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RESUMO

Por exercerem papéis de fundamental importancia na manutencéo da vida,
por seu alto poder catalitico, e por sua alta especificidade e seletividade, a
obtencao de informagdes sobre as propriedades e 0 modo de agao das enzimas,
tem sido de grande interesse para quimicos e bioquimicos de todo o mundo.

As Fosfatases Acidas Purpuras constituem uma classe de metaloenzimas
hidroliticas que contém um sitio ativo dinuclear do tipo Fe""M" (M" = Fe, Mn ou Zn)
capaz de promover a hidrolise de uma variedade de ésteres de fosfato e anidridos
numa faixa de pH de 4-7. Essas enzimas sao isoladas a partir de plantas, animais
e fungos. Recentemente, as estruturas cristalinas da kbPAP, ratTRA, rbPAP e
ufPAP foram determinadas, indicando grandes similaridades entre elas e um
mecanismo comum para a hidrolise de ésteres de fosfato.

A sintese de novos complexos com ligantes cada vez mais elaborados, tem
levado os quimicos a obter modelos sintéticos que mimetizam cada vez melhor as
propriedades verificadas no sitio ativo das PAP’s. Além de procurar a mimetizagao
das propriedades e reatividade da enzima, vale destacar o grande avango que o
estudo de modelos sintéticos com diferentes ligantes proporciona do ponto de
vista do entendimento da quimica de coordenacdo. Assim sendo, € muito
interessante o estudo dos efeitos eletrénicos provocados por grupos substituintes,
doadores e/ou retiradores de elétrons, como por exemplo o0 —NO,, que influenciam
na basicidade dos complexos e consequentemente nas suas propriedades fisico-
quimicas e de reatividade, podendo desta forma contribuir no esclarecimento do
mecanismo de agao das metaloenzimas.

Neste trabalho, foi sintetizado um novo ligante ndo simétrico baseado no
ligante H.BPBPMP, com o grupo substituinte —NO, na posigao cinco do anel
fendlico e, a partir do ligante, os complexos binucleares di-p-acetato: (Fe''),
(complexo 1), Fe"'Fe' (complexo 2), Fe""Mn" (complexo 3) e Fe"'Cu" (complexo 4).
Estes complexos foram caracterizados por varias técnicas, incluindo eletroquimica
e espectroscopia eletrénica, e os dados obtidos foram comparados aos seus

analogos nao substituidos. Observou-se, tanto na espectroscopia eletronica



16

quanto na eletroquimica, uma significativa influéncia do efeito retirador de elétrons
do grupo -NO3 sobre os centros metalicos destes complexos. Para os complexos 2
e 3, foram realizados ainda estudos cinéticos e de equilibrio em solug¢do. A partir
dos dados da titulagdo potenciométrica, cinéticos e de Mdssbauer foi possivel
propor que, apesar da influéncia do grupo substituinte-NO,, em valores de pH
acima de 6,0 o complexo 2 forma varias outras espécies, além da p-hidroxo,
inclusive com a oxidagdo do centro de Fe'. O complexo 3 possui capacidade
catalitica frente a hidrdlise basica do 2,4-BDNPP, com fator catalitico de quase 3
mil vezes em relacdo a reagcdo nao catalisada. De acordo com os experimentos
realizados, sugere-se que o processo catalitico promovido por este complexo
ocorre por um mecanismo similar ao proposto para as PAPs, reforcando a
proposta de Lindqvist e colaboradores.

Os estudos de Mdssbauer da solugéo resultante da tentativa de sintese e
recristalizagdo do  complexo  [Fe"'Fe'(BPBPMP-NO,)(u-OH)(H20),](ClO4)2
demonstra a presenca de um composto do tipo Fe'"Fe' estavel em solucéo, que
provavelmente é a espécie (HO)Fe"(u-OH)Fe'(OH,), a qual é de especial
interesse, por tratar-se da espécie similar a proposta como cataliticamente ativa
nas PAP’s de mamiferos. Obtiveram-se ainda desta solugdo pequenos cristais de

um complexo tetranuclear de Fe™ (complexo 5), que teve sua estrutura parcial

resolvida por difratometria de raios X.
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ABSTRACT

By the fact of playing roles of fundamental importance in the maintenance of
life and by their high catalytic power, specificity and selectivity, the obtention of
information about properties and mode of action of enzymes has been object of
great interest for chemists and biochemists around the world.

Purple acid phosphatases constitute a class of hydrolytic metalloenzymes
that contain a dinuclear Fe""M" ( M" = Fe, Mn or Cu) active site able to promote the
hydrolysis of several phosphate esters and anhydrides in the pH range of 4-7.
These enzymes are isolated from plants, animals and funghi. Recently, the
structures of kbPAP, ratTRAP, rbPAP and ufPAP were determinated, indicating
great similarities between them and a common mechanism for the hydrolysis of
phosphate esters.

The synthesis of new complexes with more elaborated ligands have leaved
the chemists to obtain synthetic models that mimic better and better the properties
of the PAP’s active site. It is worth to notice that, in addition to the discovery of
new mimetic agents for the properties and reativity of the enzyme, the study of
synthetic models with different ligands brings great advances in our knowledge
about Coordination Chemistry. In this point of view, the study of the eletronic
effects produced by substituents, electron-donors or electron-withdrawing
(as —NO3) groups, that have a great influence in the basicity of the complexes and,
consequently, in their physical-chemical properties and reactivity is very interesting
and may contribute to the elucidation of the mode of action of the PAP’s.

In this work, we report the synthesis of a new unsymmetric ligand based on
the H,BPBPMP molecule, but with the substituting-group —NO., in the position 5 of
the phenolic ring. From the ligand, dinuclear complexes di-u-acetato were
prepared: (Fe'"), (complex 1), Fe"Fe" (complex 2), Fe""Mn" (complex 3) and
Fe''Cu" (complex 4). These complexes were characterized by several techniques,
including electrochemistry and electronic spectroscopy, and the obtained data
were compared with those for their non-substituted analogues. It was observed a
significant influence of the electron-withdrawing effect of —NO, on the metallic

centers of these complexes. For the complexes 2 and 3, were performed
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aditionally kinetic and solution equilibrium studies. From the potentiometric titration,
kinetic and Mdssbauer data, it was possible to propose that, in despite of the
influence of the —-NO, group, above pH 6.0 the complex 2 generates several other
species in addition to the p-hydroxo one, including complexes in which there is

oxidation of the Fe'"

center. Complex 3 possesses catalytic capacity towards the
basic hydrolysis of 2,4-BDNPP, showing catalitic factor of almost 3000 times in
relation to the non-catalised reaction. According to the performed experiments, it
was possible to suggest that the catalytic process promoted by this complex
follows a similar mechanism to that proposed for the PAP’s confirming the
proposition of Lindqvist et al.

The Mossbauer studies of a solution resultant from a tentative of
recrystallization of [Fe"Fe'(BPBPMP-NO,)(n-OH)(H20)2](ClO,4),  show  the
presence of an Fe"Fe' complex that presents good solution stability. This
corresponds probably to the species (HO)Fe"(u-OH)Fe'(OH,), which is of special
interest because of its structural similarity with the proposed catalytic active form
for the PAP’s of mammals. Were obtained aditionally from that solution small

crystals of a tetranuclear Fe" complex (complex 5), whose partial structure was

solved by X-ray difractommetry.
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1. INTRODUGAO

A quimica bioinorgénica € uma subdivisdo mais recente da quimica
inorganica e representa uma area de pesquisas que vem crescendo rapidamente
nas ultimas décadas. Trata-se de uma area da ciéncia altamente interdisciplinar
que promove a interacdo de diversas areas da quimica e bioquimica e procura
investigar a reatividade dos ions metalicos em sistemas biolégicos.” Como
resultado, cada vez mais se encontram metais desenvolvendo papéis vitais na
manutencao e regulagem de muitos processos biolégicos. Embora se saiba que
muitos elementos da tabela periddica sdo essenciais a vida, o papel molecular
destes esta apenas comegando a ser compreendido.

Outros elementos, ndo essenciais, também influenciam na qualidade de vida,
seja como um poluente téxico, ou como um farmaco na cura de certas doencgas.
Exemplos desses fatos sdo amplamente conhecidos na literatura, porém pouco se
sabe a respeito de seu modo de acdo em nivel molecular. O maior desafio da
quimica bioinorganica moderna é a compreensao da base molecular de todas
essas interagbes e a aplicagdao desses conhecimentos na medicina, biologia,
ciéncias ambientais, catélise e tecnologia, entre outras.

Cientistas de varias areas tém contribuido para esse campo de pesquisa e
em todos os casos, o papel dos metais, em relagado aos sistemas vivos € assunto
de interesse comum. A subdivisdo deste campo nao é facil devido a sobreposicéo
de seus sub-campos, porém as areas mais comuns de pesquisa sdo: o ambiente
de coordenacdo do metal em metaloproteinas, acidos nucléicos, carboidratos e
membranas; o mecanismo de reagdes ocorridas no centro metalico de uma
enzima; o0s analogos sintéticos para um sitio ativo em metaloenzimas
(planejamento, sintese, estrutura, espectroscopia e reagdes cataliticas); os
farmacos contendo metais para a cura ou prevencao de doencgas (sintese e
mecanismos de agao); a remogao e transporte de ions e compostos metalicos
“para” e “de” sistemas vivos (desintoxicacdo); os processos de biomineralizagdo.?

Dentro deste contexto fica claro que, por exercerem papéis de fundamental
importancia na manutencédo da vida, por seu alto poder catalitico, e por sua alta

especificidade e seletividade, a obtencao de informacdes sobre as propriedades e
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o0 modo de acdo das enzimas, tém sido de grande interesse de quimicos e
bioquimicos de todo o0 mundo.
Dentre as varias classes de enzimas conhecidas, as hidrolases tém despertado
grande interesse de pesquisadores.® Estas enzimas sdo responsaveis pela
hidrélise de uma série de ligagdes quimicas, como por exemplo, as ligacoes
peptidicas, presentes nas proteinas, e as ligagdes nucleotidicas, presentes no
DNA e no RNA.? Certos tipos de hidrolases (fosfatases) parecem atuar no reparo
das fitas do DNA, ajudando desta forma a manter a integridade do cdédigo
genético.” Além disso, as hidrolases artificiais podem ser Uteis no mapeamento
genético desde que elas apresentem uma certa especificidade para uma dada
seqiiéncia de bases.*

Outra funcdo de relevante importancia atribuida as hidrolases,
especificamente as fosfatases, €& atuar no controle do equilibrio de
fosforilagao/desfosforilagdo de uma vasta gama de compostos quimicos presentes

nos seres vivos, como por exemplo nas proteinas fosforiladas.’
1.1 FOSFATASES ACIDAS PURPURAS

As fosfatases acidas purpuras representam um grupo de metaloenzimas
pertencentes a classe das hidrolases, que atuam na clivagem de ésteres de
fosfato in vitro com atividade catalitica 6tima em pH acido. Podem ser encontradas
em plantas, animais, fungos e bactérias.’ Além de promoverem a hidrélise de
ésteres de fosfato em pH acido, apresentam uma coloragdo purpura bem
caracteristica, o que fez com que elas fossem conhecidas genericamente como
fosfatases acidas purpuras (PAP).>>°

Uma classe de fosfatases acidas contendo ferro, de coloragao purpura, foi
primeiramente isolada de bago bovino (bsPAP) e fluido de Gtero suino (ufPAP).
Simultaneamente, pesquisas médicas caracterizaram uma fosfatase acida de

acida resistente ao tartarato (TRAP) humana do tipo 5 (baseado na mobilidade

eletroforética). Apesar dos diferentes nomes atribuidos a estas enzimas, elas
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apresentam uma significativa homologia sequencial. Estudos imunoldgicos
também revelam que as PAP’s de fontes animais e a TRAP humana sao de fato
idénticas.>” Essas metaloenzimas sdo glicoproteinas monoméricas com massa
molar em torno de 35 kDa, que apresentam uma estrutura monomeérica peptidica
90 % similaridade. Seu sitio ativo consiste de um centro binuclear de ferro com
dois estados de oxidagdo possiveis: um Fe'Fe' cataliticamente ativo, conhecido
""inativo, conhecido como “forma purpura”.’
Aléem da bsPAP, ufPAP e TRAP, outras PAP’s de mamiferos vém sendo

caracterizadas a partir de diferentes tecidos humanos (bago, placenta, ossos,

como “forma rosa” e outro Fe''Fe

pulmao), ossos de bovinos, baco de ratos e epidermes.>®%7%"" Apesar de algumas
das PAP’s estarem bem caracterizadas do ponto de vista fisico-quimico e
estrutural, ainda ndo se sabe ao certo sua real atividade fisiolégica. Por
apresentarem atividade catalitica frente a hidrolise de ésteres de fosfato, acredita-
se que essas enzimas possam atuar na degradacdo das células velhas de
eritrécitos.” Observou-se também que as PAP’s sdo fontes cataliticas de radicais
hidroxila, sendo que os mesmos parecem atuar sobre a matriz 6ssea.’>">"* Ja as
PAP’s encontradas em vegetais parecem ter importancia na liberagcdo de fosfato
oriundo de compostos organofosforados.® A classe das PAP’s oriundas de plantas
inclui glicoenzimas diméricas com massa molar em torno de 110 kDa, obtidas de
sementes de um tipo de feijao conhecido como “kidney bean” (kbPAP), grdos de
soja (sbPAP), batata-doce (spPAP), folhas de espinafre, células de cultura de
arroz e Arabidopsis thaliana.” A mais estudada é a kbPAP, que contém um sitio
heterobimetalico do tipo Fe"'Zn" e foi a primeira PAP a ter a estrutura cristalina de
raios X resolvida.” E interessante ressaltar que a Fe'"'Zn"-kbPAP pode ser
convertida para uma forma FeFe ativa, enquanto que as PAP’s de utero suino e
de bago bovino (FeFe) podem ser transformadas para a forma Fe'"'zn'
ativa.5’8’9’10’”’

A substituicdo do Fe' nas PAP’s de mamiferos por Mn", Co", Ni", cu", zn",

Hg" ou Cd" bem como o Fe" pelos metais Ga", In"" ou A" tem sido descrita na

literatura.” 0777879 Estes estudos tem sido de grande relevancia na determinagéo
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do papel dos ions metalicos no processo catalitico e do mecanismo envolvido
nesse processo.

Uma fosfatase contendo FeMn em seu sitio ativo, descoberta na batata-
doce, é similar a kbPAP em tamanho, estrutura de subunidades e espectro
visivel.”

Fosfatases purpuras de bactérias, com pH 6timo em torno de pH = 6,0,
foram isoladas de Aspergillus ficuum (afPAP) e Neurospora crassa (ncPAP). O
maximo de absor¢cdo em 580 nm descrito para a afPAP mostra que esta enzima
apresenta uma coloracdo azul ao invés da cor purpura. Infelizmente, o conteudo
metalico das PAP’s de bactérias ainda é desconhecido. A fosfatase purpura de
Micrococcus sodenensis apresenta atividade maxima na regido alcalina, porém

muito pouco é conhecido sobre as propriedades dessa enzima.®
1.1.1 Estruturas cristalinas por difragao de raios X

As PAP’s que foram caracterizadas estruturalmente por difragdo de raios X
foram: da enzima do feijdo (kbPAP), da PAP resistente ao tartarato de ratos
(ratTRAP e rbPAP) , da ufPAP e da batata doce spPAP (Figura 1).727374 20.21.22

A estrutura cristalina determinada para a kbPAP, com uma resolucéo de
2,65 A, revela um sitio ativo formado por um ion férrico coordenado aos residuos
de aminoacidos Tyr167, His325 e de maneira monodentada ao grupo carboxilato
do aminoacido Asp135.2%?" O ion zinco encontra-se ligado aos residuos His286,
His323 e ao atomo de oxigénio da amida do aminoacido Asn201. Os dois ions
metalicos sdo ponteados pelo grupo carboxilato do residuo Asp164 de maneira
monodentada. Completando a esfera de coordenagdo encontram-se trés ligantes
exdgenos inseridos na estrutura cristalina com base em dados espectroscopicos
e de reatividade: um ion hidroxido coordenado ao ferro, uma molécula de agua
ligada ao zinco e uma ponte p-hidroxo entre os centros metalicos. O atomo de Fe'"
encontra-se em um ambiente octaédrico, a uma distancia de 3,26 A do atomo de

Zn", que apresenta uma geometria octaédrica distorcida.
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Figura 1: Estruturas cristalinas dos sitios ativos das PAP’s: (A) kbPAP,
(B) rbTRAP , (C) ufPAP e (D) spPAP.

A estrutura cristalina da kbPAP, contendo fosfato coordenado ao sitio ativo
foi, também determinada. Sua coordenagédo ocorre através de dois atomos de
oxigénio ligados de forma bidentada como ponte entre os ions metalicos,
presumivelmente no lugar das moléculas de agua presentes no sitio ativo da
enzima sem fosfato. Os dois atomos de oxigénio ndo coordenados interagem com
os residuos de His202 e His296 através de ligacbes de hidrogénio; estes
aminoécidos sofrem um deslocamento de cerca de 1 A relativo as suas posicdes

na enzima sem fosfato. A geometria de coordenacgéo octaédrica para o Fe™ pode
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ser completada pela presenga de uma ponte hidroxo. Embora a presenca de uma
ponte p-hidroxo ndo tenha sido determinada com certeza no mapa de densidade
eletrnica, sua presenca pode ser indicada pelo acoplamento antiferromagnético
observado para o derivado Fe"'Fe'' com fosfato.?*2’

A substituicdo do ion Zn" por Fe' na kbPAP revela que as propriedades
espectroscopicas e de reatividade assemelham-se as observadas para as
fosfatases de mamiferos.”” Apesar da pequena homologia sequencial total,
significativas similaridades sequenciais podem ser identificadas especialmente nas
regides onde se encontram os residuos do sitio ativo, 0 que sugere que enzimas
de mamiferos e a kbPAP sio evolutivamente relacionadas e apresentam uma

estrutura tridimensional similar do sitio ativo."’

A elucidagdo das estruturas cristalinas da ufPAP (1,55 A) e da TRAP de
ratos (ratTRAP (2,7 A) e rbPAP (2,2 A) permitiram constatar a similaridade dos
sitios ativos das PAP’s de mamiferos e da kbPAP, sugerindo que a catalise da
reacado de hidrolise de fosfatos deva ocorrer através de um mecanismo
similar.’273742021 ym desenho esquematico representando a composicdo de um
sitio ativo comum para a forma ativa das PAP’s de mamiferos e de vegetais &

mostrado na Figura 2.

TYR

HIS

Figura 2: Representagao esquematica para o sitio ativo das PAP’s.

As PAP’s de mamiferos sdo estruturas monoméricas de aproximadamente

35 kDa, contendo dois atomos de ferro em seu sitio ativo. A estrutura da ufPAP
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refere-se a enzima na forma oxidada, com fosfato coordenado simetricamente
aos dois atomos metalicos.” A distancia Fe-Fe observada foi de 3,31 A, similar a

observada na kbPAP. A ponte p-hidroxo encontra-se a 2,08 A dos atomos de Fe'

e forma um angulo de 105,7° com os mesmos. O mesmo conjunto de aminoacidos
que compdem o sitio ativo da kbPAP foi observado na ufPAP.”#20:27

A estrutura cristalina determinada para TRAP de ratos, na forma oxidada da
enzima, revela também a homologia dos residuos de aminoacidos encontrados
nos sitios ativos ufPAP e kbPAP. /213142021 Ng estrutura da rbPAP, com resolugéo
de 2,2 A, observou-se a presenca de uma molécula de SO4* e de um atomo de
Zn" na estrutura da enzima, proveniente da solugdo utilizada no processo de
cristalizacdo.”® Um dos atomos de oxigénio do grupo SO,* encontra-se

coordenado a um dos atomos de Fe'

. Através do mapa de densidade eletrénica
pode-se observar a presenca da ponte p-hidroxo e de uma molécula de H2O ou
OH" coordenada a um dos centros de Fe'".”® A estrutura cristalina da ratTRAP (2,7
A) mostra a presenga de um fosfato inorganico coordenado de forma bidentada
aos dois atomos de ferro.”? A orientagdo do grupo fosfato é similar a observada na
estrutura da kbPAP. 22027

Mais recentemente, em janeiro de 2005, Gerhard Schenk e colaboradores
determinaram, com uma resolugdo de 2,5 A, a estrutura de um complexo tripodal
formado pela coordenagao do anion fosfato ao centro de Fe-Mn da spPAP. A
molécula de fosfato encontra-se ligada de uma maneira ndo usual aos dois ions

e ao Mn'" e

metalicos, com dois dos atomos de oxigénio do fosfato ligados ao Fe
um terceiro atomo de oxigénio ponteando os dois ions metalicos.?’ A resolucéo
desta estrutura juntamente com os dados cinéticos obtidos suportam a hipotese

de que o atomo de oxigénio ponte inicia a hidrdlise.
1.1.2 Espectroscopia UV- Vis e Raman
O sitio ativo das PAP’s de mamiferos consiste de um centro binuclear de

ferro, como determinado através das estruturas cristalinas, com dois estados de

oxidacdo acessiveis. A forma oxidada da enzima, Fe'Fe'", ¢ cataliticamente
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inativa e apresenta um maximo de absor¢cdo entre 550-570 nm
(¢ = 4000 L.mol".cm™), sendo denominada como “forma purpura”. Na forma
reduzida, Fe"'Fe", a enzima conhecida como “forma rosa” apresenta atividade
catalitica e absorve em 505-510 nm (¢ = 4000 L.mol".cm™).”%?*2¢ Os espectros

para a interconversao entre as duas espécies estdo mostrados na Figura 3.

Extinction Coefficlient (1/aMvca)

0955700 450 500 550 600 €50 700 750 800
Wavelength (nm)
Figura 3: Espectros mostrando a interconverséo da forma purpura (Fe,", 550 nm)
na forma rosa (Fe'""Fe', 505 nm) da ufPAP.°

A banda de absorgdo observada em ambas as formas da enzima foi
atribuida como sendo um processo de transferéncia de carga do tipo
tirosinato — Fe"." Os mesmos valores observados para o coeficiente de
absortividade molar nas formas oxidada e reduzida indicam que o sitio passivo de
reducéo é aquele que néo se encontra ligado ao residuo tirosinato.

A KkbPAP apresenta um maximo de absorcdo em 560 nm
(¢ = 3360 L.mol".cm™), similar ao observado para as enzimas de mamiferos e
para a forma oxidada da Fe''Fe"-kbPAP modificada.®? Entretanto, a banda de
transferéncia de carga da Fe"Fe"-kbPAP nao sofre deslocamento para 510 nm
apos reducdo, como é observado para as PAP’s de mamiferos.>?*

Através da espectroscopia Raman, enzimas contendo residuos tirosinato
como ligantes sao facilmente identificadas pela presenca de quatro modos do anel

tirosina, entre 1600 e 1164 cm™, que tem sua intensidade aumentada sob
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excitagdo na regido do visivel. A observagdo desses modos de vibragdo nos
espectros das PAP’s de mamiferos (Figura 4) indicam que a forte coloragéo
purpura observada nessas proteinas deve-se a transicdes de transferéncia de

carga tirosinato — Fe''.
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Figura 4: Espectro Raman Ressonante das formas purpura e rosa da bsPAP.?*

A preservacdo do quarteto da tirosina em alta freqiiéncia (1600 a 1150 cm™)
na forma rosa indica que a coordenacgao do residuo tirosina ao ferro cromoférico
(Fe") é mantida apds a redugdo da enzima.’®%2?4 O espectro Raman Ressonante
da bsPAP é muito similar ao obtido para a ufPAP. Apesar das posi¢gdes exatas dos
picos ndo serem idénticas nas duas proteinas, as caracteristicas gerais do
espectro, bem como o pequeno deslocamento da banda em 1281 cm™ para 1287
cm” apds reducdo, corresponde exatamente aos dados reportados para a
ufPAP.?

1.1.3 RPE e magnetoquimica

O comportamento magnético das fosfatases acidas purpuras de mamiferos

(UfPAP e bsPAP)'023242627 f5i amplamente estudado por susceptibilidade



28

magnética e espectroscopia de RPE. A forma completamente oxidada destas
enzimas nao apresenta sinal no RPE (RPE-silencioso) e é aproximadamente
diamagnética, com um estado fundamental de spin S = 0.2#?° Na forma Fe'"'Fe',
essas metaloenzimas apresentam um espectro com sinal rébmbico em
Omedio = 1,75, correspondendo a um estado fundamental de spin S = 5.

Estudos da dependéncia do pH no espectro de RPE para a espécie de
valéncia mista da bsPAP (Figura 5) revelaram a presenca de duas espécies.?* Em
pH < 3,5, observou-se um espectro atribuido a uma espécie rébmbica com valores
de g = 1,94, 1,78 e 1,65. Em pH > 5, o componente principal do espectro
apresenta um novo sinal rémbico com valores de g = 1,85, 1,73 e 1,58. A forma
rosa da bsPAP é instavel em pH > 5,5; em pH = 5,42 o0 espectro apresenta
aproximadamente 10 % da espécie observada em baixos valores de pH. Os
espectros mostrados na Figura 5 sugerem a presenga de um grupo contendo um

hidrogénio ionizavel (pKa ~ 4,4), com um forte efeito sobre o espectro de RPE.
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Figura 5: Espectros de RPE em varios valores de pH e grafico do % da espécie

em baixo pH versus pH para a forma de valéncia mista da bsPAP.
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Recentes estudos de susceptibilidade magnética realizados para a bsPAP
revelam um fraco acoplamento antiferromagnético entre os centros de ferro do
sitio ativo.?° Os valores das constantes de acoplamento determinadas tanto para a
forma reduzida quanto para a forma oxidada dessa metaloenzima nao sofreram
influéncia significativa com a variagdo do pH na faixa de pH = 3,9 a 5,6. Para a
forma reduzida da bsPAP, obteve-se um valor de J = -13 cm™ a pH = 5,6,
enquanto que para a forma oxidada J = -9 cm™ a pH = 5,1. Valores similares foram
relatados para a ufPAP, com J = -15 cm™ para a forma oxidada e J = -9 cm™ para
a forma reduzida.?” O espectro de RPE da Fe'""Fe"-kbPAP modificada é similar ao
observado para a forma de valéncia mista das PAP’s de mamiferos.?® A kbPAP
nativa ndo apresenta sinal na faixa de g = 1,7, porém apresenta um sinal em g =

4,3 caracteristico de Fe'

spin alto com grande rombicidade. Os estudos de
susceptibilidade magnética realizados para a (Fe")»-kbPAP revelam um
comportamento magnético semelhante ao observado para a bsPAP e ufPAP.?” A
constante de acoplamento determinada para a formas reduzida e oxidada da
kbPAP  modificada foi de J = -8 e J = -9 cm' em
pH = 6. Esses resultados, juntamente com os dados cristalograficos dessas
metaloenzimas, concordam com a presenca de uma ponte do tipo u-hidroxo entre

os sitios metalicos, tanto nas PAP's de mamiferos como na
kaAP 12,13,14,21,23,26,27,28

1.1.4 Espectroscopia Mossbauer

Estudos de espectroscopia Mossbauer de °’Fe da ufPAP e bsPAP
enriquecidas com °’Fe, bem como da *’FeFe e *’Fe*’Fe kbPAP modificada
demonstram que estas enzimas contém dois atomos de ferro spin alto distintos
acoplados antiferromagneticamente (S = %2 para a enzima rosa e diamagnético
para a enzima purpura).>?#?*3% Os espectros Mossbauer, tanto da forma ativa
(Fe'""Fe") como da forma inativa (Fe,") da UFPAP (Figura 6), revelaram a
presengca de dois sitios de ferro spin-alto com diferentes ambientes de

coordenaco.’’ Para a forma ativa, observaram-se valores de deslocamento
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isomérico (5) de 1,22 mm/s e desdobramento quadrupolar (AEy) de 2,66 mm/s

para o centro de Fe' a 100 K, enquanto o centro de Fe'"

apresentou valores de
deslocamento isomérico de 0,52 mm/s e desdobramento quadrupolar de 1,83
mm/s.*’ Na forma oxidada, observou-se um centro de ferro com deslocamento
isomérico de 0,46 mm/s e desdobramento quadrupolar de 2,12 mm/s a 10 K. O

segundo centro de Fe'

apresentou valores de deslocamento isomérico de 0,55
mm/s com desdobramento quadrupolar de 1,65 mm/s.*’ Os valores obtidos para
os parametros Mossbauer concordam com um ambiente de coordenagao bastante

distorcido e rico em oxigénio e nitrogénio.*’
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Figura 6: Espectros Mossbauer da forma ativa a 185 K (A) e inativa a 10 K(B) da
UFPAP.%

Os desdobramentos quadrupolares dos sitios de ferro sdo excepcionalmente
grandes para um ion com estado S nominal, porém nao tdo grandes quanto os
encontrados para centros binucleares de ferro das enzimas hemeretrina ou
ribonucleotideo redutase oxidadas e compostos modelo relacionados, o que

implica numa forte distorcdo da simetria octaédrica imposta pela estrutura do
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ligante em um complexo binuclear. O desdobramento quadrupolar visto para o
sitio cromoférico na enzima rosa € similar ao observado para a forma oxidada, o
que sugere que a geometria de coordenagao deste sitio ndo é influenciada pela

reducao da enzima.

1.1.5 Eletroquimica

O comportamento redox da ufPAP foi investigado através de
microcoulometria, onde se observou uma variagdo do potencial de redugdo em
funcdo do pH.*’ O potencial redox obtido no pH de maxima atividade da enzima
(pH = 5,0) foi de + 367 mV vs ENH, e a pH = 6,0 E = + 306 mV vs ENH. A
influéncia do pH nos potenciais de redugao (60 mV / unidade pH) e o fato da
velocidade de transferéncia de elétrons aumentar com o decréscimo do pH

indicam a participagao de um préton durante o processo de oxido-reducéo.
1.1.6 Mecanismo

Com base nas estruturas cristalinas e nas propriedades espectroscopicas,
magnéticas e eletroquimicas, pode-se constatar uma grande similaridade entre os
sitios ativos das diferentes fosfatases acidas purpuras, o que sugere que a
catalise da reacdo de hidrélise de ésteres de fosfato ocorra através de um
mecanismo similar. Sendo assim, duas propostas similares para o mecanismo de
acao das PAP’s encontram-se descritas na literatura, uma por Klabunde e
colaboradores em 1996 (baseada na estrutura da kbPAP)® e a mais recente
descrita por Lindqvist e colaboradores em 1999, a qual apresenta-se descrita a
seqguir.

Na primeira etapa da reacao, o grupo fosfato do substrato liga-se a forma reduzida
(ativa) da enzima por deslocamento de uma molécula de agua e subsequente
coordenagdo ao centro de Fe' (Figura 7). Uma vez coordenado, o atomo de

fésforo assume um carater positivo, o que facilita um ataque nucleofilico do ion
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hidroxido presente na esfera de coordenacdo do ion Fe'

, que se encontra em
posicdo adequada para um ataque “em linha” sobre o atomo de fosforo. Devido
ao fato desse ataque ocorrer do lado oposto ao grupo alcool do substrato, ocorre
uma inversado de configuragdo no atomo de fésforo. O ataque nucleofilico resulta
em um estado de transigdo pentacoordenado, que deve ser estabilizado pelos
residuos de histidina His113 e His216 conservados no sitio ativo. A hidrélise
propriamente dita deve ocorrer a partir da protonagdo do grupo de saida pelo
residuo acido aspartico Asp267, e subsequente clivagem da ligacao P-OR. Ao
final da etapa catalitica, o grupo fosfato encontra-se coordenado aos dois centros
de ferro de forma bidentada e pode ser deslocado do centro de Fe'"' por uma

molécula de agua, em uma reagao de substituigéo.
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Figura 7: Mecanismo proposto por Lindqvist e colaboradores para a

hidrélise de ésteres de fosfato promovida pelas PAP’s.”
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O ataque nucleofilico é facilitado por alguns fatores, de acordo com a
proposta de Klabunde e colaboradores,?’ suportando o mecanismo descrito acima.
i) O ion Fe" é um forte 4cido de Lewis, capaz de gerar faciimente um grupo
hidroxido nucleofilico a partir de uma molécula de agua coordenada em sua
primeira esfera de coordenacdo; i) o fon Fe' também age como um &cido de
Lewis retirando densidade eletrbnica do atomo de fosforo através de sua
coordenagédo a um dos atomos de oxigénio do fosfato; iii) os residuos de histidina
His113 e His216, conservados no sitio ativo, aumentam a retirada da densidade
eletrbnica do atomo de fésforo por estabilizagdo da carga negativa sobre os dois
atomos de oxigénio do fosfato através de ligacdes de hidrogénio.

Estudos de RMN'H realizados com uma PAP humana, denominada

recHPAP, utilizando inibidores fosfato e fluoreto com variacdo do pH, reforcam a
proposta de que o hidroxido nucleofilico seja responsavel pelo ataque ao éster de
fosfato.”
De acordo com o mecanismo proposto por Klabunde e colaboradores para a agao
da kbPAP,?° sugere-se que o residuo His296 da enzima de plantas
(correspondente a His216 na rbPAP) atue como um acido geral que protona o
grupo abandonador. Porém, na rbPAP a existéncia de um residuo de acido
aspartico (Asp267) proximo ao residuo de histidina sugere que o Asp267 esteja
agindo como um acido geral. Esta suposi¢cao deve-se ao fato de que no pH acido
o6timo para a reacdo, parece mais provavel que o residuo de acido aspartico,
preferencialmente ao residuo de histidina, atue como doador na protonagdo do
grupo abandonador.

Esta proposicéo tem sido observada no mecanismo das fosfatases acidas
de alta massa molecular, que também usam um grupo acido (residuo aspartato
conservado) para a protonagao do grupo abandonador.

Sendo assim, com base no mecanismo descrito acima, acredita-se que a
principal fungdo dos ions metalicos € agir como um acido de Lewis em um
processo catalitico onde ndo ha o envolvimento de nenhum radical quimico. Isto

tem sugerido que as PAP’s desempenham dupla atividade: como fosfatase e
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como uma fonte de radicas hidroxila.”® No entanto, a verdadeira funcao fisioldgica

das PAP’s ainda permanece néo estabelecida.
1.2 COMPLEXOS MODELO

O somatério de informagdes obtidas por diversas técnicas de investigagao,
aliado a um trabalho de comparacdo dos resultados com modelos sintéticos,
geram informagdes sobre o sitio ativo da enzima, possibilitando, assim, a proposta
de modelos para o complicado “quebra-cabecas” que é o sitio ativo de uma
metaloenzima.

Estas propostas de sitio ativo levam os pesquisadores a sintetizarem
modelos que possam apresentar propriedades similares as da enzima estudada,
culminando, as vezes, em modelos que apresentam inclusive propriedades de
catalise, o que auxilia na compreensao do mecanismo de agcado da enzima. Desta
forma, a medida que as propriedades fisico-quimicas das PAP’s foram sendo
obtidas, diversos grupos de pesquisa tém colaborado com propostas para o seu
sitio ativo, tentando assim, aproximar as propriedades e reatividade dos
complexos modelo com as da enzima nativa.

Alguns dos principais ligantes utilizados na sintese de modelos para as
PAP’s sd30 mostrados na Figura 8. Dentre estes, destaca-se o H,BPBPMP,*? que
além de proporcionar um carater nao-simétrico ao complexo, contém apenas dois
grupos fendlicos, aproximando-se bastante do ambiente de coordenagao presente
no sito ativo das PAP’s, quando comparado a outros ligantes descritos até o
momento.

A sintese de novos complexos com ligantes cada vez mais elaborados, tém
levado os quimicos a obter modelos sintéticos que mimetizam cada vez melhor as
propriedades verificadas no sitio ativo das PAP’s. Além de procurar a mimetizagao
das propriedades e reatividade da enzima, vale destacar o grande avango que o
estudo de modelos sintéticos com diferentes ligantes proporciona do ponto de
vista do entendimento da quimica de coordenagdo. Assim sendo, é muito

interessante o estudo dos efeitos eletrénicos provocados por grupos substituintes,
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doadores e/ou retiradores de elétrons, como por exemplo 0 —NO,, que influenciam
na basicidade dos complexos e consequentemente nas suas propriedades fisico-
quimicas e de reatividade podendo desta forma contribuir no esclarecimento do

mecanismo de ag¢ao das metaloenzimas.
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Figura 8: Representagcdo esquematica de alguns dos principais ligantes utilizados
na modelagem das PAP’s, onde: (A) = H;BPBBMP,*? (B) = Hs;BBPMP,**3* (C) =
HBPMP,* (D) = H;BBPPNOL, *"*¢ (E) = H,BTPPNOL,%**% (F) = H,BPBPMP. 3%
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Obtengao de novos compostos binucleares do tipo Fe(lll) M(ll), onde M =

Fe, Mn e Cu, como modelos para fosfatases acidas purpuras.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese de um novo ligante ndo simétrico baseado no ligante
H,BPBPMP, com o grupo substituinte — NO, na posi¢do cinco do
anel fendlico;

e Caracterizagao deste ligante, através de analise elementar de CHN e
técnicas espectroscopicas;

e Sintese dos complexos do tipo Fe" M" (onde M = Fe, Mn e Cu) com
o respectivo ligante;

e Caracterizacdo dos complexos por analise elementare,
espectroscopicas e estruturais;

e Estudo de equilibrio dos complexos em solugao através de titulagao
potenciométrica;

e Estudo da reatividade dos complexos obtidos frente a hidrélise do
diéster de fosfato bis (2,4-dinitrofenil) fosfato;

e Comparacao entre as propriedades e reatividade destes compostos
com seus analogos nao substituidos, buscando correlaciona-las com

os efeitos eletrénicos do grupo substituinte —NOy;
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3 PARTE EXPERIMETAL

3.1 MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTAC}Z\O
3.1.1 Materiais

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes, utilizados nas
sinteses e analises, foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem
purificagao prévia: p-cresol (Aldrich), 2-aminometilpiridina (Aldrich), 2-hidréxi-5-
nitro-benzaldeido (Aldrich), trietilamina (Merck), hidroxido de sédio (Nuclear),
formaldeido 37% (Vetec), cloreto de tionila (Merck), bicarbonato de sodio (Nuclear,
Vetec), paladio/carbono 5% (Aldrich), acido cloridrico 37% (Nuclear), sulfato de
sédio anidro (Nuclear, Vetec), argbnio 5.0 (White Martins), hidrogénio (White
Martins), borohidreto de sodio (Aldrich), cloroférmio deuterado (Acros), agua
deuterada (Acros), acetato de manganés(ll) tetrahidratado (Vetec), perclorato de
ferro(lll) nonahidratado (Aldrich), perclorato de ferro(ll) hexahidratado (Aldrich),
acido L(+)-ascorbico (Merck), brometo de potassio espectroscépico (Acros),
tampdes biologicos MES, HEPES, CHES (Acros), perclorato de litio hexahidratado
(Aldrich), cloreto de sédio (Nuclear), perclorato de sodio (Aldrich, Acros), acetato
de sodio trihidratado (Merck), ferroceno (Acros), acetonitrila UV/HPLC (Tedia,
Mallinckrodt), acetonitrila PA (Nuclear), metanol PA (Nuclear), acetona PA
(Nuclear), diclorometano PA (Nuclear), diclorometano UV/HPLC (Tedia,
Mallinckrodt), cloroférmio PA (Nuclear), isopropanol PA (Nuclear), etanol absoluto
(Carlo Erba), acetato de etila UV/HPLC (Vetec), éter etilico PA (Nuclear). Foram
purificados antes de utilizados os seguintes reagentes: hexafluorofosfato de
tetrabutilaménio TBAPF¢ (Aldrich, recristalizado em etanol/agua) e carboxialdeido
(Aldrich, destilado a 0,1 mm Hg).
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3.1.2 Analise Elementar de CHN

A determinacdo dos percentuais de Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio foi
realizada em um analisador elementar de CHNS Carlo Erba modelo E-1110, na

Central de Analises do Departamento de Quimica da UFSC.

3.1.3 Espectroscopia de RMN

Os espectros de RMN 'H foram obtidos em um espectrofotdmetro
Brucker — AC 200F, na Central de Analises do Departamento de Quimica. As
amostras foram solubilizadas em 0,5 mL de solvente deuterado (CDCIs3) contendo

TMS como padréo interno e acondicionadas em tubo de 5 mm.
3.1.4 Espectroscopia na regiao do infravermelho - IV

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdmetro Perkin Elmer FTIR — 2000, na regido de 4000 a 450 cm™. As
amostras foram preparadas por dispersdo em KBr em grau espectroscépico e
prensadas (10 toneladas) formando pastilhas com cerca de 1 cm de didmetro e
0,5 mm de espessura. Estas pastilhas forma introduzidas diretamente no caminho

Optico do equipamento para leitura do percentual de transmitancia (%T).
3.1.5 Condutimetria

As analises de condutividade molar foram efetuadas em um condutivimetro
Digimed CD-21, utilizando-se acetonitrila (grau espectroscépico) e concentragdes
de 1,0 x 102 molL" das espécies a serem analisadas. As andlises foram
realizadas apés a calibracdo do equipamento com solugdo padrao de KCI (0,01
mol.L" - Ay = 1408 Q7. cm® mol")* a temperatura de 25,00 + 0,05 °C

estabilizada com auxilio de um banho termostatizado.
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3.1.6 Espectroscopia Eletrénica

Os espectros de absorgao da regiao de 250 a 1200 nm foram obtidos em
um espectrofotdmetro Perkin Elmer modelo Lambda 19, em cubetas de quartzo
com caminho 6ptico de 1 cm. As solugdes dos complexos foram preparadas em

acetonitrila de grau espectroscépico, com concentragdes na ordem de 10 mol.L™".

3.1.7 Eletroquimica

O estudo do comportamento redox dos complexos foi realizado através de
voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada em um pontenciostato-
galvanostato PAR modelo 273. Os experimentos foram realizados em solugdes de
acetonitrila contendo 0,1 mol.L™" de hexafluorofosfato de tetrabutilaménio, sob
atmosfera de argénio, utilizando reagentes de grau espectroscopico e argdnio 5.0
(H20, Oz < 3 ppm). Os eletrodos de trabalho, referéncia e contra-eletrodo
utilizados foram, respectivamente, disco de platina (area ~3 mm?), Ag/Ag” e fio de

platina. Ferroceno foi utilizado como padréo interno.*’

3.1.8 Maossbauer

Os espectros Mossbauer dos complexos foram obtidos nas temperaturas de
298 K e 115 K, a partir de uma fonte mével*’ Co (Rh) em um modo de aceleragao
constante. As linhas de ressonancia do ferro metalico foram utilizadas para a
calibragcado da fonte e os deslocamentos isoméricos foram dados relativos ao ferro
metalico, a temperatura medida. Os experimentos foram realizados pelo Prof. Dr.

Valderes Drago, do Departamento de Fisica da UFSC.
3.1.9 Difratometria de raios X
A analise de difracdo de raios X de monocristal foi realizada na Central de

Andlises do Departamento de Quimica — UFSC. Os dados foram coletados em um

difratdmetro Enraf-Nonius CAD-4 equipado com um tubo de molibdénio
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(MoKa A = 0,71073 A) e monocromador de grafite a temperatura ambiente. A
estrutura cristalina foi parcialmente resolvida através de métodos diretos com a
utilizagdo do programa SHELXS97.% A representacgéo grafica da estrutura parcial
molecular foi gerada utilizando o programa ZORTEP.* A coleta de dados e a
resolugdo parcial da estrutura foram realizadas pelo Prof. Dr. Adailton Joao

Bortoluzzi.

3.1.10 Potenciometria

Os estudos potenciométricos foram realizados em solugéo de etanol/agua
(70/30 % V/V) devido a baixa solubilidade dos complexos em agua, utilizando um
pHmetro Corning 350 acoplado a um eletrodo de vidro combinado (Ag/AgCl). As
solugdes foram preparadas com agua bidestilada na presenga de KMnO4 e etanol
de grau espectroscopico. Os eletrodos foram calibrados com uma solugao diluida
de HCI em etanol/agua (70/30 % V/V) para leitura direta de —log[H'] (pH) e a
inclinacao foi fixado utilizando dados obtidos a partir da titulagdo potenciométrica
de uma solugdo com volume conhecido de HCI 10,0.10° mol.L™" com solugdo
padrao de KOH 0,10 mol.L™ livre de CO,, ambos em etanol/agua (70/30 % V/V).
Os experimentos foram realizados com 0,05 mmol do complexo solubilizado em
20,0 mL de solucdo com forca idnica | = 0,1 mol.L™ (KCI), em uma célula
termostatizada (25,0°C), sob atmosfera de argbnio. Essas solugdes tiveram o pH
ajustado para aproximadamente pH = 3,0 pela adicdo de HCI 0,1 mol.L™" e foram
tituladas com uma solugdo padrdo de KOH 0,100 mol.L™" até pH = 12,5,
fornecendo cerca de 50 pontos. O pKw da solugdo etanol/agua (70/30 % V/V)
contendo 0,1 mol.L™" de KCI (forga idnica) utilizado para os calculos foi 14,71(2).%
A adicao de aliquotas de 0,05 mL de solugdao de KOH (titulante) foi realizada com
auxilio de uma bureta Schott, modelo T80/20, com adicbes sucessivas de base
apo6s a obtencao de valores constantes de pH. As titulagcbes foram repetidas por
trés vezes e os valores foram obtidos como a média dos trés experimentos. As
constantes de equilibrio foram calculadas com programa BEST7 e os diagramas

de distribuicdo de espécies foram obtidas com os programas SPE e SPEPLOT.#
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As constantes de estabilidade foram variadas para a realizagdo do melhor ajuste
entre os valores observados e calculados de pH para cada ponto de acordo com o

parametro estequiométrico fornecido.

3.1.11 Reatividade

A atividade catalitica dos complexos foi avaliada através da reacdo de
hidrélise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato [2,4-BDNPP]. Os experimentos
cinéticos foram realizados em triplicata sob condicbes de excesso de substrato
monitorando-se espectrofotometricamente, em um espectrofotdmetro UV-Vis
Varian Cary 50 BIO acoplado a um banho termostatizado, a reacado foi
acompanhada pela variacdo de absorbancia ocorrida em 400 nm
(e = 12100 L.mol".cm™) relacionada a liberagéo do anion 2,4-dinitrofenolato, como
produto da reacdo de hidrolise. As reagdes foram realizadas em cubetas de
quartzo e/ou vidro 6ptico com capacidade para 4 mL e caminho 6ptico de 1 cm,
seladas com tampa de teflon, nas quais foram adicionados 1,5 mL de solucéo
tampao (0,1 mol.L™ em agua), 0,050 mL do complexo
(2,0.10°° mol.L™ em acetonitrila), quantidades adequadas de substrato, de 0,085 a
0,680 mL (1,8.102 mol.L”" em acetonitrila), e acetonitrila para complementar o
volume final de 3,0 mL da mistura reacional.

As solugdes tampéao foram preparadas a partir dos tampdes MES, HEPES e
CHES, solubilizados em agua desionizada e o pH ajustado pela adigdo de solugao
aquosa de hidroxido de sédio, com auxilio de pHmetro (precisao de 2 digitos) com
eletrodo de vidro combinado Ag/AgCl. A forga ibnica da reagdo foi mantida
constante em | = 0,1 mol.L”" pela adigdo de perclorato de litio & solugdo tampao.

A influéncia do pH sobre a velocidade da reacdo de hidrélise foi
investigada numa faixa de pH entre 3,6 e 10,0, onde [complexo] = 4,0.10° mol.L™",
[substrato] = 5,0.10° mol.L”" e I = 0,1 mol.L".

O grafico das velocidades iniciais (V,) em fungcdo do pH permitiu a
obtencéo dos valores de pK para as espécies em equilibrio e pH 6timo (valor de
pH onde a atividade catalitica € maxima). A determinagao das velocidades iniciais

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

O tratamento dos dados através do método de Lineweaver-Burke permitiu a
obtencéo da constante catalitica (kcat), velocidade maxima (Vmax) € constante de
Michaelis-Menten (K.,), além do fator catalitico, definido pela razdo entre a
constante catalitica e a constante da reagéo nao catalisada (f = Kcat / Knao catalisada),

eficiéncia catalitica (E = kcat / Km) € constante de associagao (Kass = 1/ Km).

3.2 SINTESE DO LIGANTE

3.2.1 Sintese do 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido - HMB

CH; CH;,

NaOH
CHCl, 0

OH OH

O HMB foi preparado através de uma reacado de formilagcdo do p-cresol,
baseada no procedimento descrito na literatura para a reacdo de Reimer-
Tiemann.” Em um baldo de 3 bocas com capacidade para 1000 mL, equipado
com condensador e agitador mecanico, adicionou-se 500 mL de cloroférmio e 8,4
mL de p-cresol (0,08 mol, 108,14 g.mol™", 1,034 g.mL™"). O balao foi colocado em
um banho com temperatura controlada entre 56 - 60 °C e, sob agitag&o, iniciou-se
a adicdo de 24 g de NaOH (0,6 mol, 40 g.mol™) solubilizados em 20 mL de agua
destilada, em pequenas por¢des durante as 3 primeiras horas de reagdo. A reagao
foi mantida por mais 1 hora e entdo se deixou resfriar até a temperatura ambiente.
Adicionou-se entédo cerca de 100 mL de agua destilada e, sob agitagao, iniciou-
se a neutralizagdao com HCI concentrado, até pH = 2. A fase organica foi entao
separada, lavada com agua destilada, seca com MgSO4 anidro e o solvente
evaporado a pressao reduzida. O material restante (6leo preto viscoso) foi

destilado a pressdo reduzida com auxilio de uma coluna de vigreaux de 40 cm
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(55 — 65 °C a 0,1 mm Hg). Obteve-se 57 g de 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (0,08
mol, 36,15 g.mol™") com rendimento de 46 %.
P.F.: 56 °C.

IV (KBr), em cm™: v (C-Har € C-Haif) 3024-2864; v (C-Haig) 2738; v (C=0) 1658;
v (C=C) 1590-1484; 5 (O-H) 1372; v (C-Otenoi) 1282; 5 (C-Hyr) 742.

T T T T T T T
3500 3000 500 2000 1500 1000 500

crm-1

Figura 9: Espectro no IV do HMB em pastilha de KBr.

RMN'H, ppm (CDCls): 2,34 (s, 3 H, CHs): 6,90 (d, 1 H, CHa); 7,34 (dd, 2 H, CHa):
9,85 (S, 1 H, CHa|d), 10,84 (S, 1 H, Oerno|).
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Figura 10: Espectro de RMN '"H do HMB em CDCls.
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3.2.2 Sintese do 2-clorometil-4-metil-6-formil-fenol - CMFF

CHj; CH;
HCHO379,
——20
0 HClconc Cl 0
2 2
OH OH

Em um baldo de 500 mL foram acondicionados 12,8 g de 2-hidréxi-5-
metilbenzaldeido (9,4 mmol, 136,15 g.mol™"), 3,8 mL de formaldeido 37% e 50 mL
de acido cloridrico concentrado. Esta mistura foi refluxada durante 15 minutos sob
agitacdo magnética e na seqléncia resfriada até 0 °C, formando um precipitado
compacto no fundo do baldo, que foi triturado, filtrado sob vacuo e recristalizado
em etanol absoluto a quente. O sélido obtido foi deixado secar em dessecador
com silica sob vacuo por 12 horas e estocado sob argdnio a temperatura inferior a
-10 °C. Obtiveram-se 10g do produto 2-clorometil-4-metil-6-formil-fenol (CMFF)
(184,62 g.mol'1) com 70 % de rendimento.

P.F.: 95-96 °C.

IV (KBr) em cm™: v (C-Ha € C-Hgit) 3048-2852; v (C-Hag) 2749; v (C=0) 1664; v
(C=C) 1600-1470; & (O-H) 1378; v (C-Ofenar) 1257; 5 (C-Har) 703; v(C-Cl) 613.

T T T T T T T
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Figura 11: Espectro no IV do CMFF em pastilha de KBr.
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RMN'H, ppm (CDCl3): 2,35 (s, 3 H, CHz): 4,67 (s, 2 H, CH,); 7,35 (s, 1 H, CHa):
7,46 (s, 1 H, CHar) ; 9,86 (s, 1 H, CHa); 11,25 (s, 1 H, OHreno))-

y,
.

Y
VY
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Figura 12: Espectro de RMN 'H do CMFF em CDCls.

CUIDADO: Durante essa reag¢do forma-se o composto bis-(clorometil)éter,
altamente toxico e comprovadamente um potente agente carcinogénico. Portanto, essa
reagdo deve ser realizada em capela com boa exaustdo, utilizando-se mascara e luvas, e
todo o material utilizado deve ser lavado com solu¢do alcalina (por exemplo,
etanol/agua/KOH: 60 mL/40 mL/5 g, na capela), pois o bis-(clorometil)éter é rapidamente
hidrolisado na presenca de base. A solugdo reacional e todos os residuos devem ser
descartados somente apos corregcdo do pH (pH>9,0) por adi¢do hidroxido de sodio ou

potassio.
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3.2.3 Sintese da bis-(2-piridilmetil)amina - BPMA

=

|
=~ | . = | H, / Pd/C -
\N NH, \N /O McOH N

]

\

O ligante BPMA foi sintetizado através de modificagcdo do procedimento
descrito na literatura.’® Em um béquer de 400 mL foram adicionados 100 mL de
metanol e 51,5 mL (108,14 g.mol™, 0,5 mol, 1,05 g.mL™") de 2-aminometilpiridina,
sob agitacdo magnética e resfriados em um banho de gelo. Em seguida adicioram-
se 47,56 mL (107,11 g.mol™, 0,5 mol, 1,126 g.mL™") de 2-piridinacarboxialdeido e
deixou-se a mistura reagir por uma hora. Entdo essa solugao foi transferida para
um frasco apropriado contendo 1,0 g de paladio/carbono 5% (previamente ativado
em 50 mL de metanol por 1 hora), sob atmosfera de hidrogénio a 60 psi e agitada
durante 15 horas. A solugao foi entdo separada do catalisador por filtracdo e o
solvente evaporado a pressdo reduzida a 40 °C. Para eliminagdo completa do
solvente, deixou-se o baldo sob vacuo (0,1 mm Hg) por 12 horas aquecido a 40
°C. O produto foi entdo acondicionado em um frasco escuro e estocado em

temperatura inferior a 0 °C. Rendimento quantitativo.

IV (KBr) em ecm™: v (N-Hamina) 3300; v (C-Har € C-Haif) 3062-2828; v (C=N e
C=C) 1592-1434; v (C-N) 1148; 6 (C-Hy) 758.
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Figura 13. Espectro no IV do BPMA em filme.
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RMN'H, ppm (CDCl3): 2,90 (s, 1 H, NH); 3,99 (s, 4 H, CH,); 7,15 (dd, 2 H, CHa.);
7,35 (d, 2H, CHay); 7,63 (dt, 2H, CHar); 8,56 (d, 2 H, CHay).

Figura 14: Espectro de RMN "H do BPMA em CDCls.
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3.2.4 Sintese do precursor (2-hidréxi-5-nitrobenzil)(2-
piridilmetil)Jamina - HBPA-NO;

OH

O,N
T Qm wie T
0,N CHO SN NH,  MeOH =
N

O HBPA-NO, foi preparado através de modificagdes do procedimento
experimental descrito na literatura.? Em um béquer contendo 500 mL de metanol
em um banho de gelo adicionou-se 10,3 mL (108,14 g.mol™; 1,049 g.mL™"; 100
mmol) de 2-(aminometil)piridina, seguido por 16,7 g (167,12 g.mol™"; 100 mmol) de
2-hidroxi-5-nitrobenzaldeido, sob agitagcdo magnética. Apos cerca de 5 minutos
observou-se a formacdo de um precipitado amarelo e manteve-se a agitagcéo
magnética por mais 30 minutos e em seguida iniciou-se a adigdo de 3,8g
(37,54g.mo|‘1; 100 mmol) de borohidreto de sédio em pequenas porg¢des durante 1
hora. Deixou-se reagir por mais uma hora e ajustou-se o pH entre 6 e 7 pela
adigao de HCI 2 mol.L™. O solvente foi evaporado sob vacuo a 40 °C e adicionou-
se metanol a espuma restante, que foi levada ao freezer, onde permaneceu por
alguns dias para precipitagao do ligante. O precipitado foi filtrado sob vacuo e
lavado com agua gelada e posteriormente com metanol gelado. Deste modo
obtiveram-se 19,5 g de HBPA-NO, (259 g.mol™') como um sdélido de cor intensa
amarela com um rendimento de 75 %.
P.F.: 158 - 160 °C.

IV (KBr), em cm™: v (C-Har ) 3019; v (C=N e C=C) 1591-1437; § (O-Hsenol) 1379; v
(N=0), 1336-1325; v (C-Orenai) 1279; & (C-Har) 768.
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Figura 15: Espectro no IV do HBPA-NO, em pastilha de KBr.

RMN'H, ppm (CDCl3): 3,10 (1H, N-H); 3,95 (s, 2 H, CHy): 4,07 (s, 2 H, CH,); 6,86-
8,13 (6 H); 8.59 (s, 1 H).
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Figura 16: Espectro de RMN'H do HBPA-NO, em CDCls.
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3.2.5 Sintese do 2-[bis-(piridilmetil)Jaminometil]-4-metil-6-formil-fenol

BPMAMFF
| N CH; | A CH;
N/ N/
CH,Cl,
NH + (I 0 — N 6]
4 4
| A OH | X OH
=N _N

Realizou-se uma reagao de substituicdo nucleofilica do cloreto no CMFF
pela amina secundaria do BPMA, formando 2-[bis-(piridilmetil)aminometil]-4-metil-
6-formil-fenol (BPMAMFF). Em um baldo de 250 mL, adicionou-se 5,6 g de CMFF
(184,62 g.mol™", 0,03 mol), dissolvido em 80 mL de diclorometano e colocado em
um banho de gelo. Uma solugédo de 6,0 g de BPMA (199,26 g.mol™; 0,03 mol) e
4,2 mL de trietilamina (101,19 g.mol™"; 0,727 g.mL™; 0,03 mol) em 80 mL de
diclorometano foi adicionada lentamente sobre o CMFF, realizando uma reagao de
substituicdo nucleofilica do cloreto no CMFF pela amina secundaria do BPMA.
Depois de completada a adigdo, o banho de gelo foi removido e a mistura
reacional deixada sob agitagédo por 3 horas a temperatura ambiente. Terminada a
reacao, a solucao resultante foi transferida para um funil de separacéo e lavada
por 5 vezes com uma solugao aquosa de bicarbonato de sddio. A fase orgénica foi
seca com sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado sob vacuo a 40 °C,
restando um 6leo amarelado que foi dissolvido em 40 mL de isopropanol a quente
e transferido para um béquer. Apds algumas horas, forma-se um precipitado
cristalino que foi filtrado e lavado com isopropanol gelado. Obtiveram-se 8,0 g do
BPMAMFF (347,42 g.mol™; 0,03 mol) com rendimento de 77%.

P.F.: 127-130 °C.
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IV (KBr), em cm™: v (C-Ha: € C-Haif) 3038-2849; v (C=0) 1680; v (C=N e C=C)
1591-1437; 8 (O-Hsenot) 1378; v (C-Otenat) 1276; v (C-N) 1114; 5 (C-Har) 773.
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Figura 17: Espectro no IV do intermediario BPMAMFF em pastilha de KBr.

RMN'H, ppm (CDCls): 2,30 (s, 3 H, CHs); 3,74 (s, 2 H, ArCH,N); 3,94 (s, 4 H,
ArCH3N); 7,18-7,30 (m, 3 H, CHy); 7,40-7,47 (m, 3 H, CHy); 7,64-7,72 (m, 2 H,
CHar); 8,60 (d, 2 H, CHy); 10,45 (s, 1H, C-Hap).
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Figura 18: Espectro de RMN 'H do intermediario BPMAMFF em CDCls.
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3.2.6 Sintese do 2-[bis-(piridilmetil)Jaminometil]-4-metil-6-hidroximetil
fenol - BPMAMHF

S« . r

NS N

N N

N\/©YO + NaBHy ——» N OH
N N

Z | OH H ~ | OH
Qf .

Foram adicionados, em um baldo de 125mL 6,30g (18,30mmol) de
BPMAMFF dissolvidos em 40mL de THF e 40mL de metanol. Sob agitagao
magnética adicionou-se lentamente 0,68g (18,30mmol) de NaBH,4. Ajustou-se o
pH entre 6-7 pela adicdo de HCI 2mol.L™". Evaporou-se o solvente a pressdo
reduzida e adicionou-se ao Oleo restante 60mL de diclorometano e 30mL de agua
destilada. Trasferiu-se a solugao para um funil de separagao e lavou-se a fase
organica com solugao de bicarbonato de sédio a 10%. A fase organica foi entao
seca com sulfato de sdédio anidro e o solvente evaporado a pressao reduzida.

Obteve-se 6,20g do produto. O rendimento € quantitativo.

IV (KBr), em cm™: v (O-H) 3461; v (C-Har & C-Hair) 3043-2845; v (C=N e
C=C) 1592-1480; 5 (O-Hreno) 1379; v (C-Ofenat) 1228; v (C-N) 1116; & (C-Ha,) 771.
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Figura 19: Espectro no IV do intermediario BPMAMHF em pastilha de KBr.
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RMN'H, ppm (CDCls): 2,23 (s, 3 H, CHs); 3,76 (s, 2 H, ArCH,N); 3,88 (s, 4 H,
ArCH,N); 4,73 (s, 2 H, ArCH,OH): 6,82 (s, 1 H, CHa,); 6,95 (s, 1 H, CHa/); 7,17 (t, 2
H, CHa): 7,32 (d, 2 H, CHa); 7,63 (m, 2 H, CHa,); 8,56 (d, 2 H, CHa).
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Figura 20: Espectro de RMN do intermediario BPMAMHF em CDCls.

3.2.7 Sintese do cloridrato de 2-[bis(2-piridilmetil)Jaminometil]-4-metil-
6-clorometilfenol hidrocloreto - BPMAMCF.HCI

= | CH; = | CH,
N\ NS
N N
N oH + SOC, — » N Cl .HCI
N N
z | OH =z | OH
N N

O BPMAMHF seco, 6,20g (17,8mmol), foi solubilizado em 60mL de
diclorometano sob agitacdo magnética, formando uma solugdo sobre a qual

adicionou-se, gota a gota, 1,50mL (17,8mmol) de cloreto de tionila. Formou-se
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uma solugado amarelo-clara que foi deixada reagir por 30 minutos. Evaporou-se o
solvente até a secura em um evaporador rotatério sob vacuo a 40 °C.
Adicionaram-se mais 50mL de diclorometano, que foi novamente evaporado, e
repetiu-se este procedimento por mais duas vezes. A espuma amarelada restante
foi seca sob alto-vacuo (0,1 mm Hg) a 40 °C por 24 horas, obtendo-se assim 7,009

do produto, com rendimento quantitativo.

IV (KBr), em cm™: v (C-Har e C-Hair) 3056-2921; v (C=N e C=C) 1616-1465; & (O-
Hrenol) 1380; v (C-Ofenat) 1213; v (C-N) 1164; 6 (C-Har) 765; v(C-Cl) 623.

RMN'H, ppm (D;0): 2,07 (s, 3 H, CHa); 3,71 (s, 4 H, ArCH,N); 4,41 (s, 2H,
ArCH,CI); 4,80 (s, 2H, ArCH,CI); 6,73 (s, 1 H, CHa)); 6,87 (s, 1 H, CHa)); 7,87 (m, 4
H, CHay); 8,42 (t, 2 H, CHa,); 8,64 (d, 2 H, CHay).
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Figura 21: Espectro de RMN’H do intermediario BPMAMCF.HCI.
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3.2.8 Sintese do ligante 2-N-bis{(2-piridilmetil)-aminometil}-6-{(2-
piridilmetil)(2-hidréxi-5-nitro-benzil)aminometil}-4-metilfenol
(H.BPBPMP-NO,)

58 2-080,

CLHC NH OH

R

O ligante H,.BPBPMP-NO, foi preparado através de uma modificagdo do
procedimento experimental descrito na literatura.?’ Em um baldo contendo 100 mL
de diclorometano, realizou-se a reac¢édo de 6,07 g de BPMAMCF.HCI (15 mmol;
404,34 g.mol™) com 3,89 g de HBPA-NO, (259 g.mol™"; 15 mmol), na presenca de
5,2 mL de trietlamina (37 mmol; 101,19 g.mol™; 0,727 g.mL™), sob refluxo e
agitacdo magnética durante 30 horas. Apos este periodo, a solugao foi lavada 8
vezes com uma solugdo saturada de bicarbonato de sédio e a fase organica seca
com sulfato de sddio anidro. O solvente foi evaporado a pressao reduzida e o éleo
amarelo resultante foi solubilizado em metanol. Esta solugdo foi mantida sob
refrigeracéo (freezer) durante 24 horas, o que provocou a precipitagdo do produto,
que foi filtrado e seco sob vacuo. Obtiveram-se 6,35 g do ligante H,.BPBPMP-NO,
(590,68 g.mol™) com rendimento de 72 %.

P.F.: 80-81°C

IV (KBr), em cm™: v (C-Ha € C-Hai) 3060-2824; v (C=N e C=C) 1571-1434; v
(N=0)2 1335; & (O-Htenol) 1362; v (C-Ofenol) 1290; v (C-N) 1090; & (C-Har) 754.



56

% To

40+

30

T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1

Figura 22: Espectro no IV do ligante H,BPBPMP-NO, em pastilha de KB.

RMN'H, ppm (CDCL): 2,19 (s, 3 H, CHs); 3,92 (m,12 H, CH,-Ar); 6,81-8,07 (14 H,
CH.,); 8,56 (m, 3 H, CHar)
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Figura 23: Espectro de RMN'H do ligante H,BPBPMP-NO, em CDCls.
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3.3 SINTESE DOS COMPLEXOS

3.3.1 Sintese do complexo [(Fe"),(BPBPMP-NO;) (n-OAC),](Cl04),

+ 10NaClOy4

@:OH CHs N
ON \/@\/ p
N N+  2Fe(ClO4)3 .9H,0 +3NaOAc.3H,0
@(’ OH K@
N N Na

(CIOq4)

A uma solugao do ligante H.BPBPMP-NO, , 0,30g (0,50 mmol) em 15mL de
metanol, foram adicionados sob agitagao 0,51g (1,00 mmol) de Fe(ClO4)s. 9H,O A
solugao foi aquecida brandamente por 5 minutos. Adicionou-se entdo 0,18g (1,50
mmol) de NaOAc.3H,O. Manteve-se a mistura sob agitagdo e aquecimento por
mais 10 minutos e adicionou-se em seguida 0,62g (5,00 mmol) de NaClO4. O
solvente foi evaporado até aproximadamente 10mL. Adicionou-se 20mL de agua
destilada e o precipitado de cor azul intensa foi filtrado e lavado com agua
destilada, isopropanol e éter. Obteve-se 0,35g do complexo, com rendimento de
68%.

A estrutura acima mostrada, foi proposta, com base na estrutura ja
resolvida para o complexo [Fe"'Fe"(BPBPMP) (u-OAc),]Cl04%, o qual apresenta o
ligante com estrutura similar, mas sem o grupo —NO; na posi¢édo para ao fenol e

nas analises realizadas.
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Am: 138 Q" cm? mol™

IV (KBr), em cm™: v (O-H) 3431; v (C=N e C=C) 1609-1448; v.s (OAC)
1557; vsim (OAC) 1448;v (N=0), 1306; v (CI-O) 1096; & (C-Har) 759.
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Figura 24: Espectro no IV do complexo [Fe"Fe"(BPBPMP-NO;) (1-OAc),]CIO, em
pastilha de KBr.

3.3.2 Sintese do complexo [Fe" Fe'(BPBPMP-NO,)(u-OAc):](Cl04)

OH
CHs l\t A
N N+ 2Fe(ClO4); . 9H,0 + 3NaOAc . 3H,0
Z 3 OH Z | + 10NaClO4 + 1Ac. Ascorbico
A N N\

NO,

(ClOy)
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Em um baldo de trés bocas, com volume de 25mL, solubilizou-se 0,30g
(0,5mmol) do ligante H,BPBPMP-NO,; em 15mL de metanol. Purgou-se argdnio a
solugao por 5 minutos. Sob atmosfera de argbnio e agitagao adicionou-se entao
0,36g (1mmol) de Fe(ClO4), . 6H,0 . A solugao foi aquecida brandamente por
aproximadamente 10 minutos em seguida adicionou-se 0,18g (1,5mmol) de
NaOAc.3H,O. Deixou-se a mistura reagir sob agitagdo por 10 minutos e
acrescentou-se entdo 0,09g (0,5mmol) de acido ascorbico e 0,61g (5mmol) de
NaClO4. Nesta etapa o argdnio foi entdo removido e o solvente evaporado até o
inicio da precipitacdo. Adicionou-se 20mL de agua destilada e filtrou-se o
precipitado de cor marrom escuro, lavando-se o mesmo com agua destilada,
isopropanol gelado e éter. Obteve-se desta forma 0,32g do complexo, com
rendimento de 76%. O complexo foi recristalizado em metanol a quente, mas os
cristais obtidos nao foram adequados para resolucéo da estrutura de raios X.

Assim a estrutura acima mostrada, foi proposta, com base na estrutura ja
resolvida do complexo [Fe"Fe'(BPBPMP)(u-OAc),]JCI04%° 0 qual apresenta o
ligante com estrutura similar, mas sem o grupo —NO; na posigao para ao fenol e
nas analises realizadas.

Awm: 138 @ cm? mol™

IV (KBr), em cm™: v (O-H) 3442; v (C-Har € C-Hai) 2917; v (C=N e C=C)
1593-1433; vass (OAC) 1571; v (C-O) 1258; vass (CI-O) 1096; & (C-Har) 759.
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Figura 25: Espectro no IV do complexo [Fe" Fe'(BPBPMP-NO;) (u-OAc)2](ClO4)
em pastilha de KBr.

3.3.3 Sintese do complexo [Fe" Mn"(BPBPMP-NO,) (1-OAc);](Cl04)

CH3 l\: X
ON Z
N N+ Fe(ClO4)3 . 9H,0 +2NaOAc . 3H,0O
Z 3 oH Z +  Mn(OAc), . 4H,0
™ N N\

(ClO4)

Em 40 mL de metanol dissolveu-se 0,30g (0,50 mmol) do ligante
H,BPBPMP-NO, juntamente com 0,14g (1,00 mmol) de NaOAc.3H,O, sob
agitacdo e aquecimento moderados. Sobre esta solugdo foram adicionadas,
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simultaneamente, solugdes também metandlicas de Mn(OAc),.4H,0 (0,12g , 0,50
mmol) e de Fe(ClO4); . 9H,0 (0,26g , 0,50 mmol) . A solugado foi entdo mantida
sobre aquecimento e agitagdo por 30 minutos. Em seguida filtrou-se a solugéo de
cor marrom avermelhada e deixou-se a mesma em repouso por 24 horas. O
precipitado microcristalino obtido foi filtrado e lavado com agua destilada,
isopropanol gelado e éter. O rendimento da reacao foi de 70%.

O complexo foi recristalizado em uma mistura acetonitrila/metanol 1:1 e
cristais foram obtidos, mas ndo eram adequados para resolugao da estrutura.

Awm: 148 " cm? mol™

IV (KBr), em cm™: v(O-H) 3430; v (C—Har € C—Hair) 2922; v (C=N e C=C)
1590-1430; v (N=0), 1302; v (CIO4) 1092; 5 (C-Har) 760.
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Figura 26: Espectro no IV do complexo [Fe" Mn"(BPBPNP-NO,) (1-OAc),](ClO4)
em pastilha de KBr.
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3.3.4 Sintese do complexo [Fe" Cu"(BPBPMP-NO,) (1-OAc);](C10,)

CHj r\: N
ON &
N N+ Fe(ClO4)3 .9H,0 +3NaOAc.3H,0
7 OH “ +  Cu(ClOy), . 6H,0
A N N\

NO,

(Cl04)

O complexo [Fe"'Cu'(BPBPMP-NO,) (u-OAc);](ClO,) foi sintetizado de acordo
com o procedimento descrito no segcdo 3.3.3, para o complexo
[Fe'"Mn"(BPBPMP-NO,)(u-OAc);](ClOs).  Obteve-se um  sdlido  marrom
avermelhado, com rendimento de 75%.

Am: 145 0" cm? mol™

IV (KBr), em cm™: v(O-H) 3424; v (C—Ha @ C—Haif) 2920; v (C=N e C=C) 1609-
1431; v (N=0), 1305; v (ClO4) 1090; 5 (C-Har) 766.
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Figura 27: Espectro no IV do complexo [Fe"' Cu'(BPBPNP-NO,)u(OAc),](CIO4) em
pastilha de KBr.

3.3.5 Sintese do complexo [(Fe")4(BPBPMP-NO_)(u-OH)3(p-0)](Cl104)2

Em 40 mL de metanol, dissolveu-se 0,30g (0,50 mmol) do ligante
H,BPBPMP-NO,. Juntou-se a esta solugao 0,18g (0,50 mmol) de Mn(CIQ4),.6H,0
e adicionou-se gota a gota uma solugdo metandlica contendo 0,26g (0,50 mmol)
de Fe(ClO4)3.9H,0 sob agitagdo magnética e leve aquecimento. 1,5mL de solugao
de NaOH 0,1mol.L”" foi entdo gotejado lentamente sobre a solugdo. O
aquecimento e agitagao foram mantidos por mais 10 minutos. A solugao foi filtrada
e deixada em repouso por 48 horas. Obteve-se assim um precipitado de cor
marrom escura, que foi filtrado e lavado com isopropanol gelado e éter e em
seguida solubilizado em metanol a quente. Apds varios dias de repouso em um
frasco fechado obtiveram-se pequenos cristais de cor azul intensa, cuja estrutura

foi parcialmente resolvida por difratometria de raio X.

ATENCAO: Embora nenhum problema tenha sido encontrado na sintese e
purificacdos dos complexos, sempre devem ser tomadas precau¢bes no manuseio

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

Nesta secao serdo apresentadas as caracterizacbes e as respectivas
discussoes relativas as sinteses do ligante e dos complexos. Para que se possa
visualizar melhor os compostos organicos e complexos sintetizados apresentamos

nas Figura 28 e 29 as representacdes destes.

NO,
CH3 CH3 = |
SN
NH
/O cl /O N OH NH
OH OH O) ENJ)
N
HMB CMFF x

BPMA-
HBPA-NO,
= CH3 = CH3 CH3
\N \N
N 0) N OH i Cl

N N N
7 l H H =z H =z H
& N N

BPMAMFF BPMAMHF BPMAMCF.HCI

HO
= CH; I ]
NS
Q NO,
N N
N N
= H =
AN AN

H,BPBPMP-NO,

Figura 28: Representagcdes dos compostos ligantes.
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N

T

Representacéo do centro do complexo [(Fe'")4(BPBPMP-NO,)(p-OH)s(u-0)](ClO4)

Figura 29: Representagdes dos complexos.
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4.1 SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS LIGANTES

Buscando-se aproximar ainda mais as propriedades fisico-quimicas dos
complexos binucleares modelo para o sitio ativo das PAP’s de Fe''M" onde
M = Fe, Mn, Cu com as da metaloenzima, inseriu-se no ligante H,BPBPMP* o
grupo retirador de elétrons —NO;, na posi¢cao 5 em relagdo ao fenol. Assim o
ligante H,BPBPMP-NO; foi sintetizado por modificacbes da rota sintética descrita
por Neves e colaboradores®, como apresentado na secdo experimental 3.2.

O ligante foi obtido com bom rendimento e elevado grau de pureza, estando
adequado para a utilizagdo nas sinteses dos complexos e teve todas suas etapas
de sintese caracterizadas por espectroscopia no infravermelho e ressonancia

magneética nuclear de hidrogénio.
4.1.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho - IV

Como mencionado acima, o ligante, bem como todos os precursores foram
caracterizados por espectroscopia no infravermelho e as principais bandas foram
atribuidas?*’ com base em semelhanca, de modo a serem utilizadas para
acompanhar a formagao dos compostos em cada etapa da reacdo. Os espectros
sao apresentados na secdo 3.1. A Tabela 1 apresenta as principais bandas e

atribuicdes para os compostos organicos sintetizados.
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Tabela 1. Principais bandas e atribuicdes?”, em cm™, dos espectros no
infravermelho para os compostos HMB (I), CMFF (ll), BPMA (lll), HBPA-NO, (IV),
BPMAMFF (V), BPMAMHEF (VI), BPMAMCEF.HCI (VII) H,BPBPMP-NO; (VIII).

Atribuicdes | Il 1] v \") VI VII VI
V(N-Hsec) - - 3300 - - - - -
v(C-Har 3024 3048 3062 | 3089 | 3038 | 3043 | 3056 | 3060
e a a a a a a a a
C-Har) 2864 2852 2828 | 2992 | 2849 | 2845 | 2921 2824
v(C-Hag) 2738 2749 - - 2849 - - -
v(C=0) 1658 1664 - - 1680 - - -
v(C=N 1590 1600 1592 | 1591 1591 1592 | 1616 | 1571
e a a a a a a a a
C=C) 1484 1470 1434 | 1437 | 1437 | 1480 | 1465 | 1434
8(0-Hrenol) 1372 1378 - 1379 | 1378 | 1379 | 1380 | 1362
v(N=0), 1336
- - e - - - 1335
1325
V(C-Ofenol) 1282 1257 - 1279 | 1276 | 1228 | 1213 | 1290
v(C-N) - - 1148 | 1092 | 1114 | 1116 | 1164 | 1090
8(C-Har) 742 703 758 768 773 771 765 754
v(C-Cl) - 613 - - - - 623 -

Os precursores HMB, CMFF e BPAMFF apresentam uma banda intensa
em torno de 1660 cm™ atribuida a vibracdo de deformagao axial da ligagdo C=0,
caracteristica de aldeidos. Geralmente esta banda aparece em torno de 1740-
1720 cm™', porém nestes compostos a freqliéncia de absorgao foi reduzida devido
a conjugacao do aldeido com o anel aromatico.

O aparecimento das bandas tipicas de estiramento da ligagdo C-Cl em 613
cm™ no espectro do CMFF e 623 cm™ no espectro do BPMAMFF, quando estes
sao comparados aos espectros de seus percussores € mais uma evidéncia de sua
formacao.

O espectro na regido do infravermelho do BMPA é caracteristico de uma

amina secundaria, que apresenta uma banda larga e de fraca intensidade na
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regido de 3300-3350 cm™. Ja para o HBPA-NO, no foi possivel a observacédo
desta banda, visto que ela apresenta forte dependéncia com relagao a formagéao
de ligagdes de hidrogénio, dificultando, portanto sua atribuigdo. Este efeito pode
ser provocado por ligagdes inter ou intramoleculares, ou pela presenga de
solvente, podendo apresentar um alargamento, um deslocamento e até mesmo o
nao aparecimento da banda no espectro.

A reducdo do aldeido BPMAMFF para o respectivo alcool BPMAMHF foi
confirmada pelo surgimento da banda em 3461 cm™, caracteristica de vibragdes
de deformacgao axial de O-H, e também pelo desaparecimento da banda em 1680
cm™ referente ao estiramento C=0 do aldeido.

A substituicao do cloreto pela amina HBPA-NO, para a formacé&o do ligante
final H.BPBPMP-NO, foi acompanhada pelo desaparecimento da banda em 623

cm’, tipica de deformacéo axial C-Cl.

4.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio -
RMN 'H

A espectroscopia de RMN 'H também foi uma ferramenta bastante util para
a caracterizagcdo de cada composto organico sintetizado. Os espectros sao
apresentados na seg¢ao 3.2. Os deslocamentos quimicos (64 em ppm) e a
integragdo dos sinais observados nos espectros de RMN 'H permitiram determinar
0 numero de protons presentes em cada composto organico e distinguir entre os
atomos de hidrogénio metilicos, metilénicos e aromaticos e ainda os prétons de
alcoois, aldeidos e aminas e sdo mostrados na Tabela 2. A relacdo entre o
numero dos diferentes atomos de hidrogénio permitiu confirmar a obtencédo do

ligante e de seus precursores sintetizados com pureza adequada.
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Tabela 2. Deslocamentos quimicos em ppm e atribuigdes, observados nos
espectros de RMN "H para os compostos HMB (1), CMFF (Il), BPMA (lll), HBPA-
NO; (IV), BPMAMFF (V), BPMAMHF (VI), BPMAMCF.HCI (VIl) e H,BPBPMP-NO,

(VI
Atribuicoes | 1 1] v \"/ Vi VIl VI
CHs, 2,34/3H| 2,35/3H - - 2,30/3H| 2,23/3H[2,07/3H |2,19/3H
Ar-CH,-Cl - 4,67/2H - - - - 4,4172H
4,80/2H -
3,95/2H | 3,74/2H | 3,76/2H | 3,71/4H -
Ar-CH,-N - - 3,99/4H | 4,07/2H | 3,94/4H | 3,88/4H
Ar(CH,)OH - - - - - 4,73/2H - -
NH - - 2,90/1H| 3,10/1H - - - -
6,86- |7,18-
6,91/1H [7,30/3H | 6.82/1H| 6,73/1H
7.152H| 747. |7.40- 6,95/1H| 6,87/1H g g1.
CHar 6.9011H| 7,35/1H| 7.352H| 7 96/2H |7 47/ap | 717/2H| 7.87/4H | g 07114y
7.34/2H| 7,46/1H| 7,63/2H| 7 70/1H 7 64 73202H| 842/2H| o oo
8,56/2H | 7 94/1H 7 79121 7,63/2H| 8,64/2H
8.09/MH | & oo 8,56/2H
8,59/1H
CHag 9,85/1H| 9,86/1H - - - - 10,15/1H -
OHrenol 10,84/1H [ 11,25/1H - - - - - -

4.2 SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS

Os complexos binucleares [Fe''Fe"(BPBPMP-NO,)(u-OAc),](ClOs),
[Fe"'Fe'(BPBPMP-NO,)(u-OAc),]ClIO,,  [Fe"'Mn'(BPBPMP-NO,)(u-OAc),]CIO,
[Fe"'Cu"(BPBPMP-NO,)(u-OAc);]ClO4 e o complexo tetranuclear
[(Fe")4(BPBPMP-NO,)(1-OH)2(u-0)2](ClO4), agora serdo chamados de complexos
1, 2, 3, 4 e 5 respectivamente.

Todos os complexos foram sintetizados partindo-se da estequiometria

metal/ligante 2:1. Acetato de sddio trildratado também foi adicionado, por conter
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grupos formadores de pontes exdgenas, exceto para o complexo 5, cujo objetivo
de sintese era a obtencdo de um complexo de valéncia mista do tipo Fe"Fe' com
pontes u-OH. Para garantir a precipitacdo do complexo 2 na forma mista
(Fe'"'Fe'), utilizou-se além do perclorato de Fe(ll), atmosfera de argdnio e acido
ascorbico como redutor.

Todos complexos foram recristalizados em varias condi¢cdes e diferentes
meios, sendo em alguns casos obtidos cristais, porém com exce¢do do complexo
5, que teve sua estrutura parcialmente resolvida, nenhum dos outros cristais
obtidos apresentou-se adequado para resolugdo da estrutura cristalina por
difratometria de raio X.

Para o complexo 5 ainda ndo foi realizada nenhuma outra analise, além da
difratometria de raio X.

Os complexos sao pouco soluveis em agua, no entanto apresentam boa
solubilidade em solventes organicos como: acetonitrila, acetona, diclorometano e

metanol.

4.2.1 Analise elementarde C,He N

Os complexos 2 e 3 foram caracterizados por analise elementar de CHN e
apresentaram resultados concordantes com as formulas moleculares propostas. A
Tabela 3 mostra a féormula molecular, massa molar e as porcentagens de C, H, e

N (calculada/encontrada) para os complexos estes compostos.
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Tabela 3. Resultados das analises elementares de C,H e N para os complexos 2 e
3.

Massa %C %H %N
Complexo | Fgrmula Molecular Molar
(g.mol™"y| calc/enc calc/enc calc/enc
FeoCagH3sNsO12Cl
2 989.96 |46,10/46,21| 4,68/4,45 | 8,49/8,46
4H,0
FeMnC38H33NGO120|
3 EH.O 1007,07 | 45,32/45,25| 4,80/4,37 | 8,35/8,33
oM

4.2.2 Condutimetria

As medidas de condutividade molar foram efetuadas em solugdes recém
preparadas dos complexos 1, 2, 3 e 4 em acetonitrila com concentracdes
1,0 x 10° mol.L™ a 25 °C. Os resultados de condutividade molar (Ay) e as

atribuicdes*® dos tipos de eletrdlitos para os complexos sdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da condutimetria para os complexos 1, 2, 3 e 4.

Complexo Am (Q7".mol".cm?) Tipo de eletrdlito
1 288 1:2
2 138 1:1
3 148 1:1
4 145 1:1

Segundo Geary,” valores de condutividade molar na faixa de
120-160 Q".mol".cm? e 220-300 Q".mol".cm? s3o tipicos de solucdes de eletrolito

1:1 e 2:1 respectivamente, em acetonitrila a 25 °C e concentragcéo
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1,0 x 10 mol.L™". Portanto pode-se afirmar que o composto 1 apresenta cation de

carga +2 enquanto que os compostos 2, 3 e 4 possuem cation de carga +1.

4.2.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho - IV

A espectroscopia no IV é geralmente utilizada como uma analise preliminar e
mostrou-se muito util na caracterizagao inicial dos complexos, uma vez que a
formacdo dos mesmos pbéde ser acompanhada pela presenca das bandas
caracteristicas do ligante. Sendo assim, os espectros no infravermelho dos
complexos 1, 2, 3 e 4 s&do bastante similares aos espectros do respectivo ligante,
indicando a presenca do mesmo nos compostos isolados. Bandas adicionais,
referentes ao contra-ion, ligantes ponte e moléculas de agua também séao
observadas. Na Tabela 5 estdo apresentadas as principais bandas e

47,49

atribuicdes para os complexos 1, 2, 3 e 4.

47,49

Tabela 5. Principais bandas e atribuigdes em cm”' dos espectros no

infravermelho para os complexos 1, 2, 3 e 4.

Atribuicdes Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3 | Complexo 4
v (O-H) 3431 3442 3430 3424

v (C—Hare C—Hai) - 2919 2992 2920

v (C=N e C=C) 1609-1448 1593-1433 1587-1426 1609-1431
Vass (OAC) 1557 1571 - 1546
vsim (OAC) 1448 - - -

v (C-0) - 1258 1259 1252

v (CI-0) 1094 1096 1089 1090

8 (C—Ha) 771 759 764 766
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A Figura 30 ilustra uma sobreposigao dos espectros do ligante livre e do
complexo 2 onde podem ser observadas as similaridades e diferengas para o

ligante livre e complexado.

e o

W e W M WW“

o L A A S AN A A
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm-1

Figura 30: Espectros no infravermelho do ligante H,BPBPMP-NO; livre (espectro

em vermelho) e do complexo 2 (espectro em preto).

O ligante H,BPBPMP-NO. apresenta bandas intensas entre 1600 e
1400 cm™ referentes aos estiramentos das ligagdes C=N e C=C dos anéis
aromaticos. Nos complexos estas bandas também s&o observadas com
intensidades relativas similares. No entanto observa-se um alargamento dessas
bandas devido a presenca de grupos acetato coordenados de forma bidentada
entre os centros metalicos, cujos estiramentos assimétrico e simétrico da ligagao
O-C=0 absorvem entre 1600 e 1400 cm™. A auséncia da banda de média
intensidade em aproximadamente 1360 cm™ nos espectros dos complexos,
observada no ligante livre, devido a deformagéo angular fora do plano da ligagao
O—Htenol, indica a desprotonagao do fenol e assim a formagao da ponte fendxido.
A presenca do contra-ion perclorato € facilmente detectada pela banda intensa em

torno 1090 cm™" referente ao estiramento da ligagéo CI-O.

4.2.4 Espectroscopia Eletronica

Os dados de espectroscopia eletronica para os complexos 1, 2, 3 e 4 sédo

apresentados na Tabela 6 e os espectros sdo mostrados na Figura 31.



Tabela 6: Dados de espectroscopia eletrénica para os complexos 1, 2, 3 e 4.
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complexo Amax (NmM) e (M".L.em™)
333 14480
1 (Fe'”Fe"') - -
581 4800
356 16030
2 (Fe''Fe") ~410 -
519 4480
358 16080
3 (Fe""mMn") ~420 -
521 4470
357 20100
4 (Fe"cu" ~412 -
513 5460

Os espectros eletrbnicos de todos os complexos sdo muito similares. As

bandas observadas sdo caracteristicas de compostos de Fe'

que apresentam
grupos fenolato coordenados. Em todos os espectros observa-se uma banda
intensa na regido entre 500 e 600 nm, atribuida a um processo de transferéncia de
carga do tipo ligante — metal (TCLM) envolvendo a transferéncia de elétrons dos
orbitais pr do oxigénio fendlico para os orbitais drn* do ion Fe".** Um segundo

processo de TCLM ocorre na regido de 400 a 350 nm, envolvendo os orbitais prn

do fenolato e do* do Fe'"

, € aparece na forma de um ombro parcialmente
encoberto pelas bandas devido as transicoes dos anéis fendlicos e piridinicