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RESUMO 

 

Complexos de metais de transição com ligantes binucleantes têm sido 

descritos como modelos para o sítio ativo de inúmeras metaloenzimas. No 

entanto, algumas delas apresentam sítios bastante difíceis de modelar, devido à 

sua alta complexidade, tais como as fosfatases ácidas púrpuras (PAP’s), que, in 

vitro, catalisam a hidrólise de ésteres e anidridos fosfóricos. Estas apresentam um 

sítio ativo binuclear, com conteúdo metálico variável, contendo um átomo de FeIII e 

um outro metal MII = Fe, Zn ou Mn. Neste trabalho esta descrita a síntese e 

caracterização de 3 complexos com o ligante N, O doador 

2-[N-(2-piridilmetil)(carboxiamidometil) aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxibenzil) 

(2-piridilmetil)aminometil]fenol (H2L), que contem um grupamento amida visando 

mimetizar o resíduo de asparagina presente no sítio ativo da enzima. 

Todos os complexos foram caracterizados por análise elementar de CHNS, 

espectroscopia no infravermelho e espectroscopia eletrônica e eletroquímica. O 

complexo [Fe2Zn2L2(µ-OH)2(ClO4)2(H2O)2] (1) teve sua estrutura cristalina 

determinada por difração de raios X, suas constantes de protonação determinadas 

potenciometricamente, além da realização de estudos magnéticos, de 

espectroscopia Mössbauer e cinéticos. 

Os complexos FeIIIZnIIL(µ-OAc)2 (2) e FeIIIFeIIL(µ-OAc)2 (3) apresentaram 

propriedades espectroscópicas semelhantes aos complexos similares sintetizados 

com o ligante H2BPBPMP, mantendo as propriedades alcançadas com um dos 

melhores sistemas de modelagem para PAP’s já descritos. 

O complexo (1), obtido na tentativa de sintetizar o composto 

FeIIIZnIIL(µ-OH). A reação foi realizada na ausência de NaOAc.3H2O, em 

condições levemente básicas. Um composto tetranuclear Fe2Zn2 sem 

precedentes, contendo o motivo estrutural FeIII(µ-OH)FeIII, foi formado, 

caracterizado estruturalmente e é estabilizado por ligações de hidrogênio 

relativamente fortes. Sendo assim, o ligante pode oferecer oportunidades de 

estudos completamente diferentes, através da estabilização de espécies 

tetranucleares como a aqui descrita. 
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ABSTRACT 

 

Purple acid phosphatases (PAP`s) constitute a class of metalloenzymes that 

contain a dinuclear FeIIIMII (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 (H2L) as model 

for the PAP`s. 

All the complexes were characterized by CHNS elemental analysis, infrared 

and electronic spectroscopies and electrochemistry. The complex 

[Fe2Zn2L2(µ-OH)2(ClO4)2(H2O)2] (1) had its crystal structure solved by X-Ray 

analysis and its equilibrium constants determined. Furthermore, magnetic studies, 

Mössbauer spectroscopy and kinetics tests were done. 

The complexes FeIIIZnIIL(µ-OAc)2 (2) and FeIIIFeIIL(µ-OAc)2 (3) showed 

spectroscopic properties similar to those synthesized with H2BPBPMP 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 

FeIIIZnIIL(µ-OH) complex. The reaction is carried out in the absence of 

NaOAc.3H2O, under mild basic conditions. An unprecedented tetranuclear 

FeIII
2ZnII

2 complex containing the FeIII(µ-OH)2FeIII structural unit is formed, which 

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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ufPAP – Fosfatase Ácida Púrpura de Útero de Suínos 
V0 – velocidade inicial 
Vmáx – velocidade máxima 
χχχχmol – Suscetibilidade Magnética Molar 
µµµµeff – Momento Magnético efetivo 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 – A Química Bioinorgânica 

 

A visão de que um campo de estudo denominado bioinorgânica é conflitante 

reflete conceitos do início da química moderna. No início do século XIX, havia a 

divisão entre os produtos isolados de organismos vivos, os orgânicos, e 

compostos advindos de “natureza morta”, os inorgânicos. De lá para cá este 

conceito foi gradativamente se alterando, passando pela síntese da uréia a partir 

de “matéria não viva”, realizada por Wöller, até o maior desenvolvimento das 

técnicas e aparelhos analíticos, que permitiram a detecção de substâncias, 

mesmo que em quantidade de traço, nos organismos vivos.1 

Sabe-se há muito da presença e importância do ferro, cálcio e potássio, bem 

como de outros elementos para os sistemas vivos. Cada vez mais se reconhece 

que a presença de outros elementos inorgânicos é essencial a vida. Parece óbvio 

que organismos que habitam um meio essencialmente inorgânico desenvolvam 

mecanismos para utilização destes compostos. Porém, também é lógico pensar 

que estes organismos elaborem mecanismos de rejeição para certas substâncias 

inorgânicas. A evolução geral da ciência, em especial da bioquímica, tentando 

explicar os fenômenos biológicos através de efeitos moleculares e eletrônicos, e 

dos métodos analíticos, possibilitou o surgimento da química bioinorgânica. A 

química bioinorgânica, com base no seu objetivo, é uma extensa disciplina que se 

ocupa com as relações entre elementos e compostos inorgânicos e os sistemas 

biológicos.2 Ela desmistifica a química inorgânica como sendo a química dos seres 

não vivos, colocando-a muito próximo da biologia, que é por excelência a ciência 

que estuda os seres vivos. A despeito do seu título, química bioinorgânica é uma 

área da ciência altamente interdisciplinar, que promove a interação de diversas 

áreas da ciência como química, bioquímica, física, biologia, medicina, toxicologia e 

ciências ambientais.3 O desenvolvimento dos métodos de análise, a elucidação de 
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mecanismos de reações orgânicas, inorgânicas e bioquímicas têm contribuído 

muito para o seu desenvolvimento. 

O papel de um íon metálico em um sistema biológico pode ser limitado a uma 

função estrutural, tal como a sustentação de certas biomoléculas (ou parte delas) 

juntamente em uma estrutura mais ou menos estável. Exemplos bem conhecidos 

são cálcio(II) na termolisina (uma proteína com zinco no sítio ativo) e zinco na 

superóxido dismutase, álcool desidrogenase (sítio não catalítico) e em estruturas 

sólidas tais como ossos e dentes. 

Nos sistemas vivos que utilizam íons metálicos, processos eficientes de 

transporte dos mesmos são importantes. Exemplos bem conhecidos são a 

transferrina para o transporte de ferro em humanos, albumina para o transporte de 

cobre e ferritina para a estocagem de ferro.3,4 

Os íons metálicos e a coordenação de ligantes exercem um importante papel 

catalítico. O papel da catálise pode se restringir, por exemplo, a uma transferência 

de elétrons, a uma complexa reação redox ou a uma simples reação de ácido-

base. A presença do metal, em um sítio particular, usualmente resulta em reações 

de ativação de substratos pelo metal e ligantes que o rodeiam. Exemplos bem 

conhecidos de tais enzimas são a citocromo c oxidase, ferredoxinas, anidrase 

carbônica e álcool desidrogenase. 3,4 

Nas últimas décadas, a química bioinorgânica tem propiciado o 

desenvolvimento de uma área multidisciplinar, cujo objetivo principal é a busca 

constante por compostos de baixa massa molar, que sejam capazes de modelar 

características estruturais e/ou funcionais de inúmeros sistemas biológicos. Na 

verdade, o maior desafio da química bioinorgânica moderna é a compreensão do 

modo de ação dos metais nos sistemas vivos e de suas interações moleculares, 

com a finalidade de aplicar esses conhecimentos na medicina, biologia, ciências 

ambientais, catálise e tecnologia. 3,4 

Tendo em vista este objetivo, a química bioinorgânica tem crescido com a 

contribuição de cientistas de várias áreas e, como conseqüência, dividida em seis 

subáreas de pesquisa que se baseiam nos seguintes estudos: 3 
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1 - ambiente de coordenação em metaloproteínas, ácidos nucléicos, carboidratos 

e membranas; 

2 - mecanismos de reações nos centros metálicos das enzimas; 

3 - análogos sintéticos para os sítios ativos das metaloenzimas (projeção, 

síntese, estrutura, espectroscopia e reações catalíticas); 

4 - drogas contendo metais para a cura e a prevenção de doenças (síntese e 

mecanismo de ação); 

5 - remoção e transporte de íons e compostos metálicos para/e dos sistemas 

vivos (desintoxicação); 

6 - processos de biomineralização. 

Em todas estas subáreas, tanto o metal quanto o ambiente de coordenação 

que o envolve são de extrema importância para a estrutura, a estabilidade e os 

processos regulados e catalisados por espécies metálicas. 

Neste contexto, destaca-se a partir daqui a subárea que engloba o projeto, 

obtenção e estudo de análogos sintéticos para metaloproteínas, as quais podem 

ser vistas, de modo simplificado, como grandes compostos de coordenação. Desta 

forma, a química de coordenação pode desenvolver pequenas moléculas 

designadas modelos ou análogos sintéticos, com base nas informações 

disponíveis a respeito da estrutura do sítio ativo da enzima a ser modelada. Inicia-

se então um processo de projeção e síntese de moléculas orgânicas, com funções 

químicas similares aos resíduos de aminoácidos identificados ou sugeridos no 

sítio ativo da enzima, capazes de formar compostos de coordenação. Uma vez 

obtidos e caracterizados os ligantes de interesse, parte-se para a obtenção, 

caracterização e reatividade dos compostos de coordenação. A comparação das 

propriedades espectroscópicas, estruturais e catalíticas dos compostos de 

coordenação sintéticos com as da metaloenzima de interesse permite considerá-lo 

(ou não) um bom modelo sintético para tal enzima.1,5 Diante desta metodologia 

(Figura 1), o trabalho do químico bioinorgânico consiste em uma sistematização 

na síntese de ligantes que possuam grupos doadores análogos aos aminoácidos 

presentes no sítio catalítico 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 sistemática utilizada para a síntese de 

complexos modelos. 

 

Dados estruturais precisos, juntamente com informações espectroscópicas, 

são extremamente úteis na elucidação de aspectos estruturais de enzimas ainda 

não bem caracterizadas. De posse de um modelo estrutural, inicia-se a 

investigação de reatividade química do composto modelo frente a substratos 

adequados contribuindo para a elucidação de mecanismos de reações 

enzimáticas. Caso o complexo não apresente características satisfatórias como 

um bom modelo biomimético, uma nova investigação sistemática deve ser 

iniciada. Sendo assim, a primeira etapa para o desenvolvimento de um projeto em 

química bioinorgânica deve ser a seleção do sistema biológico (metaloenzima) a 

ser mimetizado. Para tanto, são de extrema importância alguns conhecimentos 

básicos sobre esses elaborados compostos de coordenação denominados 

metaloenzimas. 

 

 

1.2 - Metaloenzimas 

 

As enzimas são as biomoléculas mais notáveis e especializadas dos 

sistemas vivos e apresentam como característica principal uma extraordinária 

eficiência catalítica, sendo então 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 relação aos seus substratos. Elas aceleram reações 

químicas específicas em meio aquoso sob condições suaves de temperatura e 

pH.6,7 

Durante décadas acreditou-se que todas as enzimas fossem proteínas, até 

que em meados dos anos 80 descobriu-se que moléculas de ácido 

desoxirribonucléico são capazes de catalisar especificamente a clivagem e a união 

de substratos oligonucleotídicos, podendo ser classificadas tanto como uma 

ribonuclease, quanto como uma RNA polimerase. 6 

Para desempenhar suas atividades, algumas enzimas não requerem nenhum 

outro grupo químico além de seus resíduos de aminoácidos, enquanto que outras 

necessitam de componentes químicos adicionais conhecidos como cofatores, os 

quais podem ser íons inorgânicos e/ou moléculas orgânicas (coenzima). Quando o 

cofator liga-se covalentemente à parte protéica da enzima, este recebe a 

denominação de grupo prostético. 7 

Desta forma, as metaloenzimas são aquelas que apresentam como grupo 

prostético um ou mais íons metálicos. São biopolímeros constituídos de 

aminoácidos unidos por ligações peptídicas, organizadas de maneira a formarem 

um envoltório protéico (sítio ativo) que aloja o íon metálico. Portanto, o sítio ativo 

de uma metaloenzima consiste de um ou mais íons metálicos, a cadeia lateral da 

proteína, pontes exógenas e ligantes terminais que compõem a primeira esfera de 

coordenação de cada íon metálico. Esta composição faz com que as 

metaloenzimas sejam consideradas como complexos metálicos altamente 

elaborados. 8 

Segundo a União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB) 

as enzimas são classificadas em seis grandes grupos, de acordo com o tipo de 

reação envolvida. São elas: 7,9 

1 - Oxido-redutases: catalisam reações de oxidação-redução. O substrato 

oxidado é considerado como um doador de hidrogênio ou elétrons; 

2 - Transferases: catalisam a transferência de grupos como metil, amino, acetil, 

de uma molécula a outra; 
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3 - Hidrolases: catalisam a clivagem hidrolítica de ligações C-O, C-N, C-C e 

algumas outras ligações incluindo ligações anidrido fosfórico; 

4 - Liases: catalisam clivagem de ligações C-O, C-N, C-C e outras ligações por 

eliminação, clivagem de duplas ligações ou anéis, e adição de grupos a 

duplas ligações; 

5 - Isomerases: catalisam a transferência de grupos dentro de uma molécula 

produzindo formas isoméricas; 

6 - Ligases: catalisam a formação de ligações C-C, C-S, C-O e C-N por reações 

de condensação acopladas à clivagem de ATP. 

Acredita-se que a alta especificidade apresentada pelas enzimas esteja 

relacionada a um arranjo tridimensional único para cada enzima. Conceitualmente, 

as proteínas podem se organizar em quatro níveis: 7 

1 - Estrutura primária: consiste da seqüência de aminoácidos unidos entre si por 

ligações peptídicas covalentes e pela localização de pontes dissulfeto, 

2 - Estrutura secundária: refere-se à conformação local de resíduos de 

aminoácidos adjacentes em uma cadeia polipeptídica (α-hélice e folha-β) e 

são estabilizadas por ligações de hidrogênio.  

