar o composto
Fe''Zn"L(u-OH). A reacdo foi realizada na auséncia de NaOAc.3H20, em
condicbes levemente basicas. Um composto tetranuclear FexZn, sem
precedentes, contendo o motivo estrutural Fe'(u-OH)Fe", foi formado,
caracterizado estruturalmente e é estabilizado por ligagbes de hidrogénio
relativamente fortes. Sendo assim, o ligante pode oferecer oportunidades de
estudos completamente diferentes, através da estabilizacdo de espécies

tetranucleares como a aqui descrita.



ABSTRACT

Purple acid phosphatases (PAP's) constitute a class of metalloenzymes that
contain a dinuclear Fe""M" (M = Fe, Mn or Zn) in their active sites, which are able
to catalyze the hydrolysis of phosphoric acid esters and anhydrides within a pH
range 4-7. From the preceding information, it seems clear that the use of
dinucleating N,O-donor ligands, that can induce unsymmetrical metal ligation
environments, is a convenient strategy in the search for structural and functional
models for PAP's. Herein, three new complexes are reported with the
unsymmetrical ligand 2-[(2-pyridylmethyl)(carboxyamidomethyl) aminomethyl]-6-
[(2-hydroxybenzyl)(2-pyridylmethyl)aminomethyl]-4-methyl phenol (H,L) as model
for the PAP’s.

All the complexes were characterized by CHNS elemental analysis, infrared
and electronic  spectroscopies and  electrochemistry. The  complex
[FeoZnoLo(u-OH)o(ClO4)2(H20)2] (1) had its crystal structure solved by X-Ray
analysis and its equilibrium constants determined. Furthermore, magnetic studies,
Mdssbauer spectroscopy and kinetics tests were done.

The complexes Fe"Zn"L(u-OAc), (2) and Fe"Fe'L(u-OAc). (3) showed
spectroscopic properties similar to those synthesized with H,.BPBPMP ligand,
keeping the properties reached with one of the best described systems of modeling
for PAP's already.

Complex (1), was obtained in an attempt to synthesize the dinuclear
Fe'Zn"L(u-OH) complex. The reaction is carried out in the absence of
NaOAc.3H20, under mild basic conditions. An unprecedented tetranuclear

" structural unit is formed, which

Fe',Zn'", complex containing the Fe'"'(u-OH).Fe
has been structurally characterized and is stabilized by relatively strong
intramolecular H-bonds. In view of this, the ligand can offer chances of completely
different studies, through of stabilization the tetranuclear species as the described

here.
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RMN‘H,— Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio

RNA — Acido Ribonucléico

RPE — Ressonancia Paramagnética Eletronica

sbPAP — Fosfatase Acida Purpura de Graos de Soja

spPAP — Fosfatase Acida Purpura da Batata Doce

TBAPF; — hexafluorfosfato de tetrabutilaménio

THF — tetrahidrofurano

TMS — Tetrametilsilano

Tyr — Tirosina ] ]

ufPAP — Fosfatase Acida Parpura de Utero de Suinos

Vo — velocidade inicial

Vmax— velocidade maxima

Amol — Suscetibilidade Magnética Molar

Keti — Momento Magnético efetivo
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1 - INTRODUCAO

1.1 — A Quimica Bioinorgéanica

A visao de que um campo de estudo denominado bioinorganica é conflitante
reflete conceitos do inicio da quimica moderna. No inicio do século XIX, havia a
divisdo entre os produtos isolados de organismos vivos, 0s organicos, e
compostos advindos de “natureza morta”, os inorganicos. De la para ca este
conceito foi gradativamente se alterando, passando pela sintese da uréia a partir
de “matéria ndo viva”, realizada por Wodller, até o maior desenvolvimento das
técnicas e aparelhos analiticos, que permitiram a deteccdo de substancias,
mesmo que em quantidade de traco, nos organismos vivos.'

Sabe-se ha muito da presenca e importancia do ferro, célcio e potassio, bem
como de outros elementos para os sistemas vivos. Cada vez mais se reconhece
que a presenca de outros elementos inorganicos é essencial a vida. Parece 6bvio
que organismos que habitam um meio essencialmente inorganico desenvolvam
mecanismos para utilizacdo destes compostos. Porém, também é légico pensar
gue estes organismos elaborem mecanismos de rejeicdo para certas substancias
inorganicas. A evolucao geral da ciéncia, em especial da bioquimica, tentando
explicar os fenébmenos biolégicos através de efeitos moleculares e eletrénicos, e
dos métodos analiticos, possibilitou o surgimento da quimica bioinorganica. A
guimica bioinorganica, com base no seu objetivo, € uma extensa disciplina que se
ocupa com as relacdes entre elementos e compostos inorganicos e os sistemas
biolégicos.? Ela desmistifica a quimica inorganica como sendo a quimica dos seres
nao vivos, colocando-a muito préximo da biologia, que é por exceléncia a ciéncia
que estuda os seres vivos. A despeito do seu titulo, quimica bioinorganica é uma
area da ciéncia altamente interdisciplinar, que promove a interacao de diversas
areas da ciéncia como quimica, bioquimica, fisica, biologia, medicina, toxicologia e

ciéncias ambientais.® O desenvolvimento dos métodos de andlise, a elucidagdo de
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mecanismos de reacdes organicas, inorganicas e bioquimicas tém contribuido
muito para o seu desenvolvimento.

O papel de um ion metalico em um sistema biologico pode ser limitado a uma
funcao estrutural, tal como a sustentacao de certas biomoléculas (ou parte delas)
juntamente em uma estrutura mais ou menos estavel. Exemplos bem conhecidos
sao célcio(ll) na termolisina (uma proteina com zinco no sitio ativo) e zinco na
superoxido dismutase, alcool desidrogenase (sitio ndo catalitico) e em estruturas
sélidas tais como 0ssos e dentes.

Nos sistemas vivos que utilizam ions metalicos, processos eficientes de
transporte dos mesmos sao importantes. Exemplos bem conhecidos sdo a
transferrina para o transporte de ferro em humanos, albumina para o transporte de
cobre e ferritina para a estocagem de ferro.®*

Os ions metalicos e a coordenacgéo de ligantes exercem um importante papel
catalitico. O papel da catalise pode se restringir, por exemplo, a uma transferéncia
de elétrons, a uma complexa reacdo redox ou a uma simples reacdo de &cido-
base. A presenca do metal, em um sitio particular, usualmente resulta em reacoes
de ativacdo de substratos pelo metal e ligantes que o rodeiam. Exemplos bem
conhecidos de tais enzimas sdo a citocromo c oxidase, ferredoxinas, anidrase
carbonica e alcool desidrogenase. **

Nas Ultimas décadas, a quimica bioinorganica tem propiciado o
desenvolvimento de uma area multidisciplinar, cujo objetivo principal € a busca
constante por compostos de baixa massa molar, que sejam capazes de modelar
caracteristicas estruturais e/ou funcionais de inumeros sistemas bioldgicos. Na
verdade, o maior desafio da quimica bioinorganica moderna é a compreensao do
modo de acao dos metais nos sistemas vivos e de suas interagdes moleculares,
com a finalidade de aplicar esses conhecimentos na medicina, biologia, ciéncias
ambientais, catalise e tecnologia. **

Tendo em vista este objetivo, a quimica bioinorganica tem crescido com a
contribuicao de cientistas de varias areas e, como consequéncia, dividida em seis

subareas de pesquisa que se baseiam nos seguintes estudos: *
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1 - ambiente de coordenacao em metaloproteinas, acidos nucléicos, carboidratos
e membranas;

2 - mecanismos de reagdes nos centros metélicos das enzimas;

3 - analogos sintéticos para os sitios ativos das metaloenzimas (projecéao,
sintese, estrutura, espectroscopia e reagdes cataliticas);

4 - drogas contendo metais para a cura e a prevencao de doencgas (sintese e
mecanismo de acao);

5 - remocao e transporte de ions e compostos metdlicos para/e dos sistemas
vivos (desintoxicagao);

6 - processos de biomineralizagéo.

Em todas estas subdreas, tanto o metal quanto o ambiente de coordenacao
que o envolve sdo de extrema importancia para a estrutura, a estabilidade e os
processos regulados e catalisados por espécies metalicas.

Neste contexto, destaca-se a partir daqui a subarea que engloba o projeto,
obtencdo e estudo de anélogos sintéticos para metaloproteinas, as quais podem
ser vistas, de modo simplificado, como grandes compostos de coordenacdo. Desta
forma, a quimica de coordenacdo pode desenvolver pequenas moléculas
designadas modelos ou analogos sintéticos, com base nas informacdes
disponiveis a respeito da estrutura do sitio ativo da enzima a ser modelada. Inicia-
se entdo um processo de projecao e sintese de moléculas organicas, com fungbes
quimicas similares aos residuos de aminoacidos identificados ou sugeridos no
sitio ativo da enzima, capazes de formar compostos de coordenacdo. Uma vez
obtidos e caracterizados os ligantes de interesse, parte-se para a obtencgao,
caracterizacao e reatividade dos compostos de coordenacdo. A comparacao das
propriedades espectroscopicas, estruturais e cataliticas dos compostos de
coordenagéo sintéticos com as da metaloenzima de interesse permite considera-lo
(ou ndo) um bom modelo sintético para tal enzima.'® Diante desta metodologia
(Figura 1), o trabalho do quimico bioinorganico consiste em uma sistematizagéao
na sintese de ligantes que possuam grupos doadores analogos aos aminoacidos
presentes no sitio catalitico da enzima, a fim de que os complexos sintetizados a

partir desses ligantes exibam as propriedades estruturais e funcionais almejadas.
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Figura 1. Fluxograma representado a sistematica utilizada para a sintese de

complexos modelos.

Dados estruturais precisos, juntamente com informacdes espectroscopicas,
sao extremamente Gteis na elucidacao de aspectos estruturais de enzimas ainda
ndo bem caracterizadas. De posse de um modelo estrutural, inicia-se a
investigagdo de reatividade quimica do composto modelo frente a substratos
adequados contribuindo para a elucidacdo de mecanismos de reacoes
enzimaticas. Caso o complexo ndao apresente caracteristicas satisfatérias como
um bom modelo biomimético, uma nova investigacao sistematica deve ser
iniciada. Sendo assim, a primeira etapa para o desenvolvimento de um projeto em
guimica bioinorganica deve ser a selecao do sistema bioldgico (metaloenzima) a
ser mimetizado. Para tanto, sdo de extrema importancia alguns conhecimentos
basicos sobre esses elaborados compostos de coordenagdo denominados

metaloenzimas.

1.2 - Metaloenzimas

As enzimas sdao as biomoléculas mais notaveis e especializadas dos

sistemas vivos e apresentam como caracteristica principal uma extraordinaria

eficiéncia catalitica, sendo entdo chamadas de catalisadores naturais. Vale
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salientar que o ponto que as diferenciam de outros tipos de catalisadores é o alto
grau de especificidade com relacdo aos seus substratos. Elas aceleram reacdes
quimicas especificas em meio aquoso sob condi¢cdes suaves de temperatura e
pH_6,7

Durante décadas acreditou-se que todas as enzimas fossem proteinas, até
que em meados dos anos 80 descobriu-se que moléculas de acido
desoxirribonucléico sdo capazes de catalisar especificamente a clivagem e a uniao
de substratos oligonucleotidicos, podendo ser classificadas tanto como uma
ribonuclease, quanto como uma RNA polimerase. °

Para desempenhar suas atividades, algumas enzimas nao requerem nenhum
outro grupo quimico além de seus residuos de aminoacidos, enquanto que outras
necessitam de componentes quimicos adicionais conhecidos como cofatores, os
quais podem ser ions inorganicos e/ou moléculas organicas (coenzima). Quando o
cofator liga-se covalentemente a parte protéica da enzima, este recebe a
denominagéo de grupo prostético.

Desta forma, as metaloenzimas sdo aquelas que apresentam como grupo
prostético um ou mais ions metalicos. Sao biopolimeros constituidos de
aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas, organizadas de maneira a formarem
um envoltério protéico (sitio ativo) que aloja o ion metalico. Portanto, o sitio ativo
de uma metaloenzima consiste de um ou mais ions metdlicos, a cadeia lateral da
proteina, pontes exdgenas e ligantes terminais que compdem a primeira esfera de
coordenacdo de cada ion metalico. Esta composicdo faz com que as
metaloenzimas sejam consideradas como complexos metédlicos altamente
elaborados. ®

Segundo a Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB)
as enzimas sao classificadas em seis grandes grupos, de acordo com o tipo de
reacdo envolvida. Sao elas: °

1 - Oxido-redutases: catalisam reacdes de oxidacao-reducdao. O substrato
oxidado é considerado como um doador de hidrogénio ou elétrons;
2 - Transferases: catalisam a transferéncia de grupos como metil, amino, acetil,

de uma molécula a outra;
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3 - Hidrolases: catalisam a clivagem hidrolitica de ligagdes C-O, C-N, C-C e
algumas outras ligacées incluindo ligagdes anidrido fosférico;

4 - Liases: catalisam clivagem de ligacdes C-O, C-N, C-C e outras ligagdes por
eliminacdo, clivagem de duplas ligacbes ou anéis, e adicdo de grupos a
duplas ligacoes;

5 - Isomerases: catalisam a transferéncia de grupos dentro de uma molécula
produzindo formas isoméricas;

6 - Ligases: catalisam a formacao de ligacées C-C, C-S, C-O e C-N por reacoes
de condensacao acopladas a clivagem de ATP.

Acredita-se que a alta especificidade apresentada pelas enzimas esteja
relacionada a um arranjo tridimensional Unico para cada enzima. Conceitualmente,
as proteinas podem se organizar em quatro niveis: ’

1 - Estrutura primaria: consiste da seqiéncia de aminoacidos unidos entre si por
ligagOes peptidicas covalentes e pela localizagdo de pontes dissulfeto,

2 - Estrutura secundaria: refere-se a conformacdo local de residuos de
aminoacidos adjacentes em uma cadeia polipeptidica (o-hélice e folha-B) e
sao estabilizadas por ligagdes de hidrogénio.

3 - Estrutura terciaria: refere-se ao relacionamento espacial entre todos os
aminoacidos da cadeia polipeptidica, ou seja, € a estrutura tridimensional
completa do polipeptidio.

4 - Estrutura quaterndria: ocorre em proteinas com mais de uma cadeia
polipeptidica e especifica a relagao espacial dos polipeptidios, ou subunidades
no interior de uma dada proteina.

Diante desta complexa organizacdo estrutural, o quimico bioinorganico
planeja a obtencdo e caracterizacdo detalhada de compostos que mimetizem
propriedades estruturais, espectrais e funcionais, tendo em mente que estes
compostos nao reproduzirdo rigorosamente a funcionalidade e a especificidade
dos sistemas naturais, pois ndo se pode subestimar a contribuicdo de todos os
componentes da metaloenzima, mas que ira contribuir para a elucidagdo do

mecanismo de acdo destes sistemas.
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A partir destes conhecimentos béasicos sobre a bioquimica das
metaloenzimas, destacam-se a seguir as que apresentam atividades cataliticas de
hidrélise, as chamadas hidrolases e, dentre estas, as que possuem dois ions

metalicos no seu sitio ativo.

1.3 - Hidrolases

As hidrolases sdo enzimas capazes de clivar hidroliticamente ligagdes
quimicas diversas, tais como amidas, ésteres, éteres e nitrilas. Muitas hidrolases
contém um sitio ativo similar, contendo dois ions metalicos com separagéao de 3 a
5 A que participam do mecanismo de catalise. Porém, somente nos Gltimos anos
tém sido detalhadas informacdes estruturais para algumas dessas enzimas.'®
Neste trabalho, as metaloenzimas de interesse sao as fosfatases acidas purpuras,

enzimas de sitio ativo binuclear classificadas como fosfohidrolases.

1.4 — Fosfatases Acidas Purpuras (PAP’s)

Varias sao as fontes das quais tém se isolado fosfatases acidas purpuras,
tais como leveduras, fluido uterino de suinos (uteroferrina-ufPAP), bagco de
bovinos (bovine spleen-bsPAP), macrofagos, lisossomos humanos, ossos de
ratos, plantas e bactérias.’®'® As PAP’s sdo metalohidrolases que catalisam a
clivagem de ésteres de fosfato em condigdes acidas ou préximas da neutralidade
(faixa de pH 4-7). Elas possuem em seus sitios ativos um centro binuclear Fe"-M"
(onde M" = Fe', Mn" ou Zn")," sendo que as PAP’s isoladas de plantas sdo as
que apresentam sitios heterobimetélicos, como FeMn e FeZn, presentes,
respectivamente, na batata doce (spPAP) e em feijdes (kbPAP e sbPAP).'?
Entretanto, as enzimas de origem animal, ufPAP e bsPAP, sdo as que tém sido
melhor estudadas.'
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O sitio ativo das PAP’s de mamiferos ja isoladas, como a ufPAP e a bsPAP,
consiste de um centro binuclear de ferro com dois estados de oxidacao acessiveis:
um cataliicamente inativo, Fe'"'Fe", conhecido como forma purpura e
caracterizado por uma tipica banda de absorcdo (Amax = 550 nm com
e = 4000 M'cm™) — que foi a primeira forma isolada para essas enzimas e entéo
originou o nome da classe — e outro, enzimaticamente ativo, Fe"'Fe", conhecido
como forma rosa (Amax = 505 nm com € = 4000 M'cm™).’*'® Essas bandas foram
atribuidas a processos de transferéncia de carga do tipo tirosinato—Fe", com o
auxilio da espectroscopia Raman ressonante (excitagdo na regidao visivel) das
formas purpura e rosa, que confirmou a presenca de anéis fenolato, provenientes
de residuos de cadeias laterais de amino&cidos tirosina.'® O fato de serem
observados coeficientes de extincdo molares similares para ambas as formas da
enzima e da interconversao das formas purpura e rosa ser possivel pelo uso de
agentes quimicos (redutores ascorbato e ditioeritritol; oxidantes ferricianeto e
peréxido de hidrogénio), sugeriu que o residuo tirosinato encontrava-se
coordenado a somente ao centro de ferro nao redutivel.'®'*1°

As formas reduzida e oxidada das PAP’s tém sido investigadas por varios
métodos fisicos e espectroscopicos, como eletroquimica,'” espectroscopia Raman
ressonante,’® RPE,'®'® suscetibilidade magnética,'®* Méssbauer,'®?" RMN'H,??
EXAFS® e estudos cinéticos.?*

As evidéncias iniciais da presenca de um sitio ativo bimetalico para as PAP’s
vieram das medidas de RPE e de suscetibilidade magnética realizadas com a
enzima extraida de baco de bovinos. Foi mostrado um acoplamento
antiferromagnético para ambas as formas oxidada Fe'"'Fe'" (estado fundamental S
= 0) e reduzida Fe'"'Fe" (estado fundamental S = 1/2) desta enzima.?® Através de
experimentos de suscetibilidade magnética,’® foi possivel aferir acoplamentos

fracos, com valores de J na faixa de -5 a -11 cm™ entre os centros Fe'' e Fe'

constantes da forma reduzida da proteina. Ja a forma oxidada Fe'"/Fe" mostrou
um forte acoplamento antiferromagnético (J = -150 cm™), dados estes sugeriram

que os dois centros de Fe'' estivessem ligados por pontes do tipo p-oxo.'” Porém,

novos experimentos® foram realizados com as formas reduzida e oxidada da



25

kbPAP e da bsPAP, obtendo-se valores de acoplamentos baixos para todas as
formas (KbPAP reduzida - [pH = 6 / J = -8 cm']; bsPAP reduzida [pH / J(cm™) =
3,9/-10; 4,9/-9 e 5,6/-13]; kbPAP oxidada e bsPAP oxidada [J = -9 cm™]). Assim
sendo, foi excluida a presenca de pontes do tipo p-oxo e se propds a semelhanca
estrutural entre essas duas enzimas.?® Vale ressaltar que o motivo estrutural
M1 (p-OH)M2 é proposto como a unidade catalitica de muitas hidrolases, incluindo
arginase, urease, aminopeptidase e inumeras fosfatases (Figura 2). A arquitetura
para muitos destes sitios é conservada mesmo em enzimas ndo relacionadas
filogeneticamente, sugerindo uma evolucdo convergente destas proteinas para

promover um mecanismo de acdo comum, porém, ainda nao estabelecido.?%?
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Figura 2. Representacdo para os sitios ativos de hidrolases binucleares
contendo ponte hidréxido: A — Arginase; B — Fosfatase acida purpura; C -
Metionina aminopeptidase; D - Calcineurina; E - Urease; F - Leucina
aminopeptidase.?®?

Dados de RPE, obtidos para a ufPAP e para a bsPAP, mostraram que a
forma oxidada é silenciosa — nao apresenta sinal — enquanto a forma reduzida
mostra um sinal rémbico, com valores de g iguais a 1,93, 1,74 e 1,59, a
temperaturas menores que 30K. Estes sinais sdo caracteristicos de acoplamento
antiferromagnético em compostos de valéncia mista Fe''Fe' (S = 1/2).2?
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Estudos Mdssbauer realizados com a forma oxidada da ufPAP evidenciaram

a presenca de dois centros distintos de Fe'

, spin alto, hexacoordenados e em
baixa simetria, enquanto que, para a forma reduzida, foi identificado um sitio de
valéncia mista Fe"'Fe', sendo os dois fons spin alto, com forte distorcdo da
simetria octaédrica.?’

Utilizando a técnica de microcoulometria, o comportamento redox da ufPAP
foi investigado em funcdo do pH, onde foram observados os seguintes valores:
Ei2= 0,367 V vs NHE em pH ~ 5 e Eq;» = 0,306 V vs NHE em pH ~ 6.7

Baseado nos estudos realizados com as PAP’s e em complexos modelos,
muito tem sido inferido a respeito do ambiente de coordenacéo do ion metalico no
sitio ativo e de suas implicagbes na atividade catalitica dessa classe de
metaloenzimas.''?"%

Recentemente, foram determinadas por difracdo de raios X as estruturas
cristalinas das enzimas do feijao (kidney bean — kbPAP),%° da PAP resistente ao
tartarato isolada de ratos (rat TRAP),®' da PAP de ossos de ratos (rbTRAP)* e do
Uteros de bovinos (ufPAP).*? A principal diferenca entre as PAP’s de mamiferos e
a KbPAP é que a enzima extraida de plantas € uma metaloenzima homodimérica,
Fe''zn", com subunidades de ~55 kDa, enquanto que a de mamiferos na sua
forma ativa é uma enzima monomérica Fe"'Fe'" com ~35 kDa.

Na kbPAP (resolucdo 2,65 A),?® os centros metdlicos estdo separados por

3,26 A, sendo que o fon Fe'"

encontra-se em uma geometria octaédrica (Figura
3a), coordenado aos seguintes residuos de aminoacidos das cadeias laterais:
His325, Tyr167, Asp135 de modo monodentado e um grupo carboxilato
monodentado ponte do Asp164. Completando a esfera de coordenacao do metal,
dois ligantes exdgenos foram modelados: um ligante hidroxo terminal (Fe-O: 1,9
A) e um ligante p-hidréxido ponte (Fe-O: 1,9 A e Zn-0: 2,1 A).?® Para o ion Zn" foi
observada uma geometria octaédrica distorcida que € composta pelos residuos de
aminoacidos His286, His323, um oxigénio amida da Asn201 e uma molécula de
agua terminal modelada (Zn-O: 2,1 A) , além dos grupos ponte mencionados na
descricdo do ambiente de coordenacdo do ion Fe".?® A kbPAP apresenta um

méximo de absorcdo em 560 nm (e = 3360 M".cm™), similar ao observado para as
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enzimas de mamiferos e para a forma oxidada da enzima modificada Fe''Fe''-
kbPAP."3% Entretanto, a reducdo da enzima substituida Fe"Fe"-kbPAP para a

forma Fe'""Fe'-kbPAP nao causou o deslocamento da banda de transferéncia de

carga para 510 nm, como ocorre para as PAPs isoladas de mamiferos.'®
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Figura 3. Estruturas cristalinas dos sitios ativos das PAP’s: (a) kbPAP,?
(b) rbTRAP* e (c) ufPAP.*

Evidenciando a similaridade com a kbPAP, a estrutura cristalina (Figura 3b)

da forma oxidada da enzima extraida de ossos de ratos (rbTRAP - resolucédo

2,2 A)® presenta seus dois centros de Fe'' com geometria octaédrica distorcida,

separados por uma distancia de 3,5 A. Um dos dois centros de Fe" esta

coordenado aos aminoacidos da cadeia lateral Asp35, Tyr76, His244 e uma
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molécula de solvente exégena modelada, enquanto que o outro esta coordenado
aos aminoacidos Asn112, His207, His242 e um atomo de oxigénio proveniente de

um fon sulfato de cristalizagdo. Ambos os centros de Fe"

estdo ponteados por um
dos atomos de oxigénio carboxilato do Asp73 e um atomo de oxigénio que, pelos
resultados dos estudos realizados com a enzima, deve ser advindo de um grupo
u-hydréxido.°- %2

De maneira similar, as esferas de coordenagdo para ambos 0s centros de
Fe'' na ufPAP (resolucdo 1,55 A)® sdo préximas de octaédricas, porém, com um
grupo fosfato ponteando os dois ions metalicos, que apresentam uma distancia
Fe''Fe'" de 3,31 A (Figura 3c).

A funcao in vivo das PAP’s é objeto de muitos trabalhos. Propde-se que
devem agir na degradacdo de eritrécitos e da matriz 6ssea, bem como na
reabsorcdo e mineralizacdo destes ultimos. Acredita-se também que estejam
envolvidos no transporte de ferro em fetos de suinos e na degradacao dependente

de oxigénio de material fagocitado *'***

, pois sdo fontes cataliticas de radicais
hidroxila, que parecem atuar neste sentido.'®*>* Sugere-se que fosfatases
oriundas de plantas participem na homeostase de fosfato, como liberadoras do
fosfato de organofosforados. '#'32® A partir da resolugdo das estruturas pdde-se
observar uma grande similaridade entre os sitios ativos das PAP's, o que sugere
que toda a classe trabalhe através de um mecanismo comum. '%26:%

Em 1996, Klabunde e colaboradores®® propuseram um mecanismo de
catalise assistida por metal, do tipo Sn2, baseado na estrutura cristalina da kbPAP.
Com a resolucdo da estrutura da roPAP em 1999, Lindqvist e colaboradores®
propuseram um mecanismo similar ao proposto por Klabunde e colaboradores®®,

o qual encontra-se descrito a seguir e esta representado na Figura 4.
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Figura 4. Mecanismo proposto por Lindqvist e colaboradores® para a

hidrélise de ésteres de fosfato promovida pelas PAP’s.

Na primeira etapa da reacao, o grupo fosfato do substrato liga-se a forma

reduzida da enzima (forma ativa), por deslocamento de uma molécula de agua e

subseqiiente coordenacgdo ao centro de Fe'. Uma vez coordenado o substrato, o

atomo de fésforo assume um carater positivo, o que facilita um ataque nucleofilico

do ion hidroxila presente na esfera de coordenagéao do ion Fe

"o qual esta em

posicao adequada para um ataque “em linha” sobre o d&tomo de fésforo. Devido

ao ataque ocorrer do lado oposto ao grupo alcool do substrato, este acarreta uma

inversdo de configuragdo no atomo de fésforo. O ataque nucleofilico resulta em

um estado de transicdo pentacoordenado que deve ser estabilizado pelos

residuos de histidina, His113 e His216, conservados no sitio ativo. A hidrélise

propriamente dita deve ocorrer a partir da protonacdo do grupo alcool

abandonador pelo residuo de acido aspartico, Asp267, e subseqiente clivagem da

ligacdo P-OR. Ao final da etapa catalitica, o grupo fosfato encontra-se coordenado
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aos dois centros de ferro na forma bidentada e pode ser deslocado do centro de
Fe"' por uma molécula de 4gua, em uma reacéo de substituiao.*

Vale a pena ressaltar que algumas evidéncias suportam o mecanismo
descrito acima e também foram propostas por Klabunde e colaboradores,?® tal
como o ataque nucleofilico ser facilitado devido:*?

1 - ao ion Fe'

ser um forte acido de Lewis podendo gerar um grupo hidroxido
nucleofilico a partir de uma molécula de agua coordenada em sua primeira
esfera de coordenacéo;

2 - ao fon Fe' também agir como retirador de densidade eletronica do atomo de
fosforo através de sua coordenacédo a um atomo de oxigénio do fosfato, e

3 - aos residuos de histidina, His113 e His216, conservados no sitio ativo,
aumentarem a retirada de elétrons do atomo de fosforo através da
estabilizacdo da carga negativa sobre os dois atomos de oxigénio do fosfato

através de ligacoes de hidrogénio.

De acordo com o mecanismo proposto por Klabunde e colaboradores ?*? para
a acao da kbPAP, o residuo His296 da enzima de plantas (correspondente a
His216 na rbPAP) é sugerido agir como um &cido geral que protona o grupo de
saida. Porém, na rbPAP, a existéncia de um residuo de acido aspartico (Asp267)
na vizinhanca de seu residuo de histidina conservado sugere que este esteja
agindo como um acido geral. Esta suposi¢éo deve-se ao fato de que no pH 6timo
para a reacao, parece mais provavel que o residuo de acido aspartico atue como
doador de elétrons na protonacao do produto a ser liberado. Esta proposicao tem
sido observada no mecanismo das fosfatases acidas de alta massa molar, que
também usam um grupo acido (residuo aspartato conservado) na protonacao do
grupo de saida.

Um segundo mecanismo, que difere do anterior na origem do nucledfilo
(Figura 5), foi proposto por Que e colaboradores, baseado em estudos de ENDOR
1

(elétron — nuclear double resonance spectroscopy). 2 Neste mecanismo o fon Fe

encontra-se pentacoordenado (sem a molécula de agua exodgena) e assim o
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nucledfilo deve ser a ponte OH, a qual estaria mais préxima do centro metalico
Fe', e o substrato estaria coordenado como ponte. Sendo assim, nos mecanismos
descritos acima a principal funcao proposta para os ions metalicos é agir como
acido de Lewis em um processo catalitico onde ndo ha o envolvimento de nenhum
radical quimico. Isso tem sugerido que as PAP’s desempenham dupla atividade:
como fosfatase e como uma fonte de radicais hidroxila.* No entanto, a verdadeira
funcéo fisiologica das PAP’s ainda permanece néo estabelecida.

P—0 \
Hit g HN AR
i'\hHO \ %NH ’\T\\ /D w \HzN {___NH
" N 7
@ Pt~z N7 @ N/ __OH. N7

Figura 5. Ataque nucleofilico proposto por Lindqvist e colaboradores (A)* e

por Que e colaboradores (B) ?° para a hidrélise de ésteres de fosfato promovida
pelas PAP’s.

1.5 — Complexos Modelos

Como mostrado nas secbes anteriores, antes mesmo da resolugdo da
primeira estrutura cristalina das PAP’s, ja se conhecia muito sobre a composicéao
do seu sitio ativo. Para tanto, foram essenciais as comparacdes entre as
propriedades fisico-quimicas obtidas diretamente da enzima com as obtidas para
complexos modelos. Com esse objetivo, dezenas de complexos com ligantes
contendo atomos de oxigénio e de nitrogénio doadores encontram-se descritos na

literatura.>”® Assim, quando as estruturas de raios X foram determinadas, muitas
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das informagdes obtidas foram apenas comprovagcdo das propriedades
previamente reportadas.

Atualmente sdo buscadas, através do estudo de compostos modelos,
maiores informacdes sobre a reatividade das PAP’s, procurando auxiliar na
comprovacao de seu mecanismo de acdo bem como na busca de seu papel nos
sistemas vivos. O primeiro complexo descrito como modelo funcional para as
PAP’s foi publicado em 1995.>* Esse complexo foi gerado em solucéo pela adicédo
de nitrato de ferro (Ill) ao ligante H,EDDA, e sua atividade catalitica foi entao
avaliada frente a reacado de hidrélise do 4-nitrofenilfosfato. Observou-se uma
aceleracgéo de 160 vezes em relacédo a reagdo néo catalisada, a 25 °C e pH = 6,0.
Em 1997 Ménage e  colaboradores publicaram o complexo
Fe-O(Phen)4(OH)2(NO3),, cuja atividade catalitica na hidrélise do éster de fosfato
BNDPP — Substrato Modelo - foi avaliada, apresentando uma aceleracdo de 100
vezes em relacdo a reacdo ndo catalisada, a 50°C e pH = 6,0.>°

A elucidacdo das estruturas cristalinas dessas metaloenzimas, que permitiu
desvendar o sitio ativo e descobrir um ambiente de coordenagdo comum entre as
diversas PAP’s forneceu subsidios para o desenvolvimento de ligantes mais
elaborados para a mimetizacdo desse sitio ativo e conseqlentemente das suas
propriedades. Nesse sentido, uma das estratégias mais promissoras para o
desenvolvimento desses ligantes é a utilizacado de um esqueleto binucleante como
mostrado na Figura 6, que proporciona a formacao de pontes do tipo p-alcéxido ou
u-fendéxido e de bragos pendentes contendo grupos doadores que mimetizam os

residuos de aminoacidos coordenados aos centros metalicos no sitio catalitico.'®

CHj

'R RS 'R
N /
n 4 R dRN
o N s v
OH R
Figura 6. Estrutura geral para ligantes binucleantes, onde R corresponde aos

bracos pendentes contendo os grupos doadores coordenantes.
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Alguns dos principais ligantes utilizados na sintese de modelos para as
PAP’s sdo o H.BTPPNOL* e o H,BPBPMP®*+®® (Figura 7), que além de
proporcionarem um carater ndo-simétrico ao complexo, contém apenas um grupo
fenol, aproximando-se bastante do ambiente de coordenacado presente no sito
ativo das PAP’s, quando comparados aos demais ligantes descritos até o
momento.

OH p OH -
[ I N/ [ I
NMN
[Nj) OH % N OH /N
| = X | | = AN |
(A) (B)

Figura 7. Representacdo esquematica de alguns dos principais ligantes
utilizados na modelagem das PAP’s, onde: (A) = H.BTPPNOL*® ¢ (B) =
HgBPBPMP39’4oa’56

O complexo [Fe"Fe'(BPBPMP)(OAc):]CIOs (onde BPBPMP ¢é a forma
desprotonada do ligante H.BPBPMP) 3%49%% apresenta um potencial redox de
+380 mV vs NHE, similar ao observado na UfPAP." Entretanto, suas
propriedades cromoféricas sdo diferentes das encontradas na enzima.'®'® J3 os
complexos [Fey"(BTPPNOL)(u-OAc)-]>* e [Fe"Fe'(BTPPNOL)(u-OAc),]* (onde
BTPPNOL ¢ a forma desprotonada do ligante H,BTPPNOL) “* podem ser
considerados analogos para as propriedades cromoféricas das PAP’s nas formas
oxidada e reduzida, respectivamente. Porém, o potencial redox desses complexos
difere em 300 mV do potencial determinado para a ufPAP. Em comparacédo a
outros sistemas, sao relativamente poucos os trabalhos na literatura que
descrevam atividade catalitica de complexos binucleares FeFe e FeZn frente a
ésteres de fosfato.”*°"*® Podem ser citados os complexos [Zn"Fe"(BPMOP)]** e
[Fe'Fe"(BPMOP)]**, gerados em solucdo pela adicdo dos sais dos metais ao

ligante HBPMOP. A atividade catalitica desses complexos na reacao de hidrélise
do éster de fosfato 2-hidroxipropil-p-nitrofenilfosfato, a 25°C e pH = 8,5, promoveu
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uma aceleracdo de 112 e 54 vezes em relacado a reacdo nao catalisada, para os
complexos de Fe"'zn" e Fe"'Fe', respectivamente.>

Esses exemplos demonstram a necessidade de aprimoramento dos ligantes,
buscando uma maior similaridade com o ambiente de coordenacdo da
metaloenzima para que se possa chegar a analogos sintéticos das PAP’s e assim
avancar na compreensao de sua reatividade.

Sendo assim, apresenta-se neste trabalho o desenvolvimento de novos
complexos Fe'Fe' e Fe"zn" com o ligante binucleante 2-[N-(2-piridilmetil)
(carboxiamidometil) aminometil] - 4 — metil - 6- [N - (2 - hidroxibenzil) (2-piridilmetil)
aminometillfenol — HoL***® que, comparado ao ligante H.BPBPMP3%492:%¢  deve ser
vantajoso por substituir uma das piridinas por um grupo amida como braco
pendente (Figura 8), buscando mimetizar o residuos de aminoacido asparagina

presente no sitio ativo das fosfatases acidas purpuras. '31429:3233

(A) (B)
Figura 8. Representacdo esquematica do ligantes H.BPBPMP34%2%6 (A) e do

ligante utilizado neste trabalho — H,L (B). Assinaladas com contorno estdo as
diferencas entre os dois ligantes.
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2 — OBJETIVOS

2.1 — Objetivos Gerais

Sintese e caracterizacdo de complexos metélicos de relevancia para a

obtencdo de analogos sintéticos para o sitio ativo das PAP’s.

Avaliacdo das mudancas ocorridas devido a inclusdo do grupo amida como
brago ligante em complexos modelos

2.1 — Objetivos Especificos

Reproducdo da sintese e caracterizacado do ligante 2-[(2-
piridilmetil)(carboxiamido-metil)aminometil]-4-metil-6-[(2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)aminometil]fenol (HoL), ja descrito por Lanznaster em sua Tese de
Doutorado.®

Obtencédo de novos complexos binucleares de valéncia mista Fe'"M'L (onde

M = Fe, Zn) com pontes p-acetato e p-hidréxido.

Estudo das propriedades espectroscopicas, eletroquimicas e estruturais dos
complexos obtidos, buscando correlaciona-las com as propriedades das
PAP’s.

Estudos de equilibrio das espécies em solucdo através de titulacdo

potenciométrica.

Avaliacdo da reatividade dos complexos obtidos frente a hidrélise de ésteres
de fosfato.
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3 — PARTE EXPERIMENTAL

3.1 — Materiais, Métodos e Instrumentacao

3.1.1 — Materiais

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes, utilizados nas sinteses
e andlises, foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem purificacao
prévia: p-cresol (Aldrich), 2-aminometilpiridina (Aldrich), aldeido salicilico (Vetec),
2-bromoacetamida (Acros), trietilamina (Merck), hidréxido de sédio (Nuclear),
hidréxido de potassio (Merck, Nuclear), fomaldeido 37 % (Vetec), bicarbonato de
sédio (Nuclear, Vetec), acido cloridrico 37 % (Nuclear), sulfato de sédio anidro
(Nuclear, Vetec), argbnio 5.0 (White Martins), borohidreto de sédio (Aldrich),
hidroxido de litio (Aldrich), cloroférmio deuterado (Acros), oxocloreto de fésforo
(Merck), 2,2°-bipiridina (Vetec), perclorato de ferro(lll) hidratado (Aldrich),
perclorato de zinco(ll) hexahidratado (Aldrich), tampdes biologicos MES, HEPES,
CHES (Acros), perclorato de litio hexahidratado (Aldrich), cloreto de sdédio
(Nuclear), perclorato de sddio (Aldrich, Acros), acetato de sodio trihidratado
(Merck), ferroceno (Acros), ferricianeto de potassio (indeterminado), acetonitrila
PA (Nuclear) acetonitrila UV/HPLC (Tedia, Mallinckrodt), metanol PA (Nuclear),
acetona PA (Nuclear), diclorometano PA (Nuclear), diclorometano UV/HPLC
(Tedia, Mallinckrodt), cloroférmio PA (Nuclear), isopropanol PA (Nuclear), etanol
absoluto (Carlo Erba, Merck), THF PA (Merck) acetato de etila UV/HPLC (Vetec),
éter etilico PA (Nuclear). Purificado para utilizagdo: hexafluorofosfato de
tetrabutilaménio (Aldrich, recristalizado em etanol/agua).
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3.1.2 — Analise Elementar de CHN

Os percentuais de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio foram obtidos na Central
de Analises do Departamento de Quimica da UFSC, em um analisador elementar
de CHNS Carlo Erba - modelo EA-1110.

3.1.3 — Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram realizados em um espectrofotébmetro
Perkin Elmer FTIR — 2000, na regido de 4000 a 450 cm™. As amostras foram
preparadas por dispersdao em KBr de grau espectroscopico, com o qual se
trabalha sob uma lampada de 200 W em ambiente com umidade controlada, e
prensadas (10 toneladas) formando pastilhas com cerca de 1 cm de diametro e
0,5 mm de espessura. Estas pastilhas sdo postas diretamente no caminho 6ptico

do equipamento, analisando-se entao o percentual de transmitancia (%T) da luz.

3.1.4 — Espectroscopia de RMN

Os espectros de RMN 'H e *C foram realizados em um espectrofotdmetro
Brucker — FT 200 MHz, na Central de Andlises do Departamento de Quimica. As
amostras foram acondicionadas em tubo de quartzo de 5 mm e solubilizadas em

0,5 mL de solvente deuterado contendo TMS como padréao interno (CDCl3).

3.1.5 — Difracdo de Raios X

A analise por difracdo de raios X de monocristal do complexo [Fe',Zn"(L)s(u-
OH)2(ClO4)2(H20)2][ClO4]2.4H20.2(CH3).CHOH (1) foi realizada no difratbmetro
automatico ENRAF-NONIUS CAD-4 na Central de Analises Departamento de
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Quimica da UFSC, equipado com um tubo de molibdénio (MoKa = 0,71073 A) e
monocromador de grafite. A solugdo da estrutura cristalina foi obtida através dos
métodos diretos com a utilizagdo do programa SHELXS97.%%2 O refinamento da
estrutura foi realizado pelo método dos minimos quadrados com matriz completa,
com a utilizacdo do programa SHELXL97°® e a representagdo grafica foi

elaborada com os programas ZORTEP®' e ORTEP®.

3.1.6 — Espectroscopia Mdssbauer

Os espectros Moéssbauer para o complexo (1) foram obtidos nas
temperaturas de 298 K e 115 K, a partir de uma fonte mével >’Co (Rh) em um
modo de aceleragdo constante. As linhas de ressonancia do ferro metalico foram
utilizadas para a calibragdo da fonte e os deslocamentos isoméricos foram dados
relativos ao ferro metalico, a temperatura medida. Esses experimentos foram

realizados pelo Prof. Dr. Valderes Drago, do Departamento de Fisica da UFSC.

3.1.7 — Potenciometria

Os estudos potenciométricos foram realizados em solucdo de etanol/agua
(70:30 % V/V) devido a baixa solubilidade dos complexos em &gua, utilizando um
pHmetro Corning 350 acoplado a um eletrodo de vidro combinado (Ag/AgCl). As
solucdes foram preparadas com agua bidestilada na presenca de KMnO4 e etanol
absoluto. Os eletrodos foram calibrados com uma solugédo diluida de HCI em
etanol/agua 70:30 % V/V para leitura direta de —log[H*] (pH) e a inclinacéao foi
fixada utilizando dados obtidos a partir da titulagdo potenciométrica de uma
solugdo com volume conhecido de HCI 10,0.10° mol.L™" com solugdo padréo de
KOH 0,10 mol.L" livre de CO,, ambos em etanol/agua 70:30 V/V %. Os
experimentos foram realizados com 0,05 mmol do complexo solubilizado em 20,0
mL de solugdo com forca ibnica | = 0,1 molL" (KCl), em uma célula
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termostatizada (25,0°C), sob atmosfera de argbnio. Essas solug¢des tiveram o pH
ajustado para pH ~ 3,0 pela adicdo de HCI 0,1 mol.L™" e foram tituladas com uma
solucdo padrio de KOH 0,100 mol.L™" até pH = 12,0. O pKw da solugdo
etanol/agua 70:30 V/V % contendo 0,1 mol.L™" de KClI (forca idnica) utilizado para
os célculos foi 14,71(x2)%%. A adicdo de aliquotas de 0,05 mL de solugdo de KOH
(titulante) foi realizada com auxilio de uma bureta Schott, modelo T80/20, com
adicdes sucessivas de base, realizadas de 5 em 5 minutos ou ap6s a estabilizacao
do pH. As titulagbes foram repetidas por trés vezes e os valores foram obtidos
como a média dos trés experimentos. As constantes de equilibrio foram calculadas
com programa BEST7, sendo variadas para a realizacao do melhor ajuste entre os
valores observados e calculados de pH para cada ponto de acordo com o
parametro estequiométrico fornecido. Os diagramas de distribuicdo de espécies
foram obtidos com os programas SPE e SPEPLOT.%*

3.1.8 — Espectroscopia Eletrénica

Os espectros de absorcao da regido de 300 a 900 nm foram obtidos em um
espectrofotobmetro Perkin EImer modelo Lambda 19, em cubetas de quartzo com
caminho o6ptico de 1 cm. As solugdes dos complexos foram preparadas em etanol
absoluto/dgua desionizada 70:30 % V/V ou em acetonitrila de grau
espectroscopico, com concentragdes entre 6,0.10* mol.L" e 3,0.10° mol.L™,
aproximadamente. Os espectros no estado sélido foram obtidos através da
preparacdo de pastilhas contendo as amostras dispersas em KBr de grau
espectroscopico e prensadas (6 toneladas) formando pastilhas com cerca de 1 cm

de didmetro e 1 mm de espessura.
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3.1.9 — Eletroquimica

O estudo do comportamento redox dos complexos foi realizado através de
voltametria ciclica em um potenciostato-galvanostato PAR modelo 273, sob
atmosfera de argénio 5.0 (H20, O, < 3 ppm).

O complexo [Fe",Zn'"3(L)o(11-OH)o(ClO4)2(H20)5][ClO4]p.4H20.2(CH3),CHOH
(1) teve seu comportamento redox estudado em solugcao de etanol absoluto/agua
desionizada 70:30 % V/V, com concentragdo de aproximadamente 2,0.10“ mol.L™",
contendo 0,1 mol.L”" de LiCIO,, utilizando-se eletrodo de carbono vitreo, como
eletrodo de trabalho, Ag/Ag" como referéncia e fio de platina como contra-eletrodo.
Hexacianoferrato de potassio foi utilizado como padrao interno.

Para os complexos [Fe"Zn"L(OAc),]CIO4 (2) e [Fe"'Zn"L(OAc)2]ClO, (3) os
experimentos foram realizados em solucdo de acetonitrila de grau
espectroscopico, com concentracdo de aproximadamente 1,0.10° mol.L™,
contendo 0,1 mol.L™" de hexafluorofosfato de tetrabutilaménio. Utilizou-se eletrodo
de disco de platina (area ~ 3 mm?), como eletrodo de trabalho, Ag/Ag* como

referéncia, fio de platina como contra-eletrodo e ferroceno como padréo interno.

3.1.10 — Medidas Magnéticas

As medidas de suscetibilidade magnética em funcdo da temperatura foram
realizadas na Technische Universitat Darmstadt — Institut fir Physikalische Chemie
— Darmstadt / Alemanha, através de uma cooperacdo com O
Prof. Dr. Wolfgang Haase. Utilizou-se uma balanca do tipo Faraday que consiste
de uma microbalanga eletromagnética CAHN D200 com um erro maximo de 1pug.
Um controlador de temperatura Leybold LTC 60 foi usado, sendo que as
temperaturas baixas foram medidas com resisténcia de carbono vitreo e as
temperaturas maiores de 60 K com um diodo de silicone. A corrente maxima
aplicada (60 Amperes) produz um campo magnético de 1,5 Tesla entre os pdlos

do magneto. A diferenga entre as massas com e sem a aplicacdo do campo
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magnético, numa faixa de 4 a 300 K, é usada para a determinagdo da
suscetibilidade magnética.

3.1.11 — Reatividade

A atividade catalitica do complexo [Fe"»Zn"s(L)o(u-OH)2(ClO4)a(H20)e]
[ClO4)2.4H,0.2(CH3).CHOH (1) foi avaliada através da reacéo de hidrélise do éster
de fosfato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato, sal de piridinio, [2,4 - BDNPP][HPy]", sob
condicoes de excesso de substrato. Os ensaios foram realizados em cubetas de
quartzo e/ou vidro éptico com capacidade para 4 mL e caminho Optico de 1 cm,
seladas com tampa de teflon, nas quais foram adicionados 1,5 mL de solucao
tampao (0,1 mol.L" em &gua) e quantidades adequadas de solu¢des do complexo
e do substrato, bem como acetonitrila espectroscépica, para complementar o
volume final de 3,0 mL.

As solucdes tampéao foram preparadas a partir dos tampdes comerciais MES,
HEPES e CHES, solubilizados em agua desionizada e com o pH ajustado pela
adicao de solugao aquosa de hidréxido de sddio e/ou acido perclérico. Utilizou-se
um pHmetro (precisdo de 2 digitos) com eletrodo de vidro combinado Ag/AgCl e
manteve-se a forca idnica da reagdo em | = 0,05 mol.L™ pela adicdo de perclorato
de litio a solugédo tampéao.

Os dados sobre as reacbes foram obtidos pelo acompanhamento das
reacdes, realizado em um espectrofotbmetro Varian modelo Cary Bio 50,
utilizando o software Cary Win UV para aquisicdo dos dados. Estes dados foram
tratados no software Microcal ORIGIN 5.0 para a obtencdo dos parametros
cinéticos. A influéncia do pH sobre a velocidade da reagdo de hidrélise foi
investigada numa faixa de pH entre 4,0 e 10,0, onde [complexo] = 4,0.10° mol.L™,
[substrato] = 5,0.10° mol.L" e | = 0,05 mol.L™.

O gréfico das velocidades iniciais (v,) em funcdo do pH permitiu a obtengao
do valor pH dtimo (atividade catalitica maxima). A determinagdo das velocidades

iniciais em fungdo da concentracdo do substrato foi realizada sob as condi¢des
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descritas para o estudo da influéncia do pH, no pH étimo, resultando em cinéticas
de saturacdo com comportamento de Michaelis-Menten.

O tratamento dos dados através do método de Lineweaver-Burk permitiu a
obtencao dos parametros cinéticos, a saber: constante catalitica (kcat), velocidade
maxima (Vmax), constante de Michaelis-Menten (Ky,), fator catalitico (f = Keat / Knao
catalisada), €ficiéncia catalitica (E = keat / Km) € constante de associacdo (Kass = 1/
Km).

Os experimentos cinéticos na presenca de 2,2 -bipiridina foram realizados a
25 °C, no pH 6timo determinado, obtido através dos experimentos de variacdo de
pH e ajustado com uma das solucdes de tampao com forga ibnica ja descritos,
tendo-se: [complexo] = 4,0.10° mol.L"; [2,4 - BDNPP] = 2,0.10° mol.L™"; [2,2"
Bipiridina] = 2,0.10™ & 40,0.10° mol.L™".

Em todos os experimentos cinéticos a correcao da hidrélise espontanea do
substrato foi realizada através da diferenca direta, ou seja, experimentos em
condicOes idénticas, exceto pela auséncia do complexo, foram acompanhados em
paralelo, e a constante da reagdo néo catalisada descontada da constante total da
reacao.

3.2 — Sintese do Ligante HoL

A reproducdo da sintese e da caracterizagdo do ligante 2-[(2-piridilmetil)
(carboxiamido - metil) aminometil]- 4 - metil — 6 - [(2 — hidroxibenzil) (2-piridilmetil)
aminometil] fenol (HoL) foram realizados, obtendo-se os resultados esperados e ja
descritos na Tese de Doutorado de Mauricio Lanznaster.® A reproducdo da
descricao das etapas de sintese pode ser encontrada no Apéndice A.
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3.3 — Sintese dos Complexos

3.3.1 — Sintese do complexo [FeaZnolo(u-OH)o(ClO4)2(H20)2]
[ClO4)2.4H20.2(CH3)>,CHOH — Complexo (1)

Zn(Cl04)2.6H 0
+

Fe(ClO4)3.9H0

CHs

Esquema 4. Sintese do complexo (1).

A uma solugéo do ligante HoL (0,51 g, 1 mmol) em 20 mL de metanol, sob
agitacdo e leve aquecimento, adicionou-se uma solugdo metandlica de
Zn"(Cl04)».6H,0 (0,38 g, 1 mmol). Adicionou-se entdo, gota a gota, uma solugao
de Fe"(Cl0,)3.9H-0 (0,52 g, 1 mmol). A solugdo roxa resultante foram adicionados
lentamente 3 mL de uma solugdo aquosa de hidréxido de sédio 1,0 mol.L™". A
solucdo purpura formada foi deixada sob refluxo por aproximadamente 20
minutos. A seguir filtrou-se e deixou-se em repouso. Apds dois dias a temperatura
ambiente, houve a formacao de um precipitado vermelho microscristalino o qual foi
filtrado e lavado com agua, isopropanol e éter etilico gelados. Rendimento: 64%
(0,62 g 0,32 mmol) baseado no ligante HoL. Monocristais adequados a resolucao
da estrutura cristalina por difracdo de raios X foram obtidos a partir de uma

solugéo acetonitrila/isopropanol (3:1).
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Andlise elementar de CHN calculada para CeggHg2ClsFeoN19O3z2Zn2, MM =
1921,77 g.mol”, C = 41,25; H = 4,83; N = 7,29 %. Encontrada: C = 40,66;
H=4,78;N=7,34 %.

O composto perde lentamente solvente de cristalizacdo. Sendo assim, este
foi deixado em estufa, sob temperatura de aproximadamente 50°C, por uma
semana e entao se realizou nova analise elementar de CHN.

Calculada para CgoH76ClsFeaN1gO30Znz, MM = 1801,58 g.mol”, C = 40,00;
H=4,25;N = 7,77 %. Encontrada: C = 38,66; H =4,10; N = 7,69 %.

IV (KBr) em cm™(Figura 9): v (OH) 3500-3300; v (C=Oamiga)1675; v (C=N e
C=C) 1600-1400; v (C-Oreno)) 1272; v (CI-O) 1099; & (C-Hy) 762.
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Figura 9. Espectro no infravermelho do complexo (1) em pastilha de KBr.

3.3.2 — Sintese do complexo [Fe"'Zn"(L)(u-OAc),]CIO4 — Complexo (2)

+
CHg j
OH N
e g |
N/ \N N/ /07
‘ N -
N N + Zn(OAC)6H:0 + Fe(ClOgsdH0 =——= N/H\ po© A o O/C'\o
N Zn
Cy Ry PN
o )
P S N \X/
HaL

Esquema 5. Sintese do complexo (2).
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A uma solucao contendo o ligante HoL (0,26 g, 0,5 mmol) e Na(OAc).3H.0
(0,14 g, 1 mmol) em 30 mL de metanol, sob agitacdo e leve aquecimento,
adicionou-se uma solugdo metandlica de Zn'"(OAc)..6H,O (0,11 g, 0,5 mmol).
Adicionou-se entdo, gota a gota, uma solucdo de Fe'(ClO4)3.9H,0 (0,26 g, 0,5
mmol). A solugéo formada foi concentrada e dissolvida em isopropanol/agua 1:1.
Obteve-se entdo microcristais purpura.

Andlise elementar de CHN, calculada para CzsH3;CIFeNsO¢1Zn . 4H,O, MM =
920,44 g.mol”, C = 44,37; H=4,93; N = 7,61 %. Encontrada: C = 44,23; H = 4,74;
N =7,60 %.

Com base na andlise elementar, no espectro de infravermelho (Figura 10) e
em outros complexos com ligantes semelhantes e estrutura resolvida sintetizados

28.40.4256.57.58 foi proposta para o complexo (2)

no grupo por Neves e colaboradores
a estrutura mostrada no Esquema 5.
IV (KBr) em cm™: v (OH) 3500-3300; v (C=Oamiga)1674; v (C=N, C=C, C-

Oacetato) 1600'1400, A% (C'Ofeno|) 1269, A% (Cl‘O) 1097, 8 (C‘Har) 763
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Figura 10. Espectro no infravermelho do complexo (2) em pastilha de KBr.
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3.3.3 — Sintese do complexo [Fex(L)(u-OAc)2]CIO4 — Complexo (3)

i
CHs ]
OH /
CHs ‘ X =4 ‘ ‘
Y
N NaOA N ‘ £
al C N. —
N +  2Fe(ClOg)2.6H,0 N\ O, [ 06,
N NH 'Fe Fe\ (o]
N OH 2 v o o o
| o /0
o HoN \/
HoL

Esquema 6. Sintese do complexo (3)

O complexo foi obtido a partir de uma solugao contendo 0,5 mmol do ligante
HoL dissolvidos em 15 mL isopropanol, sobre a qual adicionou-se 1,0 mmol de
Fe'(ClO,)2.6H,0 dissolvidos em 10 mL de acetonitrila, formando-se uma solugédo
purpura. Foram acrescentados entao 2,0 mmol de Na(OAc).3H.0O, obtendo-se um
po purpura que foi lavado com agua, isopropanol gelado e éter.

Andlise elementar de CHN, calculada para Cz4H3;CIFeoNsO1¢¢ . 4H.O, MM =
910,90 g.mol™, C = 44,83; H = 4,98; N = 7,69 %. Encontrada: C = 44,86; H = 4,41;
N =7,69 %.

Com base na anadlise elementar, no espectro de infravermelho (Figura 11) e
em outros complexos com ligantes semelhantes e estrutura resolvida sintetizados

28.4042.56.57.38 {0 proposta para o complexo 3 a

no grupo por Neves e colaboradores
estrutura mostrada na Esquema 6.

IV (KBr) em cm™: v (OH) 3500-3300; v (C=Oamica)1672; v (C=N, C=C, C-
Oagstato) 1600-1400; v (C-Ofeno) 1263; v (CI-O) 1089; & (C-Har) 764.
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Figura 11. Espectro no infravermelho do complexo (3) em pastilha de KBr.
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ATENCAO: Embora nenhum problema tenha sido encontrado nas sinteses e
purificagbes dos complexos, sempre devem ser tomadas precau¢cées no manuseio

de sais de perclorato, por serem potencialmente explosivos.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacao dos Ligantes

Os ligantes utilizados neste trabalho foram caracterizados através de
espectroscopia no infravermelho (IR), ressonadncia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN'H) e anélise elementar de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
enxofre (CHNS). O ligante final HoL foi caracterizado também por ressonancia
magnética nuclear de carbono (RMN'™C). Os resultados da analise elementar
podem ser encontrados no Apéndice A, juntamente com o procedimento

experimental de sintese de cada etapa do ligante.

4.1.1 - Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros no infravermelho dos ligantes precursores sao apresentados no
Apéndice B. As bandas que melhor caracterizam os ligantes sdo apresentadas na
Tabela 1. As bandas referentes as ligagbes C=C, C=N e C-H dos fendis e
piridinas, e C-O dos fendis, como esperado, aparecem na mesma regiao do
espectro de infravermelho para todos os ligantes. No espectro do ligante HaL,
mostrado na Figura 12, vale ressaltar a presenca de uma banda intensa em 1683

cm’, caracteristica do grupo funcional amida.
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Figura 12. Espectro no infravermelho do ligante HoL em pastilha de KBr.

Tabela 1. Principais bandas observadas nos espectros no infravermelho dos
ligantes precursores e do ligante HoL, em niimero de onda (cm™).

Atribuicao HMB CMFF HBPA HBPAMFF HBPAMPAF H.L
v(C=0)
1658 1664 - 1664 - -
aldeido
v(C=0)
- - - - - 1683
amida
1590
1590 1600 1612 1600 1600 1571
v(C=C), (C=N)
1484 1470 1468 1470 1470 1485
piridina, fenol
1434
v(C-0) 1233
1282 1257 1257 1300
fenol 1254
S(C-H)
742 703 725 716 760 755
piridina, fenol

4.1.2 - Espectroscopia de RMN 'H e °C

Os espectros referentes ao ligante final sdo mostrados nas Figuras 13 e 14,
enquanto os espectros dos precursores podem ser encontrados no Apéndice C. A
integracdo dos sinais registrados nos espectros de RMN'H e seus deslocamentos
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quimicos permitiram a distincdo entre os atomos de hidrogénio metilicos,
metilénicos e aromaticos e, consequentemente, determinar o numero de
hidrogénios presentes em cada ligante. Estas informacdes permitiram confirmar a
obtencao e a pureza dos ligantes sintetizados. As principais atribuicbes podem ser
vistas na Tabela 2.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos (ppm) observados nos espectros de

RMN'H para os ligantes precursores e para o ligante final HoL.

Atribuigdo HMB CMFF HBPA HBPAMFF HBPAMPAF HaL
'H(CHs)  2,34(s,3H) 2,35(s,3H) - 2,28 (s, 3H) 2,21 (s,3H) 2,20 (s, 1H)
3,20 (s, 2H)
3,73 (s, 2H)
3,66 (s, 2H)
81 (s, 2H)
1 3,92 (s, 2H)  3,78-3,86 3,80 (s, 2H)
H(CH) - 4,67 (s, 2H) 3,85 (s, 2H)
4,00 (s, 2H)  (3s, 6H) 3,83 (s, 2H)
3,90 (s, 2H)
3,87 (s, 2H)
3,93 (s, 2H)
3,89 (s, 2H)

'H (aldeido) 9,85(s, 1H) 9,86 (s, 1H) - 9,98 (s,1H) - -
'H (fenol) 10,84 (s, 1H) 11,25 (s, 1H) nao atribuido 11,04 (s, 1H) nao atribuido né&o atribuido

6,69-6,88
6,70-6,85
(m, 4H)
(m, 4H)
6,90 (d, 1H) 6,74-7,25 7,04-7,36
7,35 (s, 1H) 6,78-7,30 7,00-7,38
; . 7,34 (m, 7H) (m, 6H)
H (aromatico) 7,46 (s, 1H) (m, 9H) (m, 6H)
(dd, 2H) 8,58(d, 1H) 7,56-7,74
7,65 (t, 2H)
(m, 2H)
8,52 (d, 2H)
8,58 (dd, 2H)

O espectro de RMN'C do ligante HoL (Figura 14) confirma a caracterizacéo
obtida a partir do espectro de 'H através do nimero de sinais correspondentes

aos atomos de carbono nao equivalentes presentes no ligante.
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Figura 14. Espectro de RMN'3C e desenho com as atribuicbes referentes a
cada carbono (inserido) do ligante HoL.
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4.2. Caracterizacao dos Complexos

Todos os complexos foram caracterizados por analise elementar de CHNS,
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia eletrénica e eletroquimica. Para
o complexo (1) obteve-se ainda a estrutura cristalina por difracdo de raios X, as
constantes de protonacdo determinadas potenciometricamente, além da
realizacdo de estudos magnéticos e de espectroscopia Mdssbauer. Os resultados
dessas analises sado descritos e discutidos a seguir, com excecdo da analise
elementar que esta incluida na descricdo do procedimento experimental.

4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho

As bandas constantes dos espectros no infravermelho dos complexos sao
bastante similares as encontradas no espectro do ligante H.L, indicando sua
presenga nos compostos isolados. Surgem bandas adicionais referentes ao
contra-ion, moléculas de agua coordenadas ou ligantes ponte. Esses espectros
podem ser encontrados na secao 3.3 — Sintese dos Complexos.

A Figura 15 mostra uma sobreposicdo dos espectros do ligante H.L e dos
complexos  [Fe"5Zn";Lo(u-OH)2(Cl04)2(H20)2][ClO4]2.4H-0.2(CH3).CHOH (1),
[Fe'"Zn"L(u-OAc)2]CIO, (2) e [Fe"'Fe'L(u-OAc)2]CIO, (3), na faixa de 1800 a 450
cm™. Nesta figura podem ser observadas as similaridades e diferencas entre
esses compostos. O ligante H.L apresenta uma banda intensa em 1683 cm™,
referente a carbonila do grupamento amida, uma banda de intensidade um pouco
menor em 1590 cm™ e outra de menor intensidade em 1571 c¢cm™, devidas ao
estiramento das ligacdes C=C e C=N dos anéis aromaticos, e uma banda atribuida
a deformacéo fora do plano do O-H de fenol. Nos complexos, a banda do grupo
amida aparece levemente deslocada e com intensidade diminuida, evidenciando a

sua coordenacao.
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complexo 1

complexo 2

complexo 3

Figura 15. Espectros no infravermelho do ligante HoL, e dos complexos
(1) = [FeQanLg (M-OH)Q (C|O4)2 (H20)2 ] [C|O4]2 . 4H20 .2 (CH3)2 CHOH,
(2) = [Fe"Zn"L(u-OAc),]CIO, e (3) = [Fe"Fe'"L(u-OAc),]CIO,, dispersos em pastilha

de KBr.

Para os complexos [Fe"Zn"L(u-OAc),]CIO4 (2) e [Fe'"Fe'L(u-OAc),]ClO; (3)
observa-se um alargamento das bandas na regido entre 1400 cm™ e 1600 cm™
devido a absorcdo dos estiramentos simétrico e assimétrico das ligagbes O-C=0.
Pode-se observar também o surgimento de bandas intensas na regidao préxima a
1100 cm™ em todos os complexos, devido a presenca do anion perclorato. Estas
sdo mais pronunciadas no complexo (1), que apresenta maior numero de grupos

perclorato.
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4.2.2. Estrutura Cristalina por Difragdo de Raios X

A resolucdo da estrutura cristalina para o complexo (1) se deu através da
analise de um monocristal do complexo pelo método de difracdo de raios X. Na
Figura 16 pode ser encontrada a representacdo ORTEP da metade assimétrica do
cation complexo. A representacdo grafica completa da estrutura € apresentada,
juntamente com um desenho esquematico elaborado para facilitar a visualizagao e
alguns dados cristalograficos, na Tabela 3. Na Tabela 4 podem ser encontrados
alguns comprimentos e angulos de ligacao selecionados, apresentados de
maneira que o complexo em estudo possa ser diretamente comparado com alguns

complexos descritos na literatura.

Figura 16. Desenho ORTEP da metade assimétrica do cation complexo (1).

O complexo se apresenta como um dimero de uma espécie heterobinuclear,
onde cada ion metalico encontra-se coordenado, com geometria octaédrica
distorcida, meridionalmente por uma das metades do ligante heptadentado,
ponteados pelo grupo fenolato 2,4,6-substituido. Cada atomo de Zn" esta
coordenado por um nitrogénio piridinico trans ao oxigénio da amida e um
nitrogénio de amina terciaria. As duas posicoes restantes sdo ocupadas por uma
molécula de agua trans a amina e por uma molécula do ion perclorato trans a

ponte fenolato endégena. Ja os atomos de Fe™ apresentam-se coordenados a um

nitrogénio piridinico trans a um fenolato terminal e a um atomo de nitrogénio da
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amina terciaria. Completam a sua esfera de coordenagdo dois hidréxidos
exbgenos, trans a amina coordenada e ao fenolato ponte, que estao ligados como

ponte entre dois atomos de Fe", unindo as subunidades desta espécie

tetranuclear. A unidade assimétrica contém metade do cation complexo,
relacionada a sua outra metade através de um centro de inversdo posicionado

entre os atomos de Fe", duas moléculas de agua e uma de isopropanol como

solventes de cristalizagdo e um contra-ion peclorato.

Tabela 3. Desenho esquematico, ORTEP e dados cristalograficos
selecionados para o complexo (1).

, . 4 N42 32
Férmula empinca CenggCl;@FEgNmOggzng aminaN Py O1 ) Npy .
P .
Massa molar 1921,74 gmol’ \ /1 / \1 / /Namma
Sistema cristalino Triclinico Ok e 7”\ zani} 2 W
G i 50 Qph Oph H20 Oamida )
fupo espacl P amicadO™ OHp 3 \ \ / 00,
1w . 3
. . \Fe Znﬂ/
a=12911(4) A | }\il//\ //\

R amina' 4i
b=13,224(2) A N2 Osh p, Namins
c=13537(3) A 42i

Cela unitaria < o
o = 87,30(1)
B=67,77(2)°
| 7=78532)°
Volume 2095,7(9) A®
Z 1
Densidade 1,523 g/cm’
Reflexdes
7723
coletadas
Unicas 7369
Riemo 0,0381
Parametros
538
refinados
“Goodness-offit”’ 1,014
indices finais R1 =0,0569
1> 20()] wR2 = 0,1593
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E importante salientar que a coordenacdo meridional dos bragos do ligante
binucleante aos metais ndo permite a formacao de um complexo heterobinuclear
ponte hidréxido, que seria desejavel como modelo para o sitio ativo das PAP’s e
seria um dos poucos exemplos deste tipo de composto ja descritos na
literatura.”®%® Ainda, analisando a unidade heterobinuclear, esta apresenta
distancia Fe — Zn de 3,583 A, proxima da encontrada para outros complexos
modelos descritos na literatura para PAP’s, bem como a descrita para a enzima
kbPAP (3,26 A).?° As distancias dos metais ao oxigénio do fenolato ponte também

mostraram ser semelhantes as de outros modelos ja descritos. °”°8

Tabela 4. Tabela de distancias interatdmicas (A) e angulos (°) de ligagao

selecionados para o complexo (1).

Fe1-020 1,922 A (3) 020-Fe1-02 98,012(15) N42-Zn1-01 95,122 (14)
Fe1-02 1,964 A (3) 020-Fe1-02i 95,652 (15)  O1W-Zn1-050  95,00° (16)
Fe1-02i 1,998 A (3) 02-Fe1-02i 77,54° (14) N42-Zn1-050  155,92° (16)
Fe1-O1 2,010 A (3) 020-Fe1-O1 92,052 (14) 01-Zn1-050 99,442 (14)
Fel-N32 2,146 A (4) 02-Fe1-01 93,682 (13) O1W-Zni-N4  168,97° (15)
Fel-N1 2,180 A (4) 02i -Fe1-01 169,032 (14) N42-Zn1-N4 81,052 (16)
020-Fei-N32 165,232 (15) 01-Zn1-N4 94,30° (14)
Zn1-01W 1,998 A (4) 0O2-Fe1-N32 96,692 (16) 050-Zn1-N4 78,84° (15)
Zn1-N42 2,072 A (4) 02i -Fe1-N32 88,882 (15)  O1W-Zn1-O1P 82,02 (16)
Zn1-O1 2,076 A (3) O1-Fe1-N32 85,612 (14) N42-Zn1-01P 81,162 (18)
Zn1-050 2,100 A (4) 020-Fei-N1 87,732 (15) 01-Zn1-01P 175,082 (16)
Zn1-N4 2,149 A (4) 02-Fe1-N1 171,952 (15)  050-Zn1-O1P 85,15° (17)
Zn1-O1P 2,471 A (4) 02i -Fe1-N1 96,362 (14) N4-Zn1-O1P 88,312 (17)
O1-Fe1-N1 91,742 (14) Fe1-O1-Zn1 122,522 (15)
Fe1-Zn1 3,5827 A (11)  N32-Fel-N1 77,782 (16) Fe1-02-Fefi 102,462 (14)
Fel-Feli 3,080A(2)  O1W-Zn1-N42  10254°(17)  C22-020-Fel 133,9° (3)

O1W-Zn1-01 95,74° (14)
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Poucos complexos contendo o motivo estrutural Fe'(u-OH).Fe'" foram
descritos desde o trabalho pioneiro de Schugar et al.?®®" O complexo (1) é o
primeiro composto tetranuclear Fe"'Zn" contendo este arranjo estrutural da
literatura. Na unidade Fe"(u-OH).Fe" os atomos de ferro formam uma estrutura
planar perfeita, na qual a soma dos angulos internos do anel de 4 membros
formado é de 360°, sendo esta estrutura extremamente rigida.>>®® A distancia
Fe—Fe é de 3,089 A e as distancias Fe—OH sao ligeiramente diferentes
(Fe1-02 = 1,963 A e Fe1-02' = 1,998 A). Isto se deve provavelmente as
diferentes distancias Fe — L na posicao frans as ligacoes Fe—OH (Fe1-N1 = 2,180
trans a Fe1-02 e Fe1-O1 = 2,010 trans a Fe1-02)). A distancia Fe-OH no

complexo (1) est4d dentro da faixa encontrada para outros complexos Fe'

ponteados por dois hidréxidos ou alcoxidos descritos (1,937-2,055 A).>>6€8 Na
estrutura da forma oxidada rbPAP, encontrou-se uma distancia de 2,0 A que teve

"_OH terminal.®® O angulo

como atribuicdo mais provavel uma ligacao Fe
Fe''—(u-OH)-Fe" de 102,46° em (1) também é comparavel aos correspondentes
angulos observados para outros complexos contendo o motivo estrutural Fe"(u-
OH),Fe!">>%688 Todas as ligagdes adicionais Fe~O,N e Zn-O,N presentes na
estrutura sdo semelhantes as encontradas em complexos heterobinucleares
Fe'”Zn”. 57,58

Finalmente, 0 mapa de densidade eletrénica do complexo (1) mostra uma
forte ligacdo de hidrogénio intramolecular entre os grupos hidroxido ponte e o
oxigénio do grupo ligante amida, tendo uma distancia H---O de 1,97A e o angulo
Ohidroxido—H"""Oamidca de 159,3°. Esta interagdo confere, provavelmente, grande
estabilidade a espécie tetranuclear com coordenacao meridional, dificultando a
obtencdo do complexo binuclear semelhante ao obtido com o ligante

H.BPBPMP.%8
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4.2.3. Espectroscopia Mdssbauer

Os valores de desdobramento quadrupolar (QS) e deslocamento isomérico

(IS) sdo encontrados na Tabela 5 e os espectros sdo mostrados na Figura 17.

Tabela 5. Parametros obtidos na espectroscopia Méssbauer do complexo (1)

R Temperatura
Parametros
298 K 115K
IS(a-Fe) (mm/s) 0,33 0,44
QS (mm/s) 0,68 0,69

O deslocamento isomérico reflete a natureza do ambiente quimico ao redor
do nucleo Méssbauer. Os valores de IS mostram que se trata de um Unico tipo de
Fe'l de alto spin, ndo se detectando a presenca de Fe" ou de diferencas nos

" como visto na estrutura cristalina. O

ambientes de coordenacao dos cations Fe
espectro apresenta um dubleto bastante assimétrico onde os picos tém
intensidades e larguras de linha diferentes, mas areas de absorcao iguais. Esta
assimetria é tipica de efeito Goldanskii-Karyagin. Com a diminuicado da
temperatura, as larguras de linha diminuem e o IS aumenta 0,11 mm/s, como
esperado, devido a diferenca de temperatura entre a fonte (Qque permanece a 298
K) e o absorvedor que esta a 115 K. O desdobramento quadrupolar aumenta
apenas 0,01 mm/s, como se espera de um Fe* alto spin. A assimetria permanece
com as mesmas caracteristicas daquela presente a 298 K. Normalmente a
assimetria devida ao efeito Goldanskii-Karyagin deveria ir suavizando com a
diminuicdo da temperatura, o que ndo ocorre neste caso. Isto indica que as
diferengas nas ligagoes que originaram o efeito Goldanskii-Karyagin séo de
vinculos estruturais. De fato, analisando a Tabela 4, Secéo 4.2.2, vé-se que as
distancias Fe1-N32 e Fe1-N1 sdo bem maiores do que as demais ligacées do
ferro. Estas distancias permanecem longas em 115 K por se tratarem de

nitrogénios de anéis vinculados a estrutura.
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Figura 17. Espectros Mdssbauer no estado sélido do complexo (1) a 298 K
(A)ea 115K (B)

4.2 .4. Potenciometria

O estudo de titulacao potenciométrica do complexo (1) foi realizado em
etanol/agua (70:30 % V/V) devido a baixa solubilidade desse complexo em agua.
A curva de distribuicdo das espécies € apresentada na Figura 18. Os percentuais
maximos de cada espécie em equilibrio e os respectivos pH(s) estao
apresentados na Tabela 6.

100

804
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%
w
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20
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Figura 18. Curvas de distribuicido das espécies vs pH para o complexo (1),

em etanol/agua 70:30 % V/V.
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Tabela 6. Percentuais maximos das espécies em equilibrio e respectivos
pH(s).

Espécie pHomaxima/%eMaxima Espécie  pHomaxima/ZoMaxima

A 2,0/97,9 F 8,1/56,1
B 3,6/39,5 G 8,9/54,6
C 4,1/30,9 H 9,6/46,3
D 4,7/64,2 I 12,0/100
E 6,4 /90,2

Nota-se a grande quantidade de espécies em todas as faixas de pH, salvos
0s extremos e a regido préxima a pH = 6,4, que apresentam claramente uma
espécie predominante.

Os valores das constantes de protonagao e pH para os percentuais maximos

das espécies em equilibrio sdo mostrados no Esquema 7 e na Tabela 6.

3,56
A -

Esquema 7. Representacdo das espécies em equilibrio observadas no
estudo potenciométrico.

Propde-se que a espécie com concentracdo maxima em pH 6,4 — espécie E —
seja um composto tetranuclear, similar ao cation complexo determinado por
difracdo de raios X para o complexo (1). Essa hip6tese é suportada pelos dados
de espectroscopia eletrbnica no estado sélido e em solucdo. As diferencas
encontradas entre esses espectros sao muito discretas, o que leva a crer que nao
ocorrem mudancas significativas no ambiente de coordenagdo dos atomos de
ferro. O pH de dissolucédo dos cristais obtidos € proximo de 6,5, 0 que concorda
com a proposicdo de uma espécie E tetranuclear, e que mantém o arranjo
estrutural Fe'"'(u-OH),Fe". Portanto, pode-se prever que em pH(s) mais altos
ocorra a desprotonacao das moléculas de agua ligadas aos atomos de Zn, o que
explicaria o surgimento de outras espécies (F — ).
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4.2.5. Espectroscopia Eletronica

Os espectros de absorcdo dos complexos no estado so6lido e em acetonitrila
foram investigados na regido entre 300 e 800 nm. Os resultados obtidos estao
sumarizados na Tabela 7.

Tabela 7. Maximos de absorcdo e coeficiente de absor¢do molar para os

complexos no estado sélido e em acetonitrila.

Amax (nm) /€ (m0|-1.L.Cm-1)

COMPLEX0OS Solido acetonitrila
[FeaZn,la(u-OH)2(ClO4)2(H20).] 492 520 / 5600
[CIO4]5.4H50.2(CHz),CHOH (1) 336(ombro) 332(ombro)

o I 576 540 /2990
[Fe"Zn "L(OAC)2](ClOy), (2)
345(ombro) 332(ombro)
[Fe"Fe"L(OAC),)](CIO)s (3) 566 547 /3150
e Fe c
? 2 347(ombro) 347(ombro)

Espectros eletrbnicos para os trés complexos sdao encontrados na Figura 19.
Em todos os complexos, foi possivel a observacdo de uma banda intensa na
regido de 500 nm, atribuida a um processo de transferéncia de carga do tipo
ligante — metal (TCLM) proveniente dos orbitais pr do fenolato para os orbitais
dr* do ion Fe"® Um segundo processo de TCLM ocorre na regido de 330 nm,

envolvendo os orbitais pr do fenolato e do* do Fe'

, € aparece na forma de um
ombro parcialmente encoberto pelas bandas referentes as transicoes dos anéis
fendlicos e piridinicos do ligante.®®*”® Quando se compara os valores obtidos para
(2) e (3) com o0s complexos similares sintetizados com o ligante
H,BPBPMP,3%40257 nhode-se concluir que a substituicdo de uma piridina por uma
amida no ligante nao alterou as propriedades cromoféricas dos complexo, o que ja
era esperado, pois ndo houve modificacao significativa na esfera de coordenacao

do ion Fe'".
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Figura 19. Espectros eletrénicos em solugéo de acetonitrila e amostra sélida
(suportada em pastilha de KBr) para os complexos: complexo (1) = (A); complexo
(2) = (B); complexo (3) = (C).

Os coeficientes de absortividade molar observados para a espécie
tetranuclear (1) na regido de 500 nm sdo aproximadamente o dobro dos
encontrados para o complexo (2), sendo assim condizentes com o numero de
cromoforos presentes. O mesmo tipo de comparagao pode ser feito em relagdo ao
complexo descrito na literatura [Fe"'Zn"BPBPMP(OH)(H-0)](Cl04)..® Lanznaster,
em sua tese de doutorado®®, encontrou uma correlacdo entre o comprimento da
ligacdo Fe—O de fenolato terminal presente em complexos binucleares Fe''zn"
com o ligante H.BPBPMP e o seu ¢. °® Na comparagdo destes compostos com o
complexo (1), apresentada na Tabela 8, observa-se que apesar do ligante utilizado
ser outro, o valor de absortividade molar encontrado é concordante com a
correlacdo proposta, mostrando que, quanto maior for o comprimento da ligacéao
Fe—O de fenolato terminal, menor é o € da banda TCLM pr — d=n*. Extrapolando
esta afirmacgéo para os complexos (2) e (3), pode se dizer que seus coeficientes
de absortividade molar tém valor concordante com os compostos semelhantes

descritos. 8
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Tabela 8. Coeficientes de absor¢cdo molar (¢) e distancias de ligacao Fe-O

(fenolato terminal) para os espectros obtidos em acetonitrila

e (mol”.L.cm™)

COMPLEXOS Acetonitrila Feo®
[Fe"Zn"BPBPMP(OAC),|CIO, *"** 3800 1,890
[Fe"Zn"BPBPMP (OAG)(H,0),](CIO), * 3500 1915
[Fe"Zn"BPBPMP (OH)(H:0)](CIO.), ** 2800 1,923
Complexo (1) 2800 * 1,922

* ¢/ 2 devido ao numero de cromoforos por mol de composto

Os espectros eletrdnicos no estado solido dos complexos 2 e 3, mostrados
na Figura 20, nao diferem significativamente dos espectros em acetonitrila,
propondo-se assim que as espécies obtidas sejam semelhantes, ocorrendo

apenas a substituicao dos ligantes labeis por solvente.
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Figura 20. Espectros eletronicos em solugdo de acetonitrila e da amostra
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solida (suportada em pastilha de KBr) para os complexos: [Fe"Zn"L(u-OAc)]
(ClO4)z (2) = (A); [Fe"Fe'L(u-OAc)2](ClO.): (3) = (B).

Na Tabela 9 estdo apresentados os espectros eletrénicos do complexo (1) no
estado sélido, em acetonitrila, nas condicbes em que foram realizados os

experimentos potenciométricos (etanol/agua 70:30 % V/V) e nas condigcdes
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utilizadas para estudos cinéticos (acetonitrila/agua 50:50). Pode-se dizer que em
todos os espectros mantém-se a espécie tetranuclear. As pequenas diferencas no
maximo de absor¢cdo podem ser atribuidas as mudancas do meio e,

consequentemente, na segunda esfera de coordenacao, que afetam a TCLM.

Tabela 9. Espectros eletrénicos do complexo
[FGQZHQLQ(M'OH)Q(C|O4)2(HQO)Q] [C|O4]24H202(CH3)2CHOH (1) em varias

condicoes

Espectro Amax (NM)
A Estado Sélido 496
. (em pastilha de KBr)
; B Acetonitrila 518
C Etanol/agua
70:30 % V/V 496
D Acetonitrila/agua
50:50 % V/V 499

Tentando esclarecer os resultados obtidos na titulacao potenciométrica do
complexo (1), foram medidos espectros em varios pH(s), nas condicbes
potenciométricas e nas condicdes cinéticas. Estes estdo mostrados na Figura 21.
Quando se compara os espectros no pH 6,4 com os medidos em pH 2,0, é
observado um deslocamento batocrémico de aproximadamente 35 nm. Isto pode
ser atribuido a protonacdo das pontes hidréxido, que aumentaria a acidez de
Lewis do Fe", facilitando a transferéncia de carga. No mesmo sentido, verifica-se
deslocamento hipsocrémico nos espectros em pH(s) mais altos, onde a

""bode estar diminuindo a acidez de

desprotonacao de ligantes coordenados ao Fe
Lewis do mesmo. Sendo assim, ocorrem mudancas espectrais em toda a faixa de
pH(s), ficando extremamente dificultada qualquer tipo de afirmagdo quanto as

espécies formadas em solugéo.
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Figura 21. Espectros eletrénicos do complexo (1), em etanol/agua 70:30 %
V/V (superior) e acetonitrila/agua 50:50 (inferior) em varios pH(s): pH = 2,0 (A);
pH = 6,4 (B);pH = 8,0 (C); pH = 10,0 (D)

4.2.6. Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi avaliado através de voltametria
ciclica em acetonitrila, para os complexos com pontes acetato — complexos (2) e
(3), e em etanol/agua 70:30 % V/V para o complexo tetranuclear [FeoZnolo(u-
OH)5(ClO4)2(H20)2]  [ClO4]2.4H20.2(CH3).,CHOH (1) (Figuras 22 e 23
respectivamente). Os voltamogramas desses complexos sdo apresentados na
Figura 22, e os potenciais redox estdo resumidos na Tabela 10. Todos os

potenciais redox foram referenciados ao eletrodo normal de hidrogénio (NHE)
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através dos padrdes internos ferroceno (E = 0,400 V vs NHE) e Kz[Fe(CN)g] (E1/2

= 0,358 V vs NHE) para permitir a comparacao entre os potenciais determinados.

—50mv.sT 104 ——50mV.s" Fe'FeliFe'Fe
B ~
——100 mV.s™ ] ——100mv.s

200 mvs‘ in ) i i f‘ “\\
Fe Fe /Fe Fe / .
~ /

200 mV.s"

I (uA)
I (nA)

T T T T T T T T T T T T T T T T
-200 -300 -400 -500 -600 -700 -800 -900 800 600 400 200 0 -200  -400  -600  -800  -1000
E (mV) vs NHE E (mV) vs NHE

(A) (B)
Figura 22. Voltamogramas ciclicos (50, 100 e 200 mV.s') em acetonitrila dos
complexos (2) (A) e (3) (B). Eletrélito: 0,1 mol.L”" de TBAPFg; eletrodo trabalho:
platina; referéncia: Ag/Ag®; contra-eletrodo: fio de platina; padrdo interno:

ferroceno.

O voltamograma ciclico de (3) revelou dois processos quasi - reversiveis com
Ei2. = 0,31 V e -0,52 V vs NHE, atribuidos respectivamente aos pares redox

Fe'';yFe!'Fe! e Fe''Fe'/Fe',. O valor encontrado para a redugédo do Fe"

presente
no complexo (2) é igual ao encontrado no complexo (3), demonstrando que este
sitio deve ter a mesma geometria nos dois complexos. Estes voltamogramas
podem ser vistos na Figura 22. Da mesma forma, como os potenciais encontrados
sao semelhantes aos relatados para os complexos contendo piridina como grupo
mimético da  asparagina - [Fe'Fe'BPBPMP(OAc),]CIO,. ¥4 ¢
[Fe""Zn"BPBPMP(OAC)»]ClO., as geometrias e os ambientes de coordenacdo sdo

semelhantes. "8
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Tabela 10. Potenciais redox determinados através de voltametria ciclica para
os processos Fe''/Fe' em etanol/agua 70:30 % V/V para o complexo (1) e em
acetonitrila, para os complexos (2) e (3) e seu similares sintetizados com o ligante
HQBPBPMP 39,40a,57,58

Eq» (V) versus NHE

COMPLEXOS
[FesZn,Lo(1-OH)2(ClO,)2(H20)-] -0,61/-0,41
[CIO4).4H,0.2(CH3),CHOH (1) (valores aproximados)
[Fe"Zn"L1(u-OAc),]CIO, (2) -0,52
[Fe"Fe"L1(1-OAc),]CIO; (3) -0,52/ 0,31
[Fe"Zn"BPBPMP(L-OAc),]ClO, 7% -0,51
[Fe"Fe"BPBPMP(L-OAc),]CIO, %4 -0,49/-0,38

Esses resultados mostram que os complexos com o ligante contendo o grupo
amida modelam as propriedades redox das PAP(s) tdo bem quanto os complexos
contendo piridina, podendo esses serem Uuteis na modelagem de outras
propriedades, ja que o grupo amida, € o encontrado no sitio ativo da enzima
(residuo do aminoacido asparagina). '7:39:402:57.58

O complexo (1) quando analisado em acetonitrila apresenta apenas sinais de
intensidade muito baixa, ndo podendo ser definidos 0s processos redox.
Entretanto, quando analisado no sistema etanol/dgua (Figura 23) o complexo
apresenta dois processos quasi - reversiveis, porém de dificil atribuicdo, devido a
sua proximidade. Isto vai ao encontro do observado no grafico de distribuicao de
espécies de complexo, que mostra que, apesar das varias espécies encontradas,
h& praticamente uma Unica espécie na regidao do pH de dissolucdo do complexo
neste meio (pH = 6,5). Nao ha uma separagao nitida entre os processos, o que

demonstra que a redugdo de um dos centros de Fe"

pouco afeta a densidade
eletrénica do outro. Isto concorda com as analises magnéticas (Secao 4.2.7), que

encontraram um baixo acoplamento antiferromagnético entre os atomos de ferro.
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Figura 23. Voltamogramas ciclicos (50, 100 e 200 mV.s™") do complexo (1)
em EtOH/H,O 70:30 % V/V. Eletrélito: 0,1 mol.L" de NaClO,; eletrodo trabalho:

carbono vitreo; referéncia: Ag/Ag’; contra-eletrodo: fio de platina; padrao interno:
hexacianoferrato de potassio.

4.2.7. Medidas Magnéticas

Os graficos de suscetibilidade magnética molar (ymo) € momento magnético
(Mer/uB) versus temperatura (T) podem ser encontrados na Figura 24. A curva de
Uet/Ug Mostra, a temperatura ambiente (295,8K), um valor de 7,48uB, o que indica
Fe'l alto spin, como visto na espectroscopia Mdssbauer (Secdo 4.2.3). Este valor
cai para 1,50 uB a 4,3K, o que é esperado para acoplamento antiferromagnético.
Nota-se, também, no grafico inserido, que, a temperatura ambiente, ha evidéncia
de comunicacdo magnética entre o0s centros metalicos pela diminuicdo da
suscetibilidade magnética molar. Esta diminuicdo é bem descrita pela equacao
derivada de Heisemberg, Dirac, Van Vlech.”' Existe um ponto maximo nesse
gréfico (ponto de Neel), que caracteriza acoplamento antiferromagnético. *>”" O
baixo valor encontrado para o acoplamento antiferromagnético (J = -7,67 cm™) é
préximo aos valores encontrados para complexos do tipo Fe'(u-OH),Fe'" descritos

(-5,5 & —11,7cm™), e esta de acordo com os resultados obtidos nos estudos
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eletroquimicos, que apresentam dois processos muito préximos, mostrando-se
praticamente independentes. %% O valor é comparavel também as formas
oxidadas da metano monooxigenase (J = -7cm”) e de fosfatases (-6 a

-15cm™). 2072
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Figura 24. Graficos de momento magnético (Ues/us) € de suscetibilidade

o 4

magnética molar - xmo - (inserido) versus temperatura para o complexo (1).

(o calculado; e experimental)

Além disso o valor experimental tém boa concordancia com o calculado pela

relagdo empirica de Gorum e Lippard” (J = -10,5cm™), na qual:
J=Ae®"
Onde A e B sdo constantes (A = 8,763 . 10'"; B = -12,663) e P é um

parametro estrutural definido como a metade do menor caminho que os elétrons

devem percorrer entre os atomos de Fe' (em angstrons).”
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4.2.8. Reatividade

O complexo (1) teve sua atividade catalitica avaliada na hidrélise de ésteres
de fosfato através da reacdo com o substrato modelo bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato
(2,4 - BDNPP), sob condi¢des de excesso de substrato (0,5.10° a 7,0. 10° mol.L™
— 12,5 a 175 vezes de excesso em relagdo a concentragdo do complexo) a 25 °C,
conforme ilustrado no Esquema 8. Para obtencao dos dados cinéticos utilizou-se o
método das velocidades iniciais. As reacbes foram  monitoradas
espectrofotometricamente durante 3 a 5 % do tempo necessario para a conversao
total do substrato a produto, através do incremento da absorvancia em 400 nm
devido a liberacao de 2,4-dinitrofenolato como produto.

NO,
0- .
| 0
O.N 0-P=0
| 0,
o} COMPLEXO
ON _— + PRODUTOS
2 CH3CN/H0
NO,
NO» (A =400 nm)
BDNPP

Esquema 8. Esquema ilustrativo para a reagdo de hidrdlise do substrato
2,4 - BDNPP.

A concentracdo de 2,4-dinitrofenolato produzido foi averiguada a partir de
acompanhamento espetrofotométrico, com base nos valores de absorvancia
obtidos e do coeficiente de extingdo molar € = 12100 mol”.L.cm™, determinado
para as condi¢gdes nas quais foram realizados os experimentos. "4 A contribuicdo
devido a hidrdlise ndo catalisada do substrato foi eliminada através da diferenca
direta da reagao sob condigdes idénticas na auséncia do catalisador (complexo).

Primeiramente avaliou-se o efeito do pH sobre a atividade catalitica do
complexo (1) na reacdo de hidrélise do subtrato modelo, buscando correlacionar a
variagdo do pH com a velocidade da reacdo. O grafico de velocidade inicial (Vo)
versus pH forneceu uma curva onde a velocidade da reacao é praticamente nula

em pH < 3,5, aumenta gradativamente, atingindo valor maximo em pH préximo da
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neutralidade e possui grande variacdo de comportamento em pH(s) alcalinos,
como mostra a Figura 25. A grande quantidade de espécies que podem ser
geradas nestes pH(s), sendo todas, em maior ou menor grau, cataliticas frente ao
substrato estudado, torna extremamente complicado o estudo desta reacdo em
meio alcalino. Assim sendo, tomou-se como “pH 6timo” o valor de 6,5, e neste
foram realizados os estudos de variacdo do excesso de substrato, a fim de

determinar os parametros cinéticos para a reagao.
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Figura 25. Grafico de Vo em funcédo do pH para a reagao de hidrélise do 2,4 -

BDNPP catalisada pelo complexo (1), a 25°C, sob as seguintes condigdes:
solugdo CH3CN/H20O, 1:1; [complexo] = 4,0.10° mol.L™"; [2,4 - BDNPP] = 5,0.10°
mol.L™"; [tampdes] = 0,05 mol.L™" (MES, HEPES, CHES); | = 0,05 mol.L™ (LiCIO,).

A condicdo de pH escolhida se mostra a mais adequada também para a
interpretacdo dos dados, ja que foi visto nos estudos potenciométricos uma
significativa predominéncia da espécie E. Propbe-se nessas condicbes uma
espécie tetranuclear muito semelhante a estrutura cristalina resolvida. na qual se
espera apenas a troca dos ligantes labeis por solvente.

Os graficos mostrados na Figura 26 ilustram os estudos cinéticos em fungao

do excesso de substrato e os valores referentes aos parametros cinéticos estao
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sumarizados na Tabela 11. Os parametros cinéticos obtidos no presente trabalho
estdo na mesma ordem de grandeza dos parametros encontrados para outros

complexos modelos desenvolvidos pelo grupo.>®

30x 10°

V,.10° (mol.L™".s™)

1V, (Lmol™s)

20x 10°

10x 10

0 500 1000 2000

1/[Substrato] (L.mol”)

1500

1
2.0

[Substrato] .10° (mol.L")

T T T T
6.0 7.0

3!0 ' 4!0 ' 5!0

Figura 26. Curva de saturacéao e grafico de Lineweaver-Burk (inserido) para a
reacdo de hidrdlise do 2,4 - BDNPP catalisada pelo complexo (1) a 25°C sob as
seguintes condi¢des: solugdo CH3CN/H,0 1:1; [complexo] = 2,0.10° mol.L™; [2,4 -
BDNPP] = 3,0 a 19,0.10* mol.L"; [tamp&o] = 0,05 mol.L" (MES e HEPES);

| = 0,05 mol.L" (LiCIO,).

Tabela 11. Pardmetros cinéticos obtidos nas reacdes de hidrélise do 2,4 -
BDNPP a 25°C, catalisadas pelo complexo (1) e por complexos FeZn com o
ligante H.BPBPMP>"*8

Complexos (mo\ll.llté%(.s") (mcla(lr."L*) (Ife,c'qt) Fm(lc:lc'a‘t.l/_.l.:.q; (mlé?ﬁs.L) (kca:/k,,c)

Complexo (1) 1,2.10% | 3,4.10° | 6,2.10% | 18,0.10° 293 3,5.10°
[Fe"Zn"BPBPMP(u-OAc),]* °"*® 2,9.10° 8,1.10° | 7,3.10* 9,0.10° 120 4,1.10°
[Fe"Zn"BPBPMP(u-OAc)(H.0),* ¢ | 4,7.10° 9,8.10° | 11,8.10* | 12,0.107 102 6,6.10°
[Fe"Zn"BPBPMP (u-OH)(H,0)]**%® | 6,5.10° | 16,0.10° | 16,3.10* | 10,2.10? 63 9,1.10°
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Procurando obter mais informag¢des sobre o mecanismo pelo qual o complexo

(1) atua na hidrélise do substrato, foram realizados testes cinéticos na presenca

de um suposto inibidor. Foi escolhida a 2,2’-Bipiridina, imaginando bloquear o

acesso aos atomos de zinco, como mostrado no Esquema 9. O grafico de

velocidades iniciais versus concentracdo de 2,2-Bipiridina é mostrado na Figura

27.

Esquema 9. Provavel inibicdo do complexo (1) por 2,2’-Bipiridina

V,.10° (mol.L".s™)

T T T
2 4

T
6

T
8

[2,2' - bipiridina] / [Complexo]

Figura 27. Grafico de Vo em funcédo da concentracao de 2,2’-Bipiridina para a
reacdo de hidrélise do 2,4 - BDNPP catalisada pelo complexo (1), a 25°C, sob as
seguintes condicdes: solucdo CHzCN/H-0 1:1; [complexo] = 4,0.10° mol.L"; [2,4 -
BDNPP] = 2,0.10° mol.L'™"; [2,2’-Bipiridina] = 2,0.10® a 40,0.10° mol.L™; [tamp&o] =
0,05 mol.L™" (MES); | = 0,05 mol.L™ (LiClO,).
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As velocidades iniciais alcancadas na presenca e na auséncia de bipiridina
foram praticamente iguais, ndo havendo assim inibicdo. Isto sugere que a reacao
ocorre exclusivamente nos atomos de ferro, com a saida de uma das pontes
hidréxido. Para comprovar esta hipétese outros experimentos, como o estudo com
outros ligantes potencialmente inibidores e reatividade de complexos binucleares

Fe'l(u-OH),Fe", sdo necessarios.
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5 — CONCLUSOES

Foram sintetizados trés novos complexos que apresentam propriedades
relevantes, quando comparados aos sitios ativos das PAP’s.

Os complexos M"M"L(u-OAc). (2) e (3) foram caracterizados, mostrando
propriedades espectroscopicas semelhantes aos complexos similares
sintetizados com o ligante H,.BPBPMP. Isto mostra que o ligante utilizado é
promissor, ja que mantém propriedades alcangcadas com um dos melhores

sistemas de modelagem para PAP’s ja descritos.

JA o complexo (1), obtido na tentativa de sintetizar o composto
Fe''Zn"L(u-OH), devido a sua estrutura ndo usual, faz crer que, apesar das
propriedades dos complexos com pontes acetato, o ligante utilizado pode
oferecer oportunidades de estudos completamente diferentes e novas,
através da estabilizacdo de espécies tetranucleares como a descrita neste
trabalho.

Os estudos de reatividade do complexo (1) podem ser de grande ajuda para
o0 esclarecimento do mecanismo pelo qual enzimas contendo o motivo
estrutural M1(p-OH)M2 atuam. O fato do suposto impedimento dos centros
de Zn" nao afetar a sua reatividade implica em imaginar que a reagdo ocorra
nesse “sitio” do cation complexo. Sendo assim, o esclarecimento de como
esta reacdo caminha pode informar muito sobre a reatividade destas

enzimas.
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6 — PERSPECTIVAS E CONTINUIDADE

O substrato 2,4 - BDNPP foi escolhido pela sua disponibilidade e facilidade
no acompanhamento cinético da reacdo, dentre outros fatores. Entretanto, ndo
foram realizados estudos de hidrélise desse substrato pela enzima, o que nao
permite assim uma comparacdo com a atividade catalitica dos complexos.
Portanto, existe a necessidade de se estudar a cinética de hidrélise de outros
substratos (Figura 28), como o p-nitrofenilfosfato, amplamente utilizado nos
estudos enzimaticos e o triéster dietil — 2,4 - dinitrofenilfosfato. Estudos cinéticos
com este triéster podem ser de grande valia no esclarecimento do mecanismo de

reacao, ja que este nao pode coordenar-se como ponte ao complexo.

Oz
o O -\ O
O\P/ \P/ O\P//
/=0 />0 AN
OuN OE ’ ON 05
OoN OoN OoN
2,4 - BDNPP p - Nitrofenilfosfato Dietil - 2,4 - Dinitrofenilfosfato

Figura 28. Substratos propostos para os estudos cinéticos de hidrélise de

fosfoésteres.

A caracterizacdo das espécies formadas em solucédo para o complexo (1)
estara sendo realizada, em colabora¢do com o prof. Dr Claudio N. Verani (Wayne
State University, Detroit, Ml), via LC esi MS/MS. O entendimento dos equilibrios
envolvidos pode ser extremamente util, ndo s6 para a espécie em pH = 6,5, mas
principalmente para as espécies em pH bésico, que se mostraram também ativas
e podem ser modelos funcionais para outras hidrolases, como as fosfatases

alcalinas.
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Muitos complexos metdlicos tém sido usados na clivagem hidrolitica do
RNA, porém, poucos clivam o DNA dupla fita. Fotoclivagem e clivagem oxidativa
tém sido utilizadas com sucesso, porém a falta dos grupos terminais 3’-OH e 5’-
OPO3; tornam a utilizacdo no campo da biologia molecular e biotecnologia limitada.
A clivagem hidrolitica ndo sofre essas desvantagens, podendo os fragmentos de
DNA clivados hidroliticamente serem ligados enzimaticamente. Complexos
metalicos eficientes na hidrélise do DNA podem ser usados nao s6 para mimetizar
e elucidar o papel de ions metalicos nas catalises promovidas por metaloenzimas,
mas, também, na manipulacdo génica.”” Estudos preliminares mostram que o
complexo (1) cliva DNA, nos pH(s) 6,5 e 8,0, comportamento semelhante ao visto
frente ao 2,4 - BDNPP. Novamente, conhecer quais as espécies das quais se esta
tratando torna-se essencial.

A determinacao dos produtos formados durante a hidrélise também pode
fornecer valiosas informacdes a respeito do mecanismo envolvido nessas reagoes.
Os produtos serdo caracterizados através da técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) em colunas de fase reversa (C18), onde aliquotas de uma
reagao serao injetadas em intervalos de tempo determinados. A observagdo da
propor¢ao do 2,4-dinitrofenol e do 2,4-dinitrofenolato, por exemplo, deve indicar se
existe a hidrélise de um ou dois fenolatos nessas reagdes. O uso do triéster ou do
p-nitrofenilfosfato como substrato eliminam a possibilidade de reagcbes em
paralelo.

Os produtos também poderdo ser caracterizados por ressonancia
magnética nuclear de 3'P. O acompanhamento das cinéticas de hidrélise poderia
indicar a formacéao de intermediarios de reacao e também se existe a formacao de
um produto onde o fosfato estaria diretamente coordenado ao complexo.

Todas as analises realizadas e propostas para o complexo (1) devem ser
realizadas para os complexos (2) e (3).
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Apendice A — Sintese do Ligante HoL

Sintese do pré-ligante 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol — CMFF

CHy

CHg CHy
i) NaOH HCHO
+ CHCI —_— (0] B Cl (o]
8 i) HcL @Y HCI &
OH H OH H
HMB

OH

CMFF

Esquema . Sintese do nucleo basico CMFF.

O nucleo basico CMFF foi preparado em duas etapas.

Etapa i: Em uma primeira etapa preparou-se o 2-hidréxi-5-metilbenzaldeido
(HMB) através de uma reacgao de formilagcao do p-cresol baseada no procedimento
descrito na literatura para a reagdo de Reimer-Tiemann.®® Em um baldo de 3
bocas com capacidade para 5000 mL, equipado com condensador e agitador
mecanico, adicionaram-se 1500 mL de cloroférmio e p-cresol (21,6 g, 200 mmol).
O bal&o foi colocado em um banho com temperatura controlada entre 56 - 60 °C e,
sob agitacao, iniciou-se a adicdo de NaOH (60 g, 150 mmol), solubilizado em 100
mL de agua destilada, em pequenas porcdes durante as 3 primeiras horas de
reacdo. A reacado foi mantida por mais 1 hora e apds este periodo deixou-se
resfriar até a temperatura ambiente. A seguir, adicionou-se entao cerca de 500 mL
de agua destilada e, sob agitacao, iniciou-se a acidificacdo com HCI concentrado,
até pH = 2. A fase organica foi entdo separada, lavada com agua destilada, seca
com NaxSO, anidro e o solvente evaporado a pressao reduzida. O material
restante (6leo preto viscoso) foi destilado a pressao reduzida com auxilio de uma
coluna de vigreaux de 40 cm (55 — 65 °C a 0,1 mm Hg). Obteve-se o 2-hidroxi-5-
metilbenzaldeido (HMB) como um sélido branco cristalino P.F.: 56 °C com
rendimento de 46% (13 g, 92 mmol) em relacdo ao p-cresol. O HMB foi
caracterizado por IV e RMN "H.

IV (KBr), em cm™: v (C-Ha e C-Hait) 3024-2864; v (C-Haq) 2738; v (C=0)
1658; v (C=C) 1590-1484; 5 (O-H) 1372; v (C-Otenai) 1282; 3 (C-Hyr) 742.
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RMN 'H - 84 (200 MHz; CDCl;), em ppm: 2,34 (s, 3 H, CHs); 6,90 (d, 1 H,
CHar); 7,34 (dd, 2 H, CHg); 9,85 (s, 1 H, CHaq); 10,84 (s, 1 H, OHenal).

Etapa ii: O CMFF foi obtido pela reacdo de clorometilacgdo do HMB com
formaldeido e acido cloridrico como descrito a seguir: Em um baldo de 250 mL
adicionou-se 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (6,4 g, 47 mmol), formaldeido 37% (3,81
g, 94 mmol) e acido cloridrico concentrado (25 mL). Esta mistura foi refluxada
durante 15 minutos sob agitacdo magnética e na seqiiéncia resfriada até 0 °C,
formando um precipitado compacto no fundo do balédo, que foi triturado, filtrado
sob vacuo e recristalizado em etanol absoluto a quente. O sélido obtido foi deixado
secar em dessecador com silica sob vacuo por 12 horas e estocado sob argdnio a
temperatura inferior a -10 °C. O produto, 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol (CMFF),
foi obtido como sdlido amarelo claro P.F.: 95-96 °C com rendimento de 57% (5 g,
27 mmol) em relagdo ao HMB e caracterizado por IV e RMN 'H

IV (KBr) em cm™: v (C-Ha e C-Haif) 3048-2852; v (C-Haq) 2749; v (C=0)
1664; v (C=C) 1600-1470; & (O-H) 1378; v (C-Otenai) 1257; 3 (C-Hyr) 703.

RMN 'H - &4 (200 MHz; CDCls), em ppm: 2,35 (s, 3 H, CHas); 4,67 (s, 2 H,
CHy); 7,35 (s, 1 H, CHg); 7,46 (s, 1 H, CHy) ; 9,86 (s, 1 H, CHaq); 11,25 (s, 1 H,
OHrenal).

ATENCAO: Durante essa reagdo pode ser formado o composto bis-
(clorometil) éter, altamente toxico e comprovadamente um potente agente
carcinogénico. Portanto, essa reacdo deve ser realizada em capela com boa
exaustao, utilizando-se mascara e luvas, e todo o material utilizado deve ser
lavado com solugdo alcalina (por exemplo, etanol/agua/KOH: 60 mL/40 mL/5 g, na
capela), pois o bis-(clorometil)éter é rapidamente hidrolisado a formaldeido na
presenca de base. A solugdo reacional e todos os residuos devem ser
descartados somente apds correcdo do pH (pH>9,0) por adicdo de hidréoxido de
sddio ou potassio
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Sintese do pré-ligante (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina — HBPA

OH

OH
= i) NaBH, O—\
| . — > NH N
X NH, _0 i) HCI 2M \_@

Esquema 2. Sintese do ligante precursor HBPA

O ligante HBPA foi preparado através da modificagdo do procedimento
experimental descrito na literatura.’® Em um béquer contendo 100 mL de metanol
em um banho de gelo adicionou-se 15 mL (122,12 g.mol™*, 1,05 g.mL™, 0,15 mol)
de 2-(aminometil)piridina, seguido por 16 mL (108,14 g.mol™, 1,16g.mL™", 0,15
mol) de aldeido salicilico, sob agitacdo magnética. Apdés 30 minutos iniciou-se a
adicdo de 5,7 g (37,83 g.mol™, 0,15 mol) de borohidreto de sédio em pequenas
porcdes durante 1 hora. Deixou-se reagir por mais 1 hora e ajustou-se o pH entre
6 e 7 pela adicdo de HCI 2 mol.L™'. Evaporou-se o solvente sob vacuo a 40 °C e
adicionou-se diclorometano ao 6leo restante, que foi lavado com uma solucao de
bicarbonato de sdédio. A fase organica foi seca com Na,SO4 anidro e o solvente
evaporado a pressao reduzida. O 6leo amarelo-claro restante foi transferido para
um béquer e deixado num dessecador com silica sob vacuo para precipitacdo do
produto. O precipitado foi lavado com isopropanol e filtrado sob vacuo. A solucéo
de filtragem foi deixada em um béquer sobre a bancada para completar a
precipitacdo do produto, obtendo-se no total 25 g (214,27 g.mol”, 0,12 mol) de
HBPA com rendimento de 78 %.

P.F.: 62-63 °C.

RMN 'H - 84 (200 MHz; CDCl3), em ppm: 3,92 (s, 2H); 4,00 (s, 2H); 6,74-
6,88 (m, 2H); 6,97 (d, 1H); 7,14-7,26 (m, 6H); 7,81 (dt, 1H); 8,58 (d, 1H).

Sintese do Ligante 2-[N-(2-piridilmetil)(carboxiamidometil)aminometil]-4-metil-
6-[N-(2-hidroxibenzil)(2-piridiimetil)aminometillfenol — HaL*°
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Esquema. Sintese do ligante HyL.

A sintese do ligante final foi realizada em trés etapas.

Etapa i: 4,6 g (25 mmol, 184,62 g.mol"') de CMFF foram solubilizados em 80
mL de diclorometano num baldo de 250 mL em um banho de gelo. Sobre essa
solucdo adicionou-se 5,35 g (25 mmol, 214,17 g.mol”') de HBPA seguido por 3,5
mL de trietlamina (25 mmol, 101,19 g.mol?, 0,727 g.mL"), sob agitacdo
magnética. Apds a adi¢do dos reagentes o banho de gelo foi removido e a mistura
foi deixada reagir por mais 12 horas a temperatura ambiente. Entdo lavou-se
exaustivamente a solucdo reacional com uma solucdo aquosa de bicarbonato de
sédio a 10 %; a fase organica foi separada, seca e o solvente evaporado, restando
um éleo amarelo-claro. A adicdo de acetonitrila provocou a precipitagdo de 6,7 g
(19 mmol, 348,42 g.mol™") do produto 2-[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)aminometil]-
4-metil-6-formil-fenol (HBPAMFF) com 77% de rendimento.

P.F.: 105 °C.

RMN 'H - &4 (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,28 (s, 3 H); 3,78-3,86 (3 s, 6 H);
6,78-7,30 (m, 9 H); 7,65 (t, 1 H); 8,61 (d, 1 H); 8,56 (d, 1 H).

Etapa ii: 6,7 g (19 mmol, 348,42 g.mol"') de HBPAMFF foram solubilizados
em 80 mL de uma mistura THF/metanol 50 % formando uma solucao sobre a qual
adicionou-se 2,0 mL (19 mmol, 108,14 gmol', 1,05 gmL") de 2-
aminometilpiridina sob agitacdo magnética. Ap6s 30 minutos, adicionou-se 0,7 g
(19 mmol, 37,83 g.mol”) de borohidreto de sédio em pequenas porgdes. Deixou-
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se reagir por mais 30 minutos e ajustou-se o pH entre 6 e 7 pela adicao de
HCI 4 M. Evaporou-se o solvente sob vacuo a 40 °C e adicionou-se diclorometano
ao Oleo restante, que foi lavado com uma solucao de bicarbonato de sédio. A fase
organica foi seca com Na>SQO, anidro e o solvente evaporado a pressao reduzida,
restando um 6leo amarelo-claro que foi seco sob vacuo (0,1 mmHg, 40 °C).
Obteve-se 8,2 g (18 mmol, 454,57 g.mol") do produto 2-[2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[(2-piridilmetil)aminometil]-fenol (HBPAMPAF)
com 95 % de rendimento.

RMN 'H - 84 (200 MHz; CDCls), em ppm: 2,21 (s, 3 H); 3,73 (s, 2 H); 3,81 (s,
2 H); 3,85 (s, 2 H); 3,90 (s, 2 H); 3,93 (s, 2 H); 6,70-6,85 (m, 4 H); 7,00-7,38 (m, 6
H); 7,65 (t, 2 H); 8,52 (d, 2 H)

Etapa iii: 8,2 g (18 mmol, 454,57 g.mol”") de HBPAMPAF e 2,5 g (18 mmol,
137,96 g.mol™") de 2-bromoacetamida foram adicionados a um baldo contendo 100
mL de diclorometano, sob agitagdo magnética. Sobre essa solucado adicionou-se
2,5 mL de trietilamina (18 mmol, 101,2 g.mol”, 0,727 g.mL™") e apds 48 horas sob
refluxo a solucdo reacional foi lavada com solugdo aquosa de bicarbonato de
sédio saturada. A fase orgéanica foi separada, seca com sulfato de sédio anidro e o
solvente evaporado a pressao reduzida e T = 40°C. O 6leo amarelo-claro restante
foi seco sob vacuo (0,1 mmHg, 40°C), formando uma espuma branca. Obteve-se
8,9 g (17 mmol, 511,62 g.mol™") do ligante HoL, com rendimento de 97 %. Em
relacdo ao produto da etapa ii.

P.F.: 82-85 °C.

RMN 'H - 84 (200 MHz; CDCls), em ppm: 2,20 (s, 3 H); 3,20 (s, 2 H); 3,66 (s,
2 H); 3,80 (s, 2 H); 3,83 (s, 2 H); 3,87 (s, 2 H); 3,89(s, 2 H); 6,69-6,88 (m, 4 H);
7,04-7,36 (m, 6 H); 7,56-7,74 (m, 2 H); 8,58 (dd, 2 H).

Andlise elementar de CHN calculada para CzoH3z3NsO3.H.O, MM = 529,64
g.mol”’, C = 68,03; H = 6,66; N = 13,22 %. Encontrada: C = 67,81; H = 6,46; N =
13,07 %.



Apendice B — Espectros no infravermelho dos ligantes precursores
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Apendice C — Espectros de RMN'H dos ligantes precursores
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