3 - Estrutura terciária: refere-se ao relacionamento espacial entre todos os 

aminoácidos da cadeia polipeptídica, ou seja, é a estrutura tridimensional 

completa do polipeptídio. 

4 - Estrutura quaternária: ocorre em proteínas com mais de uma cadeia 

polipeptídica e especifica a relação espacial dos polipeptídios, ou subunidades 

no interior de uma dada proteína. 

Diante desta complexa organização estrutural, o químico bioinorgânico 

planeja a obtenção e caracterização detalhada de compostos que mimetizem 

propriedades estruturais, espectrais e funcionais, tendo em mente que estes 

compostos não reproduzirão rigorosamente a funcionalidade e a especificidade 

dos sistemas naturais, pois não se pode subestimar a contribuição de todos os 

componentes da metaloenzima, mas que irá contribuir para a elucidação do 

mecanismo de ação destes sistemas. 
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A partir destes conhecimentos básicos sobre a bioquímica das 

metaloenzimas, destacam-se a seguir as que apresentam atividades catalíticas de 

hidrólise, as chamadas hidrolases e, dentre estas, as que possuem dois íons 

metálicos no seu sítio ativo. 

 

 

1.3 - Hidrolases 

 

As hidrolases são enzimas capazes de clivar hidroliticamente ligações 

químicas diversas, tais como amidas, ésteres, éteres e nitrilas. Muitas hidrolases 

contém um sítio ativo similar, contendo dois íons metálicos com separação de 3 a 

5 Å que participam do mecanismo de catálise. Porém, somente nos últimos anos 

têm sido detalhadas informações estruturais para algumas dessas enzimas.10 

Neste trabalho, as metaloenzimas de interesse são as fosfatases ácidas púrpuras, 

enzimas de sítio ativo binuclear classificadas como fosfohidrolases. 

 

 

1.4 – Fosfatases Ácidas Púrpuras (PAP’s) 

 

Várias são as fontes das quais têm se isolado fosfatases ácidas púrpuras, 

tais como leveduras, fluido uterino de suínos (uteroferrina-ufPAP), baço de 

bovinos (bovine spleen-bsPAP), macrófagos, lisossomos humanos, ossos de 

ratos, plantas e bactérias.10-15  As PAP’s são metalohidrolases que catalisam a 

clivagem de ésteres de fosfato em condições ácidas ou próximas da neutralidade 

(faixa de pH 4-7). Elas possuem em seus sítios ativos um centro binuclear FeIII–MII 

(onde MII = FeII, MnII ou ZnII),11 sendo que as PAP’s isoladas de plantas são as 

que apresentam sítios heterobimetálicos, como FeMn e FeZn, presentes, 

respectivamente, na batata doce (spPAP) e em feijões (kbPAP e sbPAP).12 

Entretanto, as enzimas de origem animal, ufPAP e bsPAP, são as que têm sido 

melhor estudadas.13 
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O sítio ativo das PAP’s de mamíferos já isoladas, como a ufPAP e a bsPAP, 

consiste de um centro binuclear de ferro com dois estados de oxidação acessíveis: 

um cataliticamente inativo, FeIIIFeIII, conhecido como forma púrpura e 

caracterizado por uma típica banda de absorção (λmax = 550 nm com 

ε = 4000 M-1cm-1) – que foi a primeira forma isolada para essas enzimas e então 

originou o nome da classe – e outro, enzimaticamente ativo, FeIIIFeII, conhecido 

como forma rosa (λmax = 505 nm com ε = 4000 M-1cm-1).14-16 Essas bandas foram 

atribuídas a processos de transferência de carga do tipo tirosinato→FeIII, com o 

auxílio da espectroscopia Raman ressonante (excitação na região visível) das 

formas púrpura e rosa, que confirmou a presença de anéis fenolato, provenientes 

de resíduos de cadeias laterais de aminoácidos tirosina.16 O fato de serem 

observados coeficientes de extinção molares similares para ambas as formas da 

enzima e da interconversão das formas púrpura e rosa ser possível pelo uso de 

agentes químicos (redutores ascorbato e ditioeritritol; oxidantes ferricianeto e 

peróxido de hidrogênio), sugeriu que o resíduo tirosinato encontrava-se 

coordenado a somente ao centro de ferro não redutível.10,14,15 

As formas reduzida e oxidada das PAP’s têm sido investigadas por vários 

métodos físicos e espectroscópicos, como eletroquímica,17 espectroscopia Raman 

ressonante,18 RPE,18,19 suscetibilidade magnética,18,20 Mössbauer,18,21 RMN1H,22 

EXAFS23 e estudos cinéticos.24 

As evidências iniciais da presença de um sítio ativo bimetálico para as PAP’s 

vieram das medidas de RPE e de suscetibilidade magnética realizadas com a 

enzima extraída de baço de bovinos. Foi mostrado um acoplamento 

antiferromagnético para ambas as formas oxidada FeIIIFeIII (estado fundamental S 

= 0) e reduzida FeIIIFeII (estado fundamental S = 1/2) desta enzima.25 Através de 

experimentos de suscetibilidade magnética,18 foi possível aferir acoplamentos 

fracos, com valores de J na faixa de -5 a -11 cm-1 entre os centros FeIII e FeII 

constantes da forma reduzida da proteína. Já a forma oxidada FeIII/FeIII mostrou 

um forte acoplamento antiferromagnético (J = -150 cm-1), dados estes sugeriram 

que os dois centros de FeIII estivessem ligados por pontes do tipo µ-oxo.17 Porém, 

novos experimentos20 foram realizados com as formas reduzida e oxidada da 
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kbPAP e da bsPAP, obtendo-se valores de acoplamentos baixos para todas as 

formas (kbPAP reduzida - [pH = 6 / J = -8 cm-1]; bsPAP reduzida [pH / J(cm-1) = 

3,9/-10; 4,9/-9 e 5,6/-13]; kbPAP oxidada e bsPAP oxidada [J = -9 cm-1]). Assim 

sendo, foi excluída a presença de pontes do tipo µ-oxo e se propôs a semelhança 

estrutural entre essas duas enzimas.20 Vale ressaltar que o motivo estrutural 

M1(µ-OH)M2 é proposto como a unidade catalítica de muitas hidrolases, incluindo 

arginase, urease, aminopeptidase e inúmeras fosfatases (Figura 2). A arquitetura 

para muitos destes sítios é conservada mesmo em enzimas não relacionadas 

filogeneticamente, sugerindo uma evolução convergente destas proteínas para 

promover um mecanismo de ação comum, porém, ainda não estabelecido.26a 

 

Figura 2. Representação para os sítios ativos de hidrolases binucleares 

contendo ponte hidróxido: A – Arginase; B – Fosfatase ácida púrpura; C - 

Metionina aminopeptidase; D - Calcineurina; E - Urease; F - Leucina 

aminopeptidase.26a 

 

Dados de RPE, obtidos para a ufPAP e para a bsPAP, mostraram que a 

forma oxidada é silenciosa – não apresenta sinal – enquanto a forma reduzida 

mostra um sinal rômbico, com valores de g iguais a 1,93, 1,74 e 1,59, a 

temperaturas menores que 30K. Estes sinais são característicos de acoplamento 

antiferromagnético em compostos de valência mista FeIIIFeII (S = 1/2).22 
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Estudos Mössbauer realizados com a forma oxidada da ufPAP evidenciaram 

a presença de dois centros distintos de FeIII, spin alto, hexacoordenados e em 

baixa simetria, enquanto que, para a forma reduzida, foi identificado um sítio de 

valência mista FeIIIFeII, sendo os dois íons spin alto, com forte distorção da 

simetria octaédrica.21 

Utilizando a técnica de microcoulometria, o comportamento redox da ufPAP 

foi investigado em função do pH, onde foram observados os seguintes valores: 

E1/2 = 0,367 V vs NHE em pH ~ 5 e E1/2 = 0,306 V vs NHE em pH ~ 6.17 

Baseado nos estudos realizados com as PAP’s e em complexos modelos, 

muito tem sido inferido a respeito do ambiente de coordenação do íon metálico no 

sítio ativo e de suas implicações na atividade catalítica dessa classe de  

metaloenzimas.11,27,28 

Recentemente, foram determinadas por difração de raios X as estruturas 

cristalinas das enzimas do feijão (kidney bean – kbPAP),29 da PAP resistente ao 

tartarato isolada de ratos (rat TRAP),31 da PAP de ossos de ratos (rbTRAP)30  e do 

úteros de bovinos (ufPAP).32 A principal diferença entre as PAP’s de mamíferos e 

a kbPAP é que a enzima extraída de plantas é uma metaloenzima homodimérica, 

FeIIIZnII, com subunidades de ~55 kDa, enquanto que a de mamíferos na sua 

forma ativa é uma enzima monomérica FeIIIFeII com ~35 kDa. 

Na kbPAP (resolução 2,65 Å),29 os centros metálicos estão separados por 

3,26 Å, sendo que o íon FeIII encontra-se em uma geometria octaédrica (Figura 

3a), coordenado aos seguintes resíduos de aminoácidos das cadeias laterais: 

His325, Tyr167, Asp135 de modo monodentado e um grupo carboxilato 

monodentado ponte do Asp164. Completando a esfera de coordenação do metal, 

dois ligantes exógenos foram modelados: um ligante hidroxo terminal (Fe-O: 1,9 

Å) e um ligante µ-hidróxido ponte (Fe-O: 1,9 Å e Zn-O: 2,1 Å).29 Para o íon ZnII foi 

observada uma geometria octaédrica distorcida que é composta pelos resíduos de 

aminoácidos His286, His323, um oxigênio amida da Asn201 e uma molécula de 

água terminal modelada (Zn-O: 2,1 Å) , além dos grupos ponte mencionados na 

descrição do ambiente de coordenação do íon FeIII.29 A kbPAP apresenta um 

máximo de absorção em 560 nm (ε = 3360 M-1.cm-1), similar ao observado para as 
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enzimas de mamíferos e para a forma oxidada da enzima modificada FeIIIFeIII-

kbPAP.13,30 Entretanto, a redução da enzima substituida FeIIIFeIII-kbPAP para a 

forma FeIIIFeII-kbPAP não causou o deslocamento da banda de transferência de 

carga para 510 nm, como ocorre para as PAPs isoladas de mamíferos.13,18 

 

(a) 

 

(b) 

 
(c) 

 

Figura 3. Estruturas cristalinas dos sítios ativos das PAP’s: (a) kbPAP,29 

(b) rbTRAP32 e (c) ufPAP.33 

 

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

da forma oxidada da enzima extraída de ossos de ratos (rbTRAP - resolução 

2,2 Å)32  presenta seus dois centros de FeIII com geometria octaédrica distorcida, 

separados por uma distância de 3,5 Å. Um dos dois centros de FeIII está 

coordenado aos aminoácidos da cadeia lateral Asp35, Tyr76, His244 e uma 
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molécula de solvente exógena modelada, enquanto que o outro está coordenado 

aos aminoácidos Asn112, His207, His242 e um átomo de oxigênio proveniente de 

um íon sulfato de cristalização. Ambos os centros de FeIII estão ponteados por um 

dos átomos de oxigênio carboxilato do Asp73 e um átomo de oxigênio que, pelos 

resultados dos estudos realizados com a enzima, deve ser advindo de um grupo 

µ-hydróxido.20, 32 

De maneira similar, as esferas de coordenação para ambos os centros de 

FeIII na ufPAP (resolução 1,55 Å)33 são próximas de octaédricas, porém, com um 

grupo fosfato ponteando os dois íons metálicos, que apresentam uma distância 

FeIII...FeIII de 3,31 Å (Figura 3c). 

A função in vivo das PAP’s é objeto de muitos trabalhos. Propõe-se que 

devem agir na degradação de eritrócitos e da matriz óssea, bem como na 

reabsorção e mineralização destes últimos. Acredita-se também que estejam 

envolvidos no transporte de ferro em fetos de suínos e na degradação dependente 

de oxigênio de material fagocitado 31-34, pois são fontes catalíticas de radicais 

hidroxila, que parecem atuar neste sentido.13,35,36 Sugere-se que fosfatases 

oriundas de plantas participem na homeostase de fosfato, como liberadoras do 

fosfato de organofosforados. 12,13,26 A partir da resolução das estruturas pôde-se 

observar uma grande similaridade entre os sítios ativos das PAP`s, o que sugere 

que toda a classe trabalhe através de um mecanismo comum. 10,26,35 

Em 1996, Klabunde e colaboradores29a propuseram um mecanismo de 

catálise assistida por metal, do tipo SN2, baseado na estrutura cristalina da kbPAP. 

Com a resolução da estrutura da rbPAP em 1999, Lindqvist e colaboradores32 

propuseram um mecanismo similar ao proposto por Klabunde e colaboradores29a, 

o qual encontra-se descrito a seguir e está representado na Figura 4. 
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Figura 4. Mecanismo proposto por Lindqvist e colaboradores32 para a 

hidrólise de ésteres de fosfato promovida pelas PAP’s. 

 

Na primeira etapa da reação, o grupo fosfato do substrato liga-se à forma 

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

subseqüente coordenação ao centro de FeII. Uma vez coordenado o substrato, o 

átomo de fósforo assume um caráter positivo, o que facilita um ataque nucleofílico 

do íon hidroxila presente na esfera de coordenação do íon FeIII, o qual está em 

posição adequada para um ataque “em linha” sobre o átomo de fósforo.  Devido 

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

inversão de configuração no átomo de fósforo. O ataque nucleofílico resulta em 

um estado de transição pentacoordenado que deve ser estabilizado pelos 

resíduos de histidina, His113 e His216, conservados no sítio ativo. A hidrólise 

propriamente dita deve ocorrer a partir da protonação do grupo álcool 

abandonador pelo resíduo de ácido aspártico, Asp267, e subseqüente clivagem da 

ligação P-OR. Ao final da etapa catalítica, 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 

FeIII por uma molécula de água, em uma reação de substituição.32 

Vale a pena ressaltar que algumas evidências suportam o mecanismo 

descrito acima e também foram propostas por Klabunde e colaboradores,28a tal 

como o ataque nucleofílico ser facilitado devido:32 

 

1 - ao íon FeIII ser um forte ácido de Lewis podendo gerar um grupo hidróxido 

nucleofílico a partir de uma molécula de água coordenada em sua primeira 

esfera de coordenação;  

2 - ao íon FeII também agir como retirador de densidade eletrônica do átomo de 

fósforo através de sua coordenação a um átomo de oxigênio do fosfato, e  

3 - aos resíduos de histidina, His113 e His216, conservados no sítio ativo, 

aumentarem a retirada de elétrons do átomo de fósforo através da 

estabilização da carga negativa sobre os dois átomos de oxigênio do fosfato 

através de ligações de hidrogênio. 

 

De acordo com o mecanismo proposto por Klabunde e colaboradores 29a para 

a ação da kbPAP, o resíduo His296 da enzima de plantas (correspondente à 

His216 na rbPAP) é sugerido agir como um ácido geral que protona o grupo de 

saída. Porém, na rbPAP, a existência de um resíduo de ácido aspártico (Asp267) 

na vizinhança de seu resíduo de histidina conservado sugere que este esteja 

agindo como um ácido geral. Esta suposição deve-se ao fato de que no pH ótimo 

para a reação, parece mais provável que o resíduo de ácido aspártico atue como 

doador de elétrons na protonação do produto a ser liberado. Esta proposição tem 

sido observada no mecanismo das fosfatases ácidas de alta massa molar, que 

também usam um grupo ácido (resíduo aspartato conservado) na protonação do 

grupo de saída. 

Um segundo mecanismo, que difere do anterior na origem do nucleófilo 

(Figura 5), foi proposto por Que e colaboradores, baseado em estudos de ENDOR 

(elétron – nuclear double resonance spectroscopy). 26 Neste mecanismo o íon FeIII 

encontra-se pentacoordenado (sem a molécula de água exógena) e assim o 
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nucleófilo deve ser a ponte OH, a qual estaria mais próxima do centro metálico 

FeII, e o substrato estaria coordenado como ponte. Sendo assim, nos mecanismos 

descritos acima a principal função proposta para os íons metálicos é agir como 

ácido de Lewis em um processo catalítico onde não há o envolvimento de nenhum 

radical químico. Isso tem sugerido que as PAP’s desempenham dupla atividade: 

como fosfatase e como uma fonte de radicais hidroxila.32 No entanto, a verdadeira 

função fisiológica das PAP’s ainda permanece não estabelecida. 

 

Figura 5. Ataque nucleofílico proposto por Lindqvist e colaboradores (A)32 e 

por Que e colaboradores (B) 26 para a hidrólise de ésteres de fosfato promovida 

pelas PAP’s. 

 

 

1.5 – Complexos Modelos 

 

Como mostrado nas seções anteriores, antes mesmo da resolução da 

primeira estrutura cristalina das PAP’s, já se conhecia muito sobre a composição 

do seu sítio ativo. Para tanto, foram essenciais as comparações entre as 

propriedades físico-químicas obtidas diretamente da enzima com as obtidas para 

complexos modelos. Com esse objetivo, dezenas de complexos com ligantes 

contendo átomos de oxigênio e de nitrogênio doadores encontram-se descritos na 

literatura.37-53 Assim, quando as estruturas de raios X foram determinadas, muitas 

(A)                                                            (B)
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das informações obtidas foram apenas comprovação das propriedades 

previamente reportadas. 

Atualmente são buscadas, através do estudo de compostos modelos, 

maiores informações sobre a reatividade das PAP’s, procurando auxiliar na 

comprovação de seu mecanismo de ação bem como na busca de seu papel nos 

sistemas vivos. O primeiro complexo descrito como modelo funcional para as 

PAP’s foi publicado em 1995.54 Esse complexo foi gerado em solução pela adição 

de nitrato de ferro (III) ao ligante H2EDDA, e sua atividade catalítica foi então 

avaliada frente à reação de hidrólise do 4-nitrofenilfosfato. Observou-se uma 

aceleração de 160 vezes em relação a reação não catalisada, a 25 oC e pH = 6,0. 

Em 1997 Ménage e colaboradores publicaram o complexo 

Fe2O(Phen)4(OH)2(NO3)2, cuja atividade catalítica na hidrólise do éster de fosfato 

BNDPP – Substrato Modelo -  foi avaliada, apresentando uma aceleração de 100 

vezes em relação a reação não catalisada, a 50oC e pH = 6,0.55  

A elucidação das estruturas cristalinas dessas metaloenzimas, que permitiu 

desvendar o sítio ativo e descobrir um ambiente de coordenação comum entre as 

diversas PAP’s  forneceu subsídios para o desenvolvimento de ligantes mais 

elaborados para a mimetização desse sítio ativo e conseqüentemente das suas 

propriedades. Nesse sentido, uma das estratégias mais promissoras para o 

desenvolvimento desses ligantes é a utilização de um esqueleto binucleante como 

mostrado na Figura 6, que proporciona a formação de pontes do tipo µ-alcóxido ou 

µ-fenóxido e de braços pendentes contendo grupos doadores que mimetizam os 

resíduos de aminoácidos coordenados aos centros metálicos no sítio catalítico.10 

 

Figura 6. Estrutura geral para ligantes binucleantes, onde R corresponde aos 

braços pendentes contendo os grupos doadores coordenantes. 
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Alguns dos principais ligantes utilizados na síntese de modelos para as 

PAP’s são o H2BTPPNOL42 e o H2BPBPMP39,56 (Figura 7), que além de 

proporcionarem um caráter não-simétrico ao complexo, contém apenas um grupo 

fenol, aproximando-se bastante do ambiente de coordenação presente no sito 

ativo das PAP’s, quando comparados aos demais ligantes descritos até o 

momento. 

OH

N

N

N

N

NOH

 
  (A) 

CH3

OH

N

N

OH

N

N N
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Figura 7. Representação esquemática de alguns dos principais ligantes 

utilizados na modelagem das PAP’s, onde: (A) = H2BTPPNOL40b, 40c, (B) = 

H2BPBPMP39,40a,56 

O complexo [FeIIIFeII(BPBPMP)(OAc)2]ClO4 (onde BPBPMP é a forma 

desprotonada do ligante H2BPBPMP) 39,40a56, apresenta um potencial redox de 

+380 mV vs NHE, similar ao observado na UfPAP.17 Entretanto, suas 

propriedades cromofóricas são diferentes das encontradas na enzima.12,18 Já os 

complexos [Fe2
III(BTPPNOL)(µ-OAc)2]

2+ e [FeIIIFeII(BTPPNOL)(µ-OAc)2]
+ (onde 

BTPPNOL é a forma desprotonada do ligante H2BTPPNOL) 42 podem ser 

considerados análogos para as propriedades cromofóricas 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 comparação a 

outros sistemas, são relativamente poucos os trabalhos na literatura que 

descrevam atividade catalítica de complexos binucleares FeFe e FeZn frente a 

ésteres de fosfato.55,57,58 Podem ser citados os complexos [ZnIIFeIII(BPMOP)]4+ e 

[FeIIFeIII(BPMOP)]4+, gerados em solução pela adição dos sais dos metais ao 

ligante HBPMOP. A atividade catalítica desses complexos na reação de hidrólise 

do éster de fosfato 2-hidroxipropil-p-nitrofenilfosfato, a 25oC e pH = 8,5, promoveu 
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uma aceleração de 112 e 54 vezes em relação a reação não catalisada, para os 

complexos de FeIIIZnII e FeIIIFeII, respectivamente.59 

Esses exemplos demonstram a necessidade de aprimoramento dos ligantes, 

buscando uma maior similaridade com o ambiente de coordenação da 

metaloenzima para que se possa chegar a análogos sintéticos das PAP’s e assim 

avançar na compreensão de sua reatividade. 

Sendo assim, apresenta-se neste trabalho o desenvolvimento de novos 

complexos FeIIIFeII e FeIIIZnII com o ligante binucleante 2-[N-(2-piridilmetil) 

(carboxiamidometil) aminometil] - 4 – metil - 6- [N - (2 - hidroxibenzil) (2-piridilmetil) 

aminometil]fenol – H2L
56,58 que, comparado ao ligante H2BPBPMP39,40a,56, deve ser 

vantajoso por substituir uma das piridinas por um grupo amida como braço 

pendente (Figura 8), buscando mimetizar o resíduos de aminoácido asparagina 

presente no sítio ativo das fosfatases ácidas púrpuras. 13,14,29,32,33 

CH3

OH

N

N
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N

N N

 

  (A) 
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Figura 8. Representação esquemática do ligantes H2BPBPMP39,40a,56 (A) e do 

ligante utilizado neste trabalho – H2L (B). Assinaladas com contorno estão as 

diferenças entre os dois ligantes. 
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2 – OBJETIVOS 

 

 

2.1 – Objetivos Gerais 

 

� Síntese e caracterização de complexos metálicos de relevância para a 

obtenção de análogos sintéticos para o sítio ativo das PAP’s. 

 

� Avaliação das mudanças ocorridas devido à inclusão do grupo amida como 

braço ligante em complexos modelos 

 

2.1 – Objetivos Específicos 

 

� Reprodução da síntese e caracterização do ligante 2-[(2-

piridilmetil)(carboxiamido-metil)aminometil]-4-metil-6-[(2-hidroxibenzil)(2-

piridilmetil)aminometil]fenol (H2L), já descrito por Lanznaster em sua Tese de 

Doutorado.58 

 

� Obtenção de novos complexos binucleares de valência mista FeIIIMIIL (onde 

M = Fe, Zn) com pontes µ-acetato e µ-hidróxido. 

 

� Estudo das propriedades espectroscópicas, eletroquímicas e estruturais dos 

complexos obtidos, buscando correlacioná-las com as propriedades das 

PAP’s. 

 

� Estudos de equilíbrio das espécies em solução através de titulação 

potenciométrica. 

 

� Avaliação da reatividade dos complexos obtidos frente à hidrólise de ésteres 

de fosfato. 
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3 – PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

3.1 – Materiais, Métodos e Instrumentação 

 

 

3.1.1 – Materiais 

 

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes, utilizados nas sínteses 

e análises, foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem purificação 

prévia: p-cresol (Aldrich), 2-aminometilpiridina (Aldrich), aldeído salicílico (Vetec), 

2-bromoacetamida (Acros), trietilamina (Merck), hidróxido de sódio (Nuclear), 

hidróxido de potássio (Merck, Nuclear), fomaldeído 37 % (Vetec), bicarbonato de 

sódio (Nuclear, Vetec), ácido clorídrico 37 % (Nuclear), sulfato de sódio anidro 

(Nuclear, Vetec), argônio 5.0 (White Martins), borohidreto de sódio (Aldrich), 

hidróxido de lítio (Aldrich), clorofórmio deuterado (Acros), oxocloreto de fósforo 

(Merck), 2,2`-bipiridina (Vetec), perclorato de ferro(III) hidratado (Aldrich), 

perclorato de zinco(II) hexahidratado (Aldrich), tampões biológicos MES, HEPES, 

CHES (Acros), perclorato de lítio hexahidratado (Aldrich), cloreto de sódio 

(Nuclear), perclorato de sódio (Aldrich, Acros), acetato de sódio trihidratado 

(Merck), ferroceno (Acros), ferricianeto de potássio (indeterminado), acetonitrila 

PA (Nuclear) acetonitrila UV/HPLC (Tedia, Mallinckrodt), metanol PA (Nuclear), 

acetona PA (Nuclear), diclorometano PA (Nuclear), diclorometano UV/HPLC 

(Tedia, Mallinckrodt), clorofórmio PA (Nuclear), isopropanol PA (Nuclear), etanol 

absoluto (Carlo Erba, Merck), THF PA (Merck) acetato de etila UV/HPLC (Vetec), 

éter etílico PA (Nuclear). Purificado para utilização: hexafluorofosfato de 

tetrabutilamônio (Aldrich, recristalizado em etanol/água). 
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3.1.2 – Análise Elementar de CHN 

 

Os percentuais de Carbono, Hidrogênio e Nitrogênio foram obtidos na Central 

de Análises do Departamento de Química 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 espectrofotômetro 

Perkin Elmer FTIR – 2000, na região de 4000 a 450 cm-1. As amostras foram 

preparadas por dispersão em KBr de grau espectroscópico, com o qual se 

trabalha sob uma lâmpada de 200 W em ambiente com umidade controlada, e 

prensadas (10 toneladas) formando pastilhas com cerca de 1 cm de diâmetro e 

0,5 mm de espessura. Estas pastilhas são postas diretamente no caminho óptico 

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

 

 

3.1.4 – Espectroscopia de RMN 

 

Os espectros de RMN 1H e 13C foram realizados em um espectrofotômetro 

Brucker – FT 200 MHz, na Central de Análises do Departamento de Química. As 

amostras foram acondicionadas em tubo de quartzo de 5 mm e solubilizadas em 

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

 

 

3.1.5 – Difração de Raios X 

 

A análise por difração de raios X de monocristal do complexo [FeIII
2ZnII

2(L)2(µ-

OH)2(ClO4)2(H2O)2][ClO4]2.4H2O.2(CH3)2CHOH (1) foi realizada no difratômetro 

automático ENRAF-NONIUS CAD-4 na Central de Análises Departamento de 
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Química da UFSC, equipado com um tubo de molibdênio (MoKα = 0,71073 Å) e 

monocromador de grafite. A solução da estrutura cristalina foi obtida através dos 

métodos diretos com a utilização do programa SHELXS97.60a O refinamento da 

estrutura foi realizado pelo método dos mínimos quadrados com matriz completa, 

com a utilização do programa SHELXL9760b e a representação gráfica foi 

elaborada com os programas ZORTEP61 e ORTEP62. 

 

 

3.1.6 – Espectroscopia Mössbauer 

 

Os espectros Mössbauer para o complexo (1) foram obtidos nas 

temperaturas de 298 K e 115 K, a partir de uma fonte móvel 57Co (Rh) em um 

modo de aceleração constante. As linhas de ressonância do ferro metálico foram 

utilizadas para a calibração da fonte e os deslocamentos isoméricos foram dados 

relativos ao ferro metálico, à temperatura medida. Esses experimentos foram 

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

 

 

3.1.7 – Potenciometria 

 

Os estudos potenciométricos foram realizados em solução de etanol/água 

(70:30 % V/V) devido à baixa solubilidade dos complexos em água, utilizando um 

pHmetro Corning 350 acoplado a um eletrodo de vidro combinado (Ag/AgCl). As 

soluções foram preparadas com água bidestilada na presença de KMnO4 e etanol 

absoluto. Os eletrodos foram calibrados com uma solução diluída de HCl em 

etanol/água 70:30 % V/V para leitura direta de –log[H+] (pH) e a inclinação foi 

fixada utilizando dados obtidos a partir da titulação potenciométrica de uma 

solução com volume conhecido de HCl 10,0.10-3 mol.L-1 com solução padrão de 

KOH 0,10 mol.L-1 livre de CO2, ambos em etanol/água 70:30 V/V %. Os 

experimentos foram realizados com 0,05 mmol do complexo solubilizado em 20,0 

mL de solução com força iônica I = 0,1 mol.L-1 (KCl),  em uma célula 
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termostatizada (25,0°C), sob atmosfera de argônio. Essas soluções tiveram o pH 

ajustado para pH ~ 3,0 pela adição de HCl 0,1 mol.L-1 e foram tituladas com uma 

solução padrão de KOH 0,100 mol.L-1 até pH = 12,0. O pKw da solução 

etanol/água 70:30 V/V % contendo 0,1 mol.L-1 de KCl (força iônica) utilizado para 

os cálculos foi 14,71(±2)63. A adição de alíquotas de 0,05 mL de solução de KOH 

(titulante) foi realizada com auxílio de uma bureta Schott, modelo T80/20, com 

adições sucessivas de base, realizadas de 5 em 5 minutos ou após a estabilização 

do pH. As titulações foram repetidas por três vezes e os valores foram obtidos 

como a média dos três experimentos. As constantes de equilíbrio foram calculadas 

com programa BEST7, sendo variadas para a realização do melhor ajuste entre os 

valores observados e calculados de pH para cada ponto de acordo com o 

parâmetro estequiométrico fornecido. Os diagramas de distribuição de espécies 

foram obtidos com os programas SPE e SPEPLOT.64 

 

 

3.1.8 – Espectroscopia Eletrônica 

 

Os espectros de absorção da região de 300 a 900 nm foram obtidos em um 

espectrofotômetro Perkin Elmer modelo Lambda 19, em cubetas de quartzo com 

caminho óptico de 1 cm. As soluções dos complexos foram preparadas em etanol 

absoluto/água desionizada 70:30 % V/V ou em acetonitrila de grau 

espectroscópico, com concentrações entre 6,0.10-4 mol.L-1 e 3,0.10-5 mol.L-1, 

aproximadamente. Os espectros no estado sólido foram obtidos através da 

preparação de pastilhas contendo as amostras dispersas em KBr de grau 

espectroscópico e prensadas (6 toneladas) formando pastilhas com cerca de 1 cm 

de diâmetro e 1 mm de espessura. 
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3.1.9 – Eletroquímica 

 

O estudo do comportamento redox dos complexos foi realizado através de 

voltametria cíclica em um potenciostato-galvanostato PAR modelo 273, sob 

atmosfera de argônio 5.0 (H2O, O2 < 3 ppm). 

O complexo [FeIII
2ZnII

2(L)2(µ-OH)2(ClO4)2(H2O)2][ClO4]2.4H2O.2(CH3)2CHOH 

(1) teve seu comportamento redox estudado em solução de etanol absoluto/água 

desionizada 70:30 % V/V, com concentração de aproximadamente 2,0.10-4 mol.L-1, 

contendo 0,1 mol.L-1 de LiClO4, utilizando-se eletrodo de carbono vítreo, como 

eletrodo de trabalho, Ag/Ag+ como referência e fio de platina como contra-eletrodo. 

Hexacianoferrato de potássio foi utilizado como padrão interno. 

Para os complexos [FeIIIZnIIL(OAc)2]ClO4 (2) e [FeIIIZnIIL(OAc)2]ClO4 (3) os 

experimentos foram realizados em solução de acetonitrila de grau 

espectroscópico, com concentração de aproximadamente 1,0.10-3 mol.L-1, 

contendo 0,1 mol.L-1 de hexafluorofosfato de tetrabutilamônio. Utilizou-se eletrodo 

de disco de platina (área ~ 3 mm2), como eletrodo de trabalho, Ag/Ag+ como 

referência, fio de platina como contra-eletrodo e ferroceno como padrão interno. 

 

 

3.1.10 – Medidas Magnéticas 

 

As medidas de suscetibilidade magnética em função da temperatura foram 

realizadas na Technische Universität Darmstadt – Institut für Physikalische Chemie 

– Darmstadt / Alemanha, através de uma cooperação com o 

Prof. Dr. Wolfgang Haase. Utilizou-se uma balança do tipo Faraday que consiste 

de uma microbalança eletromagnética CAHN D200 com um erro máximo de 1µg. 

Um controlador de temperatura Leybold LTC 60 foi usado, sendo que as 

temperaturas baixas foram medidas com resistência de carbono vítreo e as 

temperaturas maiores de 60 K com um diodo de silicone. A corrente máxima 

aplicada (60 Amperes) produz um campo magnético de 1,5 Tesla entre os pólos 

do magneto. A diferença entre as massas com e sem a aplicação do campo 
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magnético, numa faixa de 4 a 300 K, é usada para a determinação da 

suscetibilidade magnética. 

 

 

3.1.11 – Reatividade 

 

A atividade catalítica do complexo [FeIII
2ZnII

2(L)2(µ-OH)2(ClO4)2(H2O)2] 

[ClO4]2.4H2O.2(CH3)2CHOH (1) foi avaliada através da reação de hidrólise do éster 

de fosfato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato, sal de piridínio, [2,4 - BDNPP]-[HPy]+, sob 

condições de excesso de substrato. Os ensaios foram realizados em cubetas de 

quartzo e/ou vidro óptico com capacidade para 4 mL e caminho óptico de 1 cm, 

seladas com tampa de teflon, nas quais foram adicionados 1,5 mL de solução 

tampão (0,1 mol.L-1 em água) e quantidades adequadas de soluções do complexo 

e do substrato, bem como acetonitrila espectroscópica, para complementar o 

volume final de 3,0 mL. 

As soluções tampão foram preparadas a partir dos tampões comerciais MES, 

HEPES e CHES, solubilizados em água desionizada e com o pH ajustado pela 

adição de solução aquosa de hidróxido de sódio e/ou ácido perclórico. Utilizou-se 

um pHmetro (precisão de 2 dígitos) com eletrodo de vidro combinado Ag/AgCl e 

manteve-se a força iônica da reação em I = 0,05 mol.L-1 pela adição de perclorato 

de lítio à solução tampão. 

Os dados sobre as reações foram obtidos pelo acompanhamento das 

reações, realizado em um espectrofotômetro Varian modelo Cary Bio 50, 

utilizando o software Cary Win UV para aquisição dos dados. Estes dados foram 

tratados no software Microcal ORIGIN 5.0 para a obtenção dos parâmetros 

cinéticos. A influência do pH sobre a velocidade da reação de hidrólise foi 

investigada numa faixa de pH entre 4,0 e 10,0, onde [complexo] = 4,0.10-5 mol.L-1, 

[substrato] = 5,0.10-3 mol.L-1 e I = 0,05 mol.L-1. 

O gráfico das velocidades iniciais (vo) em função do pH permitiu a obtenção 

do valor pH ótimo (atividade catalítica máxima). A determinação das velocidades 

iniciais em função da concentração do substrato foi realizada sob as condições 
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descritas para o estudo da influência do pH, no pH ótimo, resultando em cinéticas 

de saturação com comportamento de Michaelis-Menten. 

O tratamento dos dados através do método de Lineweaver-Burk permitiu a 

obtenção dos parâmetros cinéticos, a saber: constante catalítica (kcat), velocidade 

máxima (Vmáx), constante de Michaelis-Menten (Km), fator catalítico (f = kcat / knão 

catalisada), eficiência catalítica (E = kcat / Km) e constante de associação (Kass = 1 / 

Km). 

Os experimentos cinéticos na presença de 2,2`-bipiridina foram realizados a 

25 ºC, no pH ótimo determinado, obtido através dos experimentos de variação de 

pH e ajustado com uma das soluções de tampão com força iônica já descritos, 

tendo-se: [complexo] = 4,0.10-5 mol.L-1; [2,4 - BDNPP] = 2,0.10-3 mol.L-1; [2,2’-

Bipiridina] = 2,0.10-5 à 40,0.10-5 mol.L-1. 

Em todos os experimentos cinéticos a correção da hidrólise espontânea do 

substrato foi realizada através da diferença direta, ou seja, experimentos em 

condições idênticas, exceto pela ausência do complexo, foram acompanhados em 

paralelo, e a constante da reação não catalisada descontada da constante total da 

reação. 

 

 

3.2 – Síntese do Ligante H2L 

 

A reprodução da síntese e da caracterização do ligante 2-[(2-piridilmetil) 

(carboxiamido - metil) aminometil]- 4 - metil – 6 - [(2 – hidroxibenzil) (2-piridilmetil) 

aminometil] fenol (H2L) foram realizados, obtendo-se os resultados esperados e já 

descritos na Tese de Doutorado de Maurício Lanznaster.58 A reprodução da 

descrição das etapas de síntese pode ser encontrada no Apêndice A. 
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3.3 – Síntese dos Complexos 

 

 

3.3.1 – Síntese do complexo [Fe2Zn2L2(µ-OH)2(ClO4)2(H2O)2] 

[ClO4]2.4H2O.2(CH3)2CHOH – Complexo (1) 

 

Esquema 4. Síntese do complexo (1). 

 

A uma solução do ligante H2L (0,51 g, 1 mmol) em 20 mL de metanol, sob 

agitação e leve aquecimento, adicionou-se uma solução metanólica de 

ZnII(ClO4)2.6H2O (0,38 g, 1 mmol). Adicionou-se então, gota a gota, uma solução 

de FeIII(ClO4)3.9H2O (0,52 g, 1 mmol). À solução roxa resultante foram adicionados 

lentamente 3 mL de uma solução aquosa de hidróxido de sódio 1,0 mol.L-1. A 

solução púrpura formada foi deixada sob refluxo por aproximadamente 20 

minutos. A seguir filtrou-se e deixou-se em repouso. Após dois dias à temperatura 

ambiente, houve a formação de um precipitado vermelho microscristalino o qual foi 

filtrado e lavado com água, isopropanol e éter etílico gelados. Rendimento: 64% 

(0,62 g  0,32 mmol) baseado no ligante H2L. Monocristais adequados à resolução 

da estrutura cristalina por difração de raios X foram obtidos a partir de uma 

solução acetonitrila/isopropanol (3:1). 
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Análise elementar de CHN calculada para C66H92Cl4Fe2N10O32Zn2, MM = 

1921,77 g.mol-1, 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 cristalização. Sendo assim, este 

foi deixado em estufa, sob temperatura de aproximadamente 50ºC, por uma 

semana e então se realizou nova análise elementar de CHN. 

Calculada para C60H76Cl4Fe2N10O30Zn2, MM = 1801,58 g.mol-1, C = 40,00; 

H = 4,25; N = 7,77 %. Encontrada: C = 38,66; H = 4,10; N = 7,69 %. 

IV (KBr) em cm-1(Figura 9): ν (OH) 3500-3300; ν (C=Oamida)1675; ν (C=N e 

C=C) 1600-1400; ν (C-Ofenol) 1272; ν (Cl-O) 1099; δ (C-Har) 762. 

Figura 9. Espectro no infravermelho do complexo (1) em pastilha de KBr. 

 

3.3.2 – Síntese do complexo [FeIIIZnII(L)(µ-OAc)2]ClO4 – Complexo (2) 

 

Esquema 5. Síntese do complexo (2). 
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A uma solução contendo o ligante H2L (0,26 g, 0,5 mmol) e Na(OAc).3H2O 

(0,14 g, 1 mmol) em 30 mL de metanol, sob agitação e leve aquecimento, 

adicionou-se uma solução metanólica de ZnII(OAc)2.6H2O (0,11 g, 0,5 mmol). 

Adicionou-se então, gota a gota, uma solução de FeIII(ClO4)3.9H2O (0,26 g, 0,5 

mmol). A solução formada foi concentrada e dissolvida em isopropanol/água 1:1. 

Obteve-se então microcristais púrpura. 

Análise elementar de CHN, calculada para C34H37ClFeN5O11Zn . 4H2O, MM = 

920,44 g.mol-1, C = 44,37; H = 4,93; N = 7,61 %. Encontrada: C = 44,23; H = 4,74; 

N = 7,60 %. 

Com base na análise elementar, no espectro de infravermelho (Figura 10) e 

em outros complexos com ligantes semelhantes e estrutura resolvida sintetizados 

no grupo por Neves e colaboradores28,40,42,56,57,58, foi proposta para o complexo (2) 

a estrutura mostrada no Esquema 5. 

IV (KBr) em cm-1: ν (OH) 3500-3300; ν (C=Oamida)1674; ν (C=N, C=C, C-

Oacetato) 1600-1400; ν (C-Ofenol) 1269; ν (Cl-O) 1097; δ (C-Har) 763. 

Figura 10. Espectro no infravermelho do complexo (2) em pastilha de KBr. 
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3.3.3 –  Síntese do complexo [Fe2(L)(µ-OAc)2]ClO4 – Complexo (3) 

Esquema 6. Síntese do complexo (3) 

 

O complexo foi obtido a partir de uma solução contendo 0,5 mmol do ligante 

H2L dissolvidos em 15 mL isopropanol, sobre à qual adicionou-se 1,0 mmol de 

FeII(ClO4)2.6H2O dissolvidos em 10 mL de acetonitrila, formando-se uma solução 

púrpura. Foram acrescentados então 2,0 mmol de Na(OAc).3H2O, obtendo-se um 

pó púrpura que foi lavado com água, isopropanol gelado e éter. 

Análise elementar de CHN, calculada para C34H37ClFe2N5O11 . 4H2O, MM = 

910,90 g.mol-1, C = 44,83; H = 4,98; N = 7,69 %. Encontrada: C = 44,86; H = 4,41; 

N = 7,69 %. 

Com base na análise elementar, no espectro de infravermelho (Figura 11) e 

em outros complexos com ligantes semelhantes e estrutura resolvida sintetizados 

no grupo por Neves e colaboradores28,40,42,56,57,58, foi proposta para o complexo 3 a 

estrutura mostrada na Esquema 6. 

IV (KBr) em cm-1: ν (OH) 3500-3300; ν (C=Oamida)1672; ν (C=N, C=C, C-

Oacetato) 1600-1400; ν (C-Ofenol) 1263; ν (Cl-O) 1089; δ (C-Har) 764. 

Figura 11. Espectro no infravermelho do complexo (3) em pastilha de KBr. 
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ATENÇÃO: Embora nenhum problema tenha sido encontrado nas sínteses e 

purificações dos complexos, sempre devem ser tomadas precauções no manuseio 

de sais de perclorato, por serem potencialmente explosivos. 
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4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

4.1. Caracterização dos Ligantes 

 

Os ligantes utilizados neste trabalho foram caracterizados através de 

espectroscopia no infravermelho (IR), ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio (RMN1H) e análise elementar de carbono, hidrogênio, nitrogênio e 

enxofre (CHNS). O ligante final H2L foi caracterizado também por ressonância 

magnética nuclear de carbono (RMN13C). Os resultados da análise elementar 

podem ser encontrados no Apêndice A, juntamente com o procedimento 

experimental de síntese de cada etapa do ligante. 

 

 

4.1.1 - Espectroscopia no Infravermelho 

 

Os espectros no infravermelho dos ligantes precursores são apresentados no 

Apêndice B. As bandas que melhor caracterizam os ligantes são apresentadas na 

Tabela 1. As bandas referentes às ligações C=C, C=N e C-H dos fenóis e 

piridinas, e C-O dos fenóis, como esperado, aparecem na mesma região do 

espectro de infravermelho para todos os ligantes. No espectro do ligante H2L, 

mostrado na Figura 12, vale ressaltar a presença de uma banda intensa em 1683 

cm-1, característica do grupo funcional amida. 
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Figura 12. Espectro no infravermelho do ligante H2L em pastilha de KBr. 

 

Tabela 1. Principais bandas observadas nos espectros no infravermelho dos 

ligantes precursores e do ligante H2L, em número de onda (cm-1). 

Atribuição HMB CMFF HBPA HBPAMFF HBPAMPAF H2L 

ν(C=O) 

aldeído 
1658 1664 - 1664 - - 

ν(C=O) 

amida 
- - - - - 1683 

 

ν(C=C), (C=N) 

piridina, fenol 

1590 

1484 

1600 

1470 

1612 

1468 

1600 

1470 

1600 

1470 

1590 

1571 

1485 

1434 

ν(C-O) 

fenol 
1282 1257  1257 1300 

1233 

1254 

δ(C-H) 

piridina, fenol 
742 703 725 716 760 755 

 

 

4.1.2 - Espectroscopia de RMN 1H e 13C 

 

Os espectros referentes ao ligante final são mostrados nas Figuras 13 e 14, 

enquanto os espectros dos precursores podem ser encontrados no Apêndice C. A 

integração dos sinais registrados nos espectros de RMN1H e seus deslocamentos 
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químicos permitiram a distinção entre os átomos de hidrogênio metílicos, 

metilênicos e aromáticos e, consequentemente, determinar o número de 

hidrogênios presentes em cada ligante. Estas informações permitiram confirmar a 

obtenção e a pureza dos ligantes sintetizados. As principais atribuições podem ser 

vistas na Tabela 2. 

 

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

RMN1H para os ligantes precursores e para o ligante final H2L. 

Atribuição HMB CMFF HBPA HBPAMFF HBPAMPAF H2L 

1H (CH3) 2,34 (s, 3H) 2,35 (s, 3H) ----- 2,28 (s, 3H) 2,21 (s, 3H) 2,20 (s, 1H) 

1H (CH2) ----- 4,67 (s, 2H) 
3,92 (s, 2H) 

4,00 (s, 2H) 

3,78-3,86 

(3s, 6H) 

3,73 (s, 2H) 

3,81 (s, 2H) 

3,85 (s, 2H) 

3,90 (s, 2H) 

3,93 (s, 2H) 

3,20 (s, 2H) 

3,66 (s, 2H) 

3,80 (s, 2H) 

3,83 (s, 2H) 

3,87 (s, 2H) 

3,89 (s, 2H) 

1H (aldeído) 9,85 (s, 1H) 9,86 (s, 1H) ----- 9,98 (s, 1H) ----- ----- 

1H (fenol) 10,84 (s, 1H) 11,25 (s, 1H) não atribuído 11,04 (s, 1H) não atribuído não atribuído 

 
1H (aromático) 

6,90 (d, 1H) 

7,34 

(dd, 2H) 

7,35 (s, 1H) 

7,46 (s, 1H) 

6,74-7,25 

(m, 7H) 

8,58(d, 1H) 

6,78-7,30 

(m, 9H) 

6,70-6,85 

(m, 4H) 

7,00-7,38 

(m, 6H) 

7,65 (t, 2H) 

8,52 (d, 2H) 

6,69-6,88 

(m, 4H) 

7,04-7,36 

(m, 6H) 

7,56-7,74 

(m, 2H) 

8,58 (dd, 2H) 

 

O espectro de RMN13C do ligante H2L (Figura 14) confirma a caracterização 

obtida a partir do espectro de 1H através do número de sinais correspondentes 

aos átomos de carbono não equivalentes presentes no ligante. 
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Figura 13. Espectro de RMN1H do ligante H2L 

 

 

Figura 14. Espectro de RMN13C e desenho com as atribuições referentes a 

cada carbono (inserido) do ligante H2L. 
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4.2. Caracterização dos Complexos 

 

Todos os complexos foram caracterizados por análise elementar de CHNS, 

espectroscopia no infravermelho e espectroscopia eletrônica e eletroquímica. Para 

o complexo (1) obteve-se ainda a estrutura cristalina por difração de raios X, as 

constantes de protonação determinadas potenciometricamente, além da 

realização de estudos magnéticos e de espectroscopia Mössbauer. Os resultados 

dessas análises são descritos e discutidos a seguir, com exceção da análise 

elementar que está incluída na descrição do procedimento experimental. 

 

 

4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho 

 

As bandas constantes dos espectros no infravermelho dos complexos são 

bastante similares as encontradas no espectro do ligante H2L, indicando sua 

presença nos compostos isolados. Surgem bandas adicionais referentes ao 

contra-íon, moléculas de água coordenadas ou ligantes ponte. Esses espectros 

podem ser encontrados na seção 3.3 – Síntese dos Complexos. 

A Figura 15 mostra uma sobreposição dos espectros do ligante H2L e dos 

complexos [FeIII
2ZnII

2L2(µ-OH)2(ClO4)2(H2O)2][ClO4]2.4H2O.2(CH3)2CHOH (1), 

[FeIIIZnIIL(µ-OAc)2]ClO4 (2) e [FeIIIFeIIL(µ-OAc)2]ClO4 (3), na faixa de 1800 à 450 

cm-1. Nesta figura podem ser observadas as similaridades e diferenças entre 

esses compostos. O ligante H2L apresenta uma banda intensa em 1683 cm-1, 

referente a carbonila do grupamento amida, uma banda de intensidade um pouco 

menor em 1590 cm-1 e outra de menor intensidade em 1571 cm-1, devidas ao 

estiramento das ligações C=C e C=N dos anéis aromáticos, e uma banda atribuída 

a deformação fora do plano do O–H de fenol. Nos complexos, a banda do grupo 

amida aparece levemente deslocada e com intensidade diminuída, evidenciando a 

sua coordenação. 
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Figura 15. Espectros no infravermelho do ligante H2L, e dos complexos  

(1) = [Fe2Zn2L2 (µ-OH)2 (ClO4)2 (H2O)2 ] [ClO4]2 . 4H2O . 2 (CH3)2 CHOH, 

(2) = [FeIIIZnIIL(µ-OAc)2]ClO4 e (3) = [FeIIIFeIIL(µ-OAc)2]ClO4, dispersos em pastilha 

de KBr. 

 

Para os complexos [FeIIIZnIIL(µ-OAc)2]ClO4 (2) e [FeIIIFeIIL(µ-OAc)2]ClO4 (3) 

observa-se um alargamento das bandas na região entre 1400 cm-1 e 1600 cm-1 

devido à absorção dos estiramentos simétrico e assimétrico das ligações O-C=O. 

Pode-se observar também o surgimento de bandas intensas na região próxima a 

1100 cm-1 em todos os complexos, devido a presença do ânion perclorato. Estas 

são mais pronunciadas no complexo (1), que apresenta maior número de grupos 

perclorato. 
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4.2.2. Estrutura Cristalina por Difração de Raios X 

 

A resolução da estrutura cristalina para o complexo (1) se deu através da 

análise de um monocristal do complexo pelo método de difração de raios X. Na 

Figura 16 pode ser encontrada a representação ORTEP da metade assimétrica do 

cátion complexo. A representação gráfica completa da estrutura é apresentada, 

juntamente com um desenho esquemático elaborado para facilitar a visualização e 

alguns dados cristalográficos, na Tabela 3. Na Tabela 4 podem ser encontrados 

alguns comprimentos e ângulos de ligação selecionados, apresentados de 

maneira que o complexo em estudo possa ser diretamente comparado com alguns 

complexos descritos na literatura. 
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Figura 16. Desenho ORTEP da metade assimétrica do cátion complexo (1). 

 

O complexo se apresenta como um dímero de uma espécie heterobinuclear, 

onde cada íon metálico encontra-se coordenado, com geometria octaédrica 

distorcida, meridionalmente por uma das metades do ligante heptadentado, 

ponteados pelo grupo fenolato 2,4,6-substituído. Cada átomo de ZnII está 

coordenado por um nitrogênio piridínico trans ao oxigênio da amida e um 

nitrogênio de amina terciária. As duas posições restantes são ocupadas por uma 

molécula de água trans a amina e por uma molécula do íon perclorato trans a 

ponte fenolato endógena. Já os átomos de FeIII apresentam-se coordenados a um 

nitrogênio piridínico trans a um fenolato terminal e a um átomo de nitrogênio da 
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amina terciária. Completam a sua esfera de coordenação dois hidróxidos 

exógenos, trans a amina coordenada e ao fenolato ponte, que estão ligados como 

ponte entre dois átomos de FeIII, unindo as subunidades desta espécie 

tetranuclear. A unidade assimétrica contém metade do cátion complexo, 

relacionada a sua outra metade através de um centro de inversão posicionado 

entre os átomos de FeIII, duas moléculas de água e uma de isopropanol como 

solventes de cristalização e um contra-íon peclorato. 

 

Tabela 3. Desenho esquemático, ORTEP e dados cristalográficos 

selecionados para o complexo (1). 

Fórmula empírica C66H92Cl4Fe2N10O32Zn2 

Massa molar 1921,74 g.mol-1 

Sistema cristalino Triclínico 

Grupo espacial P-1 

Cela unitária 

 

a = 12,911(4) Å 

b = 13,224(2) Å 

c = 13,537(3) Å 

α = 87,30(1) o 

β = 67,77(2) o 

γ = 78,53(2) o 

 

Volume 2095,7(9) Å3 

Z 1 

Densidade 1,523 g/cm3 

Reflexões 

coletadas 
7723 

Únicas 7369 

Rinterno 0,0381 

Parâmetros 

refinados 
538 

“Goodness-of-fit” 1,014 

Índices finais 

[I > 2σ(I)] 

R1 = 0,0569 

wR2 = 0,1593 
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É importante salientar que a coordenação meridional dos braços do ligante 

binucleante aos metais não permite a formação de um complexo heterobinuclear 

ponte hidróxido, que seria desejável como modelo para o sítio ativo das PAP’s e 

seria um dos poucos exemplos deste tipo de composto já descritos na 

literatura.,58,66 Ainda, analisando a unidade heterobinuclear, esta apresenta 

distância Fe – Zn de 3,583 Å, próxima da encontrada para outros complexos 

modelos descritos na literatura para PAP’s, bem como a descrita para a enzima 

kbPAP (3,26 Å).29 As distâncias dos metais ao oxigênio do fenolato ponte também 

mostraram ser semelhantes às de outros modelos já descritos. 57,58 

 

Tabela 4. Tabela de distâncias interatômicas (Å) e ângulos (o) de ligação 

selecionados para o complexo (1). 

Fe1-O20 1,922 Å (3) O20-Fe1-O2 98,01º(15) N42-Zn1-O1 95,12º (14) 

Fe1-O2 1,964 Å (3) O20-Fe1-O2i 95,65º (15) O1W-Zn1-O50 95,00º (16) 

Fe1-O2i 1,998 Å (3) O2-Fe1-O2i 77,54º (14) N42-Zn1-O50 155,92º (16) 

Fe1-O1 2,010 Å (3) O20-Fe1-O1 92,05º (14) O1-Zn1-O50 99,44º (14) 

Fe1-N32 2,146 Å (4) O2-Fe1-O1 93,68º (13) O1W-Zn1-N4 168,97º (15) 

Fe1-N1 2,180 Å (4) O2i -Fe1-O1 169,03º (14) N42-Zn1-N4 81,05º (16) 

  O20-Fe1-N32 165,23º (15) O1-Zn1-N4 94,30º (14) 

Zn1-O1W 1,998 Å (4) O2-Fe1-N32 96,69º (16) O50-Zn1-N4 78,84º (15) 

Zn1-N42 2,072 Å (4) O2i -Fe1-N32 88,88º (15) O1W-Zn1-O1P 82,02º (16) 

Zn1-O1 2,076 Å (3) O1-Fe1-N32 85,61º (14) N42-Zn1-O1P 81,16º (18) 

Zn1-O50 2,100 Å (4) O20-Fe1-N1 87,73º (15) O1-Zn1-O1P 175,08º (16) 

Zn1-N4 2,149 Å (4) O2-Fe1-N1 171,95º (15) O50-Zn1-O1P 85,15º (17) 

Zn1-O1P 2,471 Å (4) O2i -Fe1-N1 96,36º (14) N4-Zn1-O1P 88,31º (17) 

  O1-Fe1-N1 91,74º (14) Fe1-O1-Zn1 122,52º (15) 

Fe1-Zn1 3,5827 Å (11) N32-Fe1-N1 77,78º (16) Fe1-O2-Fe1i 102,46º (14) 

Fe1-Fe1i 3,089 Å (2) O1W-Zn1-N42 102,54º (17) C22-O20-Fe1 133,9º (3) 

  O1W-Zn1-O1 95,74º (14)   
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Poucos complexos contendo o motivo estrutural FeIII(µ-OH)2FeIII foram 

descritos desde o trabalho pioneiro de Schugar et al.66,67 O complexo (1) é o 

primeiro composto tetranuclear FeIIIZnII contendo este arranjo estrutural da 

literatura. Na unidade FeIII(µ-OH)2FeIII os átomos de ferro formam uma estrutura 

planar perfeita, na qual a soma dos ângulos internos do anel de 4 membros 

formado é de 360º, sendo esta estrutura extremamente rígida.55,68  A distância  

Fe–Fe é de 3,089 Å e as distâncias Fe–OH são ligeiramente diferentes 

(Fe1–O2 = 1,963 Å e Fe1–O2i = 1,998 Å). Isto se deve provavelmente às 

diferentes distâncias Fe – L na posição trans as ligações Fe–OH (Fe1–N1 = 2,180 

trans a Fe1–O2 e Fe1–O1 = 2,010 trans a Fe1–O2i). A distância Fe–OH no 

complexo (1) está dentro da faixa encontrada para outros complexos FeIII
2 

ponteados por dois hidróxidos ou alcóxidos descritos (1,937-2,055 Å).55,66,68 Na 

estrutura da forma oxidada rbPAP, encontrou-se uma distância de 2,0 Å que teve 

como atribuição mais provável uma ligação FeIII–OH terminal.66 O ângulo  

FeIII–(µ-OH)–FeIII de 102,46o em (1) também é comparável aos correspondentes 

ângulos observados para outros complexos contendo o motivo estrutural FeIII(µ-

OH)2FeIII.55,66,68 Todas as ligações adicionais Fe–O,N e Zn–O,N presentes na 

estrutura são semelhantes às encontradas em complexos heterobinucleares 

FeIIIZnII. 57,58 

Finalmente, o mapa de densidade eletrônica do complexo (1) mostra uma 

forte ligação de hidrogênio intramolecular entre os grupos hidróxido ponte e o 

oxigênio do grupo ligante amida, tendo uma distância H···O de 1,97Å e o ângulo 

Ohidróxido–H···Oamida de 159,3o. Esta interação confere, provavelmente, grande 

estabilidade a espécie tetranuclear com coordenação meridional, dificultando a 

obtenção do complexo binuclear semelhante ao obtido com o ligante 

H2BPBPMP.58 
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4.2.3. Espectroscopia Mössbauer 

 

Os valores de desdobramento quadrupolar (QS) e deslocamento isomérico 

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

 

Tabela 5. Parâmetros obtidos na espectroscopia Mössbauer do complexo (1) 

Temperatura 
Parâmetros 

298 K 115 K 

IS(α-Fe) (mm/s) 0,33 0,44 

QS (mm/s) 0,68 0,69 

 

O deslocamento isomérico reflete a natureza do ambiente químico ao redor 

do núcleo Mössbauer. Os valores de IS mostram que se trata de um único tipo de 

FeIII de alto spin, não se detectando a presença de FeII ou de diferenças nos 

ambientes de coordenação dos cátions FeIII, como visto na estrutura cristalina. O 

espectro apresenta um dubleto bastante assimétrico onde os picos têm 

intensidades e larguras de linha diferentes, mas áreas de absorção iguais. Esta 

assimetria é típica de efeito Goldanskii-Karyagin. Com a diminuição da 

temperatura, as larguras de linha diminuem e o IS aumenta 0,11 mm/s, como 

esperado, devido à diferença de temperatura entre a fonte (que permanece a 298 

K) e o absorvedor que está a 115 K. O desdobramento quadrupolar aumenta 

apenas 0,01 mm/s, como se espera de um Fe+3 alto spin. A assimetria permanece 

com as mesmas características daquela presente a 298 K. Normalmente a 

assimetria devida ao efeito Goldanskii-Karyagin deveria ir suavizando com a 

diminuição da temperatura, o que não ocorre neste caso. Isto indica que as 

diferenças nas ligações que originaram o efeito Goldanskii-Karyagin são de 

vínculos estruturais. De fato, analisando a Tabela 4, Seção 4.2.2, vê-se que as 

distâncias Fe1–N32  e Fe1–N1 são bem maiores do que as demais ligações do 

ferro. Estas distâncias permanecem longas em 115 K por se tratarem de 

nitrogênios de anéis vinculados à estrutura.  
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                      (A)                                                                     (B) 

Figura 17. Espectros Mössbauer no estado sólido do complexo (1) a 298 K 

(A) e a 115 K (B) 

 

 

4.2.4. Potenciometria 

 

O estudo de titulação potenciométrica do complexo (1) foi realizado em 

etanol/água (70:30 % V/V) devido à baixa solubilidade desse complexo em água. 

A curva de distribuição das espécies é apresentada na Figura 18. Os percentuais 

máximos de cada espécie em equilíbrio e os respectivos pH(s) estão 

apresentados na Tabela 6. 

Figura 18. Curvas de distribuição das espécies vs pH para o complexo (1), 

em etanol/água 70:30 % V/V. 
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Tabela 6. Percentuais máximos das espécies em equilíbrio e respectivos 

pH(s). 

Espécie pH%Máxima/%Máxima Espécie pH%Máxima/%Máxima 

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 

os extremos e a região próxima a pH = 6,4, que apresentam claramente uma 

espécie predominante. 

Os valores das constantes de protonação e pH para os percentuais máximos 

das espécies em equilíbrio são mostrados no Esquema 7 e na Tabela 6. 

 

A B C D E F G H I
3,56 3,95 4,01 5,19 7,67 8,50 9,32 9,82

 

Esquema 7. Representação das espécies em equilíbrio observadas no 

estudo potenciométrico. 

 

Propõe-se que a espécie com concentração máxima em pH 6,4 – espécie E – 

seja um composto tetranuclear, similar ao cátion complexo determinado por 

difração de raios X para o complexo (1). Essa hipótese é suportada pelos dados 

de espectroscopia eletrônica no estado sólido e em solução. As diferenças 

encontradas entre esses espectros são muito discretas, o que leva a crer que não 

ocorrem mudanças significativas no ambiente de coordenação dos átomos de 

ferro. O pH de dissolução dos cristais obtidos é próximo de 6,5, o que concorda 

com a proposição de uma espécie E tetranuclear, e que mantém o arranjo 

estrutural FeIII(µ-OH)2FeIII. Portanto, pode-se prever que em pH(s) mais altos 

ocorra a desprotonação das moléculas de água ligadas aos átomos de Zn, o que 

explicaria o surgimento de outras espécies (F – I). 
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4.2.5. Espectroscopia Eletrônica 

 

Os espectros de absorção dos complexos no estado sólido e em acetonitrila 

foram investigados na região entre 300 e 800 nm. Os resultados obtidos estão 

sumarizados na Tabela 7. 

 

Tabela 7. Máximos de absorção e coeficiente de absorção molar para os 

complexos no estado sólido e em acetonitrila. 

λλλλmáx (nm) / εεεε (mol-1.L.cm-1) 

COMPLEXOS 
Sólido acetonitrila 

[Fe2Zn2L2(µ-OH)2(ClO4)2(H2O)2] 

[ClO4]2.4H2O.2(CH3)2CHOH (1) 

492 

336(ombro) 
520 / 5600 
332(ombro) 

[FeIIIZnIIL(OAc)2](ClO4)2 (2) 
576 

345(ombro) 

540 / 2990 

332(ombro) 

[FeIIIFeIIL(OAc)2)](ClO4)2 (3) 
566 

347(ombro) 

547 / 3150 

347(ombro) 

 

Espectros eletrônicos para os três complexos são encontrados na Figura 19. 

Em todos os complexos, foi possível a observação de uma banda intensa na 

região de 500 nm, atribuída a um processo de transferência de carga do tipo 

ligante → metal (TCLM) proveniente dos orbitais pπ do fenolato para os orbitais 

dπ* do íon FeIII.3 Um segundo processo de TCLM ocorre na região de 330 nm, 

envolvendo os orbitais pπ do fenolato e dσ* do FeIII, e aparece na forma de um 

ombro parcialmente encoberto pelas bandas referentes as transições dos anéis 

fenólicos e piridínicos do ligante.69,70 Quando se compara os valores obtidos para 

(2) e (3) com os complexos similares sintetizados com o ligante 

H2BPBPMP,39,40a,57 pode-se concluir que a substituição de uma piridina por uma 

amida no ligante não alterou as propriedades cromofóricas dos complexo, o que já 

era esperado, pois não houve modificação significativa na esfera de coordenação 

do íon FeIII. 
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             (A)                                       (B)                                       (C) 

 

Figura 19. Espectros eletrônicos em solução de acetonitrila e amostra sólida 

(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 região de 500 nm são aproximadamente o dobro dos 

encontrados para o complexo (2), sendo assim condizentes com o número de 

cromóforos presentes. O mesmo tipo de comparação pode ser feito em relação ao 

complexo descrito na literatura [FeIIIZnIIBPBPMP(OH)(H2O)](ClO4)2.
58 Lanznaster, 

em sua tese de doutorado58, encontrou uma correlação entre o comprimento da 

ligação Fe–O de fenolato terminal presente em complexos binucleares FeIIIZnII 

com o ligante H2BPBPMP e o seu ε. 58 Na comparação 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 

correlação proposta, mostrando que, quanto maior for o comprimento da ligação 

Fe–O de fenolato terminal, menor é o ε da banda TCLM pπ → dπ*. Extrapolando 

esta afirmação para os complexos (2) e (3), pode se dizer que seus coeficientes 

de absortividade molar têm valor concordante com os compostos semelhantes 

descritos. 58 
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Tabela 8. Coeficientes de absorção molar (ε) e distâncias de ligação Fe-O 

(fenolato terminal) para os espectros obtidos em acetonitrila 

εεεε (mol-1.L.cm-1) 

COMPLEXOS 
Acetonitrila 

Fe-O (Å) 

[FeIIIZnIIBPBPMP(OAc)2]ClO4 
57,58 3800 1,890 

[FeIIIZnIIBPBPMP (OAc)(H2O)2](ClO4)2
 58 3500 1,915 

[FeIIIZnIIBPBPMP (OH)(H2O)](ClO4)2
 58 2800 1,923 

Complexo (1) 2800 * 1,922 

* ε / 2 devido ao número de cromóforos por mol de composto 

 

Os espectros eletrônicos no estado sólido dos complexos  2 e 3, mostrados 

na Figura 20, não diferem significativamente dos espectros em acetonitrila, 

propondo-se assim que as espécies obtidas sejam semelhantes, ocorrendo 

apenas a substituição dos ligantes lábeis por solvente. 

                         (A)                                                            (B) 

Figura 20. Espectros eletrônicos em solução de acetonitrila e da amostra 

sólida (suportada em pastilha de KBr) para os complexos: [FeIIIZnIIL(µ-OAc)2] 

(ClO4)2 (2) = (A); [FeIIIFeIIL(µ-OAc)2](ClO4)2 (3) = (B). 

 

Na Tabela 9 estão apresentados os espectros eletrônicos do complexo (1) no 

estado sólido, em acetonitrila, nas condições em que foram realizados os 

experimentos potenciométricos (etanol/água 70:30 % V/V) e nas condições 
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utilizadas para estudos cinéticos (acetonitrila/água 50:50). Pode-se dizer que em 

todos os espectros mantém-se a espécie tetranuclear. As pequenas diferenças no 

máximo de absorção podem ser atribuídas às mudanças do meio e, 

conseqüentemente, na segunda esfera de coordenação, que afetam a TCLM. 

 

Tabela 9. Espectros eletrônicos do complexo 

[Fe2Zn2L2(µ-OH)2(ClO4)2(H2O)2] [ClO4]2.4H2O.2(CH3)2CHOH (1) em várias 

condições 

Espectro λλλλmáx (nm) 

A 
 

Estado Sólido 
(em pastilha de KBr) 496 

B Acetonitrila 518 

C 
 

Etanol/água  
70:30 % V/V 496 
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 D 
 

Acetonitrila/água 
50:50 % V/V 499 

 

Tentando esclarecer os resultados obtidos na titulação potenciométrica do 

complexo (1), foram medidos espectros em vários pH(s), nas condições 

potenciométricas e nas condições cinéticas. Estes estão mostrados na Figura 21. 

Quando se compara os espectros no pH 6,4 com os medidos em pH 2,0, é 

observado um deslocamento batocrômico de aproximadamente 35 nm. Isto pode 

ser atribuído a protonação das pontes hidróxido, que aumentaria a acidez de 

Lewis do FeIII, facilitando a transferência de carga. No mesmo sentido, verifica-se 

deslocamento hipsocrômico nos espectros em pH(s) mais altos, onde a 

desprotonação de ligantes coordenados ao FeIII pode estar diminuindo a acidez de 

Lewis do mesmo. Sendo assim, ocorrem mudanças espectrais em toda a faixa de 

pH(s), ficando extremamente dificultada qualquer tipo de afirmação quanto às 

espécies formadas em solução. 
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Figura 21. Espectros eletrônicos do complexo (1), em etanol/água 70:30 % 

V/V (superior) e acetonitrila/água 50:50 (inferior) em vários pH(s): pH = 2,0 (A); 

pH = 6,4 (B);pH = 8,0 (C); pH = 10,0 (D) 

 

 

4.2.6. Eletroquímica 

 

O comportamento redox dos complexos foi avaliado através de voltametria 

cíclica em acetonitrila, para os complexos com pontes acetato – complexos (2) e 

(3), e em etanol/água 70:30 % V/V para o complexo tetranuclear [Fe2Zn2L2(µ-

OH)2(ClO4)2(H2O)2] [ClO4]2.4H2O.2(CH3)2CHOH (1) (Figuras 22 e 23 

respectivamente). Os voltamogramas desses complexos são apresentados na 

Figura 22, e os potenciais redox estão resumidos na Tabela 10. Todos os 

potenciais redox foram referenciados ao eletrodo normal de hidrogênio (NHE) 
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através dos padrões internos ferroceno (E1/2 = 0,400 V vs NHE) e K3[Fe(CN)6] (E1/2 

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

                              (A)                                                             (B) 

Figura 22. Voltamogramas cíclicos (50, 100 e 200 mV.s-1) em acetonitrila dos 

complexos (2) (A) e (3) (B). Eletrólito: 0,1 mol.L-1 de TBAPF6; eletrodo trabalho: 

platina; referência: Ag/Ag+; contra-eletrodo: fio de platina; padrão interno: 

ferroceno. 

 

O voltamograma cíclico de (3) revelou dois processos quasi - reversíveis com 

E1/2 = 0,31 V e -0,52 V vs NHE, atribuídos respectivamente aos pares redox 

FeIII
2/FeIIIFeII e FeIIIFeII/FeII

2. O valor encontrado para a redução do FeIII presente 

no complexo (2) é igual ao encontrado no complexo (3), demonstrando que este 

sítio deve ter a mesma geometria nos dois complexos. Estes voltamogramas 

podem ser vistos na Figura 22. Da mesma forma, como os potenciais encontrados 

são semelhantes aos relatados para os complexos contendo piridina como grupo 

mimético da asparagina - [FeIIIFeIIBPBPMP(OAc)2]ClO4. 39,40a e 

[FeIIIZnIIBPBPMP(OAc)2]ClO4, as geometrias e os ambientes de coordenação são 

semelhantes. 57,58 

 

 

 

 

-200 -300 -400 -500 -600 -700 -800 -900
-6

-4

-2

0

2

4

6

8

10

12

Fe III/FeII 50 mV.s-1

 100 mV.s-1

 200 mV.s-1

I (
µ

A
)

E (mV) vs NHE

800 600 400 200 0 -200 -400 -600 -800 -1000
-10

-8

-6

-4

-2

0

2

4

6

8

10 Fe IIIFeII/Fe IIFe II

FeIIIFe III/Fe IIIFe II

 50 mV.s-1

 100 mV.s-1

 200 mV.s-1

I (
µ

A
)

E  (mV) vs NHE



 67 

Tabela 10. Potenciais redox determinados através de voltametria cíclica para 

os processos FeIII/FeII em etanol/água 70:30 % V/V  para o complexo (1) e em 

acetonitrila, para os complexos (2) e (3) e seu similares sintetizados com o ligante 

H2BPBPMP.39,40a,57,58 

COMPLEXOS 
E1/2 (V) versus NHE 

[Fe2Zn2L2(µ-OH)2(ClO4)2(H2O)2] 

[ClO4]2.4H2O.2(CH3)2CHOH (1) 

-0,61 / -0,41 

(valores aproximados) 

[FeIIIZnIIL1(µ-OAc)2]ClO4 (2) -0,52 

[FeIIIFeIIL1(µ-OAc)2]ClO4 (3) -0,52 / 0,31 

[FeIIIZnIIBPBPMP(µ-OAc)2]ClO4 
57,58

 -0,51 

[FeIIIFeIIBPBPMP(µ-OAc)2]ClO4 
39,40a

 -0,49 / -0,38 

 

Esses resultados mostram que os complexos com o ligante contendo o grupo 

amida modelam as propriedades redox das PAP(s) tão bem quanto os complexos 

contendo piridina, podendo esses serem úteis na modelagem de outras 

propriedades, já que o grupo amida, é o encontrado no sítio ativo da enzima 

(resíduo do aminoácido asparagina). 17,39,40a,57,58 

O complexo (1) quando analisado em acetonitrila apresenta apenas sinais de 

intensidade muito baixa, não podendo ser definidos os processos redox. 

Entretanto, quando analisado no sistema etanol/água (Figura 23) o complexo 

apresenta dois processos quasi - reversíveis, porém de difícil atribuição, devido à 

sua proximidade. Isto vai ao encontro do observado no gráfico de distribuição de 

espécies de complexo, que mostra que, apesar das várias espécies encontradas, 

há praticamente uma única espécie na região do pH de dissolução do complexo 

neste meio (pH ≈ 6,5). Não há uma separação nítida entre os processos, o que 

demonstra que a redução de um dos centros de FeIII pouco afeta a densidade 

eletrônica do outro. Isto concorda com as análises magnéticas (Seção 4.2.7), que 

encontraram um baixo acoplamento antiferromagnético entre os átomos de ferro. 
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Figura 23. Voltamogramas cíclicos (50, 100 e 200 mV.s-1) do complexo (1) 

em EtOH/H2O 70:30 % V/V. Eletrólito: 0,1 mol.L-1 de NaClO4; eletrodo trabalho: 

carbono vítreo; referência: Ag/Ag+; contra-eletrodo: fio de platina; padrão interno: 

hexacianoferrato de potássio. 

 

 

4.2.7. Medidas Magnéticas 

 

Os gráficos de suscetibilidade magnética molar (χmol) e momento magnético 

(µeff/µB) versus temperatura (T) podem ser encontrados na Figura 24. A curva de 

µeff/µB mostra, à temperatura ambiente (295,8K), um valor de 7,48µB, o que indica 

FeIII alto spin, como visto na espectroscopia Mössbauer (Seção 4.2.3). Este valor 

cai para 1,50 µB à 4,3K, o que é esperado para acoplamento antiferromagnético. 

Nota-se, também, no gráfico inserido, que, a temperatura ambiente, há evidência 

de comunicação magnética entre os centros metálicos pela diminuição da 

suscetibilidade magnética molar. Esta diminuição é bem descrita pela equação 

derivada de Heisemberg, Dirac, Van Vlech.71 Existe um ponto máximo nesse 

gráfico (ponto de Neel), que caracteriza acoplamento antiferromagnético. 39,71, O 

baixo valor encontrado para o acoplamento antiferromagnético (J = -7,67 cm-1) é 

próximo aos valores encontrados para complexos do tipo FeIII(µ-OH)2FeIII descritos 

(-5,5 à –11,7cm-1), e está de acordo com os resultados obtidos nos estudos 
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eletroquímicos, que apresentam dois processos muito próximos, mostrando-se 

praticamente independentes. 66,67 O valor é comparável também às formas 

oxidadas da metano monooxigenase (J = -7cm-1) e de fosfatases (-6 à 

-15cm-1).20,72 

Figura 24. Gráficos de momento magnético (µeff/µB) e de suscetibilidade 

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

(○ calculado; ● experimental) 

 

Além disso o valor experimental têm boa concordância com o calculado pela 

relação empírica de Gorum e Lippard73 (J = -10,5cm-1), na qual: 

 

-J = A e (BP) 

 

Onde A e B são constantes (A = 8,763 . 1011; B = -12,663) e P é um 

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

devem percorrer entre os átomos de FeIII (em ângstrons).73 
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4.2.8. Reatividade 

 

O complexo (1) teve sua atividade catalítica avaliada na hidrólise de ésteres 

de fosfato através da reação com o substrato modelo bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato 

(2,4 - BDNPP), sob condições de excesso de substrato (0,5.10-3 a 7,0. 10-3 mol.L-1 

– 12,5 a 175 vezes de excesso em relação a concentração do complexo) a 25 oC, 

conforme ilustrado no Esquema 8. Para obtenção dos dados cinéticos utilizou-se o 

método das velocidades iniciais. As reações foram monitoradas 

espectrofotometricamente durante 3 a 5 % do tempo necessário para a conversão 

total do substrato a produto, através do incremento da absorvância em 400 nm 

devido à liberação de 2,4-dinitrofenolato como produto. 

Esquema 8. Esquema ilustrativo para a reação de hidrólise do substrato  

2,4 - BDNPP. 

 

A concentração de 2,4-dinitrofenolato produzido foi averiguada a partir de 

acompanhamento espetrofotométrico, com base nos valores de absorvância 

obtidos e do coeficiente de extinção molar ε = 12100 mol-1.L.cm-1, determinado 

para as condições nas quais foram realizados os experimentos. 74 A contribuição 

devido à hidrólise não catalisada do substrato foi eliminada através da diferença 

direta da reação sob condições idênticas na ausência do catalisador (complexo). 

Primeiramente avaliou-se o efeito do pH sobre a atividade catalítica do 

complexo (1) na reação de hidrólise do subtrato modelo, buscando correlacionar a 

variação do pH com a velocidade da reação. O gráfico de velocidade inicial (V0) 

versus pH forneceu uma curva onde a velocidade da reação é praticamente nula 

em pH < 3,5, aumenta gradativamente, atingindo valor máximo em pH próximo da 
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neutralidade e possui grande variação 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, catalíticas frente ao 

substrato estudado, torna extremamente complicado o estudo desta reação em 

meio alcalino. Assim sendo, tomou-se como “pH ótimo” o valor de 6,5, e neste 

foram realizados os estudos de variação do excesso de substrato, a fim de 

determinar os parâmetros cinéticos para a reação. 

 

Figura 25. Gráfico de V0 em função do pH para a reação de hidrólise do 2,4 - 

BDNPP catalisada pelo complexo (1), a 25oC, sob as seguintes condições: 

solução CH3CN/H2O, 1:1; [complexo] = 4,0.10-5 mol.L-1; [2,4 - BDNPP] = 5,0.10-3 

mol.L-1; [tampões] = 0,05 mol.L-1 (MES, HEPES, CHES); I = 0,05 mol.L-1 (LiClO4). 

 

A condição de pH escolhida se mostra a mais adequada também para a 

interpretação dos dados, já que foi visto nos estudos potenciométricos uma 

significativa predominância da espécie E. Propõe-se nessas condições uma 

espécie tetranuclear muito semelhante à estrutura cristalina resolvida. na qual se 

espera apenas a troca dos ligantes lábeis por solvente. 

Os gráficos mostrados na Figura 26 ilustram os estudos cinéticos em função 

do excesso de substrato e os valores referentes aos parâmetros cinéticos estão 
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sumarizados na Tabela 11. Os parâmetros cinéticos obtidos no presente trabalho 

estão na mesma ordem de grandeza dos parâmetros encontrados para outros 

complexos modelos desenvolvidos pelo grupo.58 

Figura 26. Curva de saturação e gráfico de Lineweaver-Burk (inserido) para a 

reação de hidrólise do 2,4 - BDNPP catalisada pelo complexo (1) a 25oC sob as 

seguintes condições: solução CH3CN/H2O 1:1;  [complexo] = 2,0.10-5 mol.L-1; [2,4 - 

BDNPP] = 3,0 a 19,0.10-4 mol.L-1; [tampão] = 0,05 mol.L-1 (MES e HEPES); 

I = 0,05 mol.L-1 (LiClO4). 

 

Tabela 11. Parâmetros cinéticos obtidos nas reações de hidrólise do 2,4 - 

BDNPP a 25oC, catalisadas pelo complexo (1) e por complexos FeZn com o 

ligante H2BPBPMP57,58 

Complexos Vmáx
 

(mol.L-1.s-1) 
Km 

(mol.L-1) 
kcat 
(s-1) 

E (kcat / Km) 
(mol-1.L.s-1) 

Kass 
(mol-1.L) 

f 
(kcat/knc) 

Complexo (1) 1,2 . 10-8 3,4 . 10-3 6,2 . 10-4 18,0 . 10-2 293 3,5 .103 

[FeIIIZnIIBPBPMP(µ-OAc)2]
+ 57,58 2,9.10-8 8,1.10-3 7,3.10-4 9,0.10-2 120 4,1.103 

[FeIIIZnIIBPBPMP(µ-OAc)(H2O)2]
2+ 58 4,7.10-8 9,8.10-3 11,8.10-4 12,0.10-2 102 6,6.103 

[FeIIIZnIIBPBPMP (µ-OH)(H2O)]2+ 58 6,5.10-8 16,0.10-3 16,3.10-4 10,2.10-2 63 9,1.103 
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Procurando obter mais informações sobre o mecanismo pelo qual o complexo 

(1) atua na hidrólise do substrato, foram realizados testes cinéticos na presença 

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

acesso aos átomos de zinco, como mostrado no Esquema 9. O gráfico de 

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

27. 

 

Esquema 9. Provável inibição do complexo (1) por 2,2’-Bipiridina 

 

Figura 27. Gráfico de V0 em função da concentração de 2,2’-Bipiridina para a 

reação de hidrólise do 2,4 - BDNPP catalisada pelo complexo (1), a 25oC, sob as 

seguintes condições: solução CH3CN/H2O 1:1; [complexo] = 4,0.10-5 mol.L-1; [2,4 - 

BDNPP] = 2,0.10-3 mol.L-1; [2,2’-Bipiridina] = 2,0.10-5 a 40,0.10-5 mol.L-1; [tampão] = 

0,05 mol.L-1 (MES); I = 0,05 mol.L-1 (LiClO4). 
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As velocidades iniciais alcançadas na presença e na ausência de bipiridina 

foram praticamente iguais, não havendo assim inibição. Isto sugere que a reação 

ocorre exclusivamente nos átomos de ferro, com a saída de uma das pontes 

hidróxido. Para comprovar esta hipótese outros experimentos, como o estudo com 

outros ligantes potencialmente inibidores e reatividade de complexos binucleares 

FeIII(µ-OH)2FeIII, são necessários. 
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5 – CONCLUSÕES 

 

 

� Foram sintetizados três novos complexos que apresentam propriedades 

relevantes, quando comparados aos sítios ativos das PAP’s.  

 

� Os complexos MIIIMIIL(µ-OAc)2 (2) e (3) foram caracterizados, mostrando 

propriedades espectroscópicas semelhantes aos complexos similares 

sintetizados com o ligante H2BPBPMP. Isto mostra que o ligante utilizado é 

promissor, já que mantém propriedades alcançadas com um dos melhores 

sistemas de modelagem para PAP’s já descritos. 

 

� Já o complexo (1), obtido na tentativa de sintetizar o composto 

FeIIIZnIIL(µ-OH), devido a sua estrutura não 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 estabilização de espécies tetranucleares como a descrita neste 

trabalho. 

 

� Os estudos de reatividade do complexo (1) podem ser de grande ajuda para 

o esclarecimento do mecanismo pelo qual enzimas contendo o motivo 

estrutural M1(µ-OH)M2 atuam. O fato do suposto impedimento dos centros 

de ZnII não afetar a sua reatividade implica em imaginar que a reação ocorra 

nesse “sítio” do cátion complexo. Sendo assim, o esclarecimento de como 

esta reação 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 reação, dentre outros fatores. Entretanto, não 

foram realizados estudos de hidrólise desse substrato pela enzima, o que não 

permite assim uma comparação com a atividade catalítica dos complexos. 

Portanto, existe a necessidade de se estudar a cinética de hidrólise de outros 

substratos (Figura 28), como o p-nitrofenilfosfato, amplamente utilizado nos 

estudos enzimáticos e o triéster dietil – 2,4 - dinitrofenilfosfato. Estudos cinéticos 

com este triéster podem ser de grande valia no esclarecimento do mecanismo de 

reação, já que este não pode coordenar-se como ponte ao complexo. 

 

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

fosfoésteres. 

 

A caracterização das espécies formadas em solução para o complexo (1) 

estará sendo realizada, em colaboração com o prof. Dr Cláudio N. Verani (Wayne 

State University, Detroit, MI), via LC esi MS/MS. O entendimento dos equilíbrios 

envolvidos pode ser extremamente útil, não só para a espécie em pH = 6,5, mas 

principalmente para as espécies em pH básico, que se mostraram também ativas 

e podem ser modelos funcionais para outras hidrolases, como as fosfatases 

alcalinas. 
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Muitos complexos metálicos têm sido usados na clivagem hidrolítica do 

RNA, porém, poucos clivam o DNA dupla fita. Fotoclivagem e clivagem oxidativa 

têm sido utilizadas com sucesso, porém a falta dos grupos terminais 3’-OH e 5’-

OPO3 tornam a utilização no campo da biologia molecular e biotecnologia limitada. 

A clivagem hidrolítica não sofre essas desvantagens, podendo os fragmentos de 

DNA clivados hidroliticamente serem ligados enzimaticamente. Complexos 

metálicos eficientes na hidrólise do DNA podem ser usados não só para mimetizar 

e elucidar o papel de íons metálicos nas catálises promovidas por metaloenzimas, 

mas, também, na manipulação gênica.75 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 está 

tratando torna-se essencial. 

A determinação dos produtos formados durante a hidrólise também pode 

fornecer valiosas informações a respeito do mecanismo envolvido nessas reações. 

Os produtos serão caracterizados através da técnica de cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC) em colunas de fase reversa (C18), onde alíquotas de uma 

reação serão injetadas em intervalos de tempo determinados. A observação da 

proporção do 2,4-dinitrofenol e do 2,4-dinitrofenolato, por exemplo, deve indicar se 

existe a hidrólise de um ou dois fenolatos nessas reações. O uso do triéster ou do 

p-nitrofenilfosfato como substrato eliminam a possibilidade de reações em 

paralelo. 

Os produtos também poderão ser caracterizados por ressonância 

magnética nuclear de 31P. O acompanhamento das cinéticas de hidrólise poderia 

indicar a formação de intermediários de reação e também se existe a formação de 

um produto onde o fosfato estaria diretamente coordenado ao complexo. 

Todas as análises realizadas e propostas para o complexo (1) devem ser 

realizadas para os complexos (2) e (3). 
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Apendice A – Síntese do Ligante H2L  
 
 

Síntese do pré-ligante 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol  – CMFF 

Esquema . Síntese do núcleo básico CMFF. 

 

O núcleo básico CMFF foi preparado em duas etapas. 

Etapa i: Em uma primeira etapa preparou-se o 2-hidróxi-5-metilbenzaldeído 

(HMB) através de uma reação de formilação do p-cresol baseada no procedimento 

descrito na literatura para a reação de Reimer-Tiemann.65 Em um balão de 3 

bocas com capacidade para 5000 mL, equipado com condensador e agitador 

mecânico, adicionaram-se 1500 mL de clorofórmio e p-cresol (21,6 g, 200 mmol). 

O balão foi colocado em um banho com temperatura controlada entre 56 - 60 oC e, 

sob agitação, iniciou-se a adição de NaOH (60 g, 150 mmol), solubilizado em 100 

mL de água destilada, em pequenas porções durante as 3 primeiras horas de 

reação. A reação foi mantida por mais 1 hora e após este período deixou-se 

resfriar até a temperatura ambiente. A seguir, adicionou-se então cerca de 500 mL 

de  água destilada e, sob agitação, iniciou-se a acidificação com HCl concentrado, 

até pH = 2. A fase orgânica foi então separada, lavada com água destilada, seca 

com Na2SO4 anidro e o solvente evaporado à pressão reduzida. O material 

restante (óleo preto viscoso) foi destilado à pressão reduzida com auxílio de uma 

coluna de vigreaux de 40 cm (55 – 65 oC a 0,1 mm Hg). Obteve-se o 2-hidróxi-5-

metilbenzaldeído (HMB) como um sólido branco cristalino P.F.: 56 oC com 

rendimento de 46% (13 g, 92 mmol) em relação ao p-cresol. O HMB foi 

caracterizado por IV e RMN 1H. 

IV (KBr), em cm-1: ν (C-Har e C-Halif) 3024-2864; ν (C-Hald) 2738; ν (C=O) 

1658; ν (C=C) 1590-1484; δ (O-H) 1372; ν (C-Ofenol) 1282; δ (C-Har) 742. 
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RMN 1H - δδδδH (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,34 (s, 3 H, CH3); 6,90 (d, 1 H, 

CHar); 7,34 (dd, 2 H, CHar); 9,85 (s, 1 H, CHald); 10,84 (s, 1 H, OHfenol). 

 

Etapa ii: O CMFF foi obtido pela reação de clorometilação do HMB com 

formaldeído e ácido clorídrico como descrito a seguir: Em um balão de 250 mL 

adicionou-se 2-hidróxi-5-metilbenzaldeído (6,4 g, 47 mmol), formaldeído 37% (3,81 

g, 94 mmol) e ácido clorídrico concentrado (25 mL). Esta mistura foi refluxada 

durante 15 minutos sob agitação magnética e na seqüência resfriada até 0 oC, 

formando um precipitado compacto no fundo do balão, que foi triturado, filtrado 

sob vácuo e recristalizado em etanol absoluto a quente. O sólido obtido foi deixado 

secar em dessecador com sílica sob vácuo por 12 horas e estocado sob argônio a 

temperatura inferior a -10 oC. O produto, 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol (CMFF), 

foi obtido como sólido amarelo claro P.F.: 95-96 oC com rendimento de 57% (5 g, 

27 mmol) em relação ao HMB e caracterizado por IV e RMN 1H 

IV (KBr) em cm-1: ν (C-Har e C-Halif) 3048-2852; ν (C-Hald) 2749; ν (C=O) 

1664; ν (C=C) 1600-1470; δ (O-H) 1378; ν (C-Ofenol) 1257; δ (C-Har) 703. 

RMN 1H - δδδδH (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,35 (s, 3 H, CH3); 4,67 (s, 2 H, 

CH2); 7,35 (s, 1 H, CHar); 7,46 (s, 1 H, CHar) ; 9,86 (s, 1 H, CHald); 11,25 (s, 1 H, 

OHfenol). 

 

ATENÇÃO: Durante essa reação pode ser formado o composto bis-

(clorometil) éter, altamente tóxico e comprovadamente um potente agente 

carcinogênico. Portanto, essa reação deve ser realizada em capela com boa 

exaustão, utilizando-se máscara e luvas, e todo o material utilizado deve ser 

lavado com solução alcalina (por exemplo, etanol/água/KOH: 60 mL/40 mL/5 g, na 

capela), pois o bis-(clorometil)éter é rapidamente hidrolisado a formaldeído na 

presença de base. A solução reacional e todos os resíduos devem ser 

descartados somente após correção do pH (pH>9,0) por adição de hidróxido de 

sódio ou potássio 
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Síntese do pré-ligante (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina – HBPA 

 

Esquema 2. Síntese do ligante precursor HBPA  

 

O ligante HBPA foi preparado através da modificação do procedimento 

experimental descrito na literatura.16 Em um béquer contendo 100 mL de metanol 

em um banho de gelo adicionou-se 15 mL (122,12 g.mol-1, 1,05 g.mL-1, 0,15 mol) 

de 2-(aminometil)piridina, seguido por 16 mL (108,14 g.mol-1, 1,16g.mL-1, 0,15 

mol) de aldeído salicílico, sob agitação magnética. Após 30 minutos iniciou-se a 

adição de 5,7 g (37,83 g.mol-1, 0,15 mol) de borohidreto de sódio em pequenas 

porções durante 1 hora. Deixou-se reagir por mais 1 hora e ajustou-se o pH entre 

6 e 7 pela adição de HCl 2 mol.L-1. Evaporou-se o solvente sob vácuo a 40 oC e 

adicionou-se diclorometano ao óleo restante, que foi lavado com uma solução de 

bicarbonato de sódio. A fase orgânica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente 

evaporado a pressão reduzida. O óleo amarelo-claro restante foi transferido para 

um béquer e deixado num dessecador com sílica sob vácuo para precipitação do 

produto. O precipitado foi lavado com isopropanol e filtrado sob vácuo. A solução 

de filtragem foi deixada em um béquer sobre a bancada para completar a 

precipitação do produto, obtendo-se no total 25 g (214,27 g.mol-1, 0,12 mol) de 

HBPA com rendimento de 78 %. 

P.F.: 62-63 oC. 

RMN 1H - δδδδH (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). 
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Esquema. Síntese do ligante H2L. 

 

A síntese do ligante final foi realizada em três etapas. 

Etapa i: 4,6 g (25 mmol, 184,62 g.mol-1) de CMFF foram solubilizados em 80 

mL de diclorometano num balão de 250 mL em um banho de gelo. Sobre essa 

solução adicionou-se 5,35 g (25 mmol, 214,17 g.mol-1) de HBPA seguido por 3,5 

mL de trietilamina (25 mmol, 101,19 g.mol-1, 0,727 g.mL-1), sob agitação 

magnética. Após a adição dos reagentes o banho de gelo foi removido e a mistura 

foi deixada reagir por mais 12 horas a temperatura ambiente. Então lavou-se 

exaustivamente a solução reacional com uma solução aquosa de bicarbonato de 

sódio a 10 %; a fase orgânica foi separada, seca e o solvente evaporado, restando 

um óleo amarelo-claro. A adição de acetonitrila provocou a precipitação de 6,7 g 

(19 mmol, 348,42 g.mol-1) do produto 2-[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)aminometil]-

4-metil-6-formil-fenol (HBPAMFF) com 77%  de rendimento. 

P.F.: 105 oC. 

RMN 1H - δδδδH (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-1) de HBPAMFF foram solubilizados 

em 80 mL de uma mistura THF/metanol 50 % formando uma solução sobre a qual 

adicionou-se 2,0 mL (19 mmol, 108,14 g.mol-1, 1,05 g.mL-1) de 2-

aminometilpiridina sob agitação magnética. Após 30 minutos, adicionou-se 0,7 g 

(19 mmol, 37,83 g.mol-1) de borohidreto de sódio em pequenas porções. Deixou-
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se reagir por mais 30 minutos e ajustou-se o pH entre 6 e 7 pela adição de 

HCl 4 M. Evaporou-se o solvente sob vácuo a 40 oC e adicionou-se diclorometano 

ao óleo restante, que foi lavado com uma solução de bicarbonato de sódio. A fase 

orgânica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente evaporado a pressão reduzida, 

restando um óleo amarelo-claro que foi seco sob vácuo (0,1 mmHg, 40 0C). 

Obteve-se 8,2 g (18 mmol, 454,57 g.mol-1) do produto 2-[2-hidroxibenzil)(2-

piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[(2-piridilmetil)aminometil]-fenol (HBPAMPAF) 

com 95 % de rendimento. 

RMN 1H - δδδδH (200 MHz; CDCl3), 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-1) de HBPAMPAF e 2,5 g (18 mmol, 

137,96 g.mol-1) de 2-bromoacetamida foram adicionados a um balão contendo 100 

mL de diclorometano, sob agitação magnética. Sobre essa solução adicionou-se 

2,5 mL de trietilamina (18 mmol, 101,2 g.mol-1, 0,727 g.mL-1) e após 48 horas sob 

refluxo a solução reacional foi lavada com solução aquosa de bicarbonato de 

sódio saturada. A fase orgânica foi separada, seca com sulfato de sódio anidro e o 

solvente evaporado a pressão reduzida e T = 40oC. O óleo amarelo-claro restante 

foi seco sob vácuo (0,1 mmHg, 40oC), formando uma espuma branca. Obteve-se 

8,9 g (17 mmol, 511,62 g.mol-1) do ligante H2L, com rendimento de 97 %. Em 

relação ao produto da etapa ii. 

P.F.: 82-85 oC. 

RMN 1H - δδδδH (200 MHz; CDCl3), 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). 

Análise elementar de CHN calculada para C30H33N5O3.H2O, MM = 529,64 

g.mol-1, C = 68,03; H = 6,66; N = 13,22 %. Encontrada: C = 67,81; H = 6,46; N = 

13,07 %. 
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Apendice B – Espectros no infravermelho dos ligantes precursores 
 
 

Espectro no IV do HMB em pastilha de KBr. 
 
 
 

Espectro no IV do CMFF em pastilha de KBr. 
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Espectro no IV do HBPA em pastilha de KBr. 
 
 
 

Espectro no IV do HBPAMFF em pastilha de KBr. 
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Espectro no IV do HBPAMPAF em pastilha de KBr. 
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Apendice C – Espectros de RMN1H dos ligantes precursores 
 
 
 

 
Espectro de RMN1H do HMB em CDCl3. 

 
 
 

 
Espectro de RMN1H do CMFF em CDCl3 
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Espectro de RMN1H do HBPA em CDCl3 

 
 
 

 
Espectro de RMN1H do HBPAMFF em CDCl3 
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Espectro de RMN1H do HBPAMPAF em CDCl3 
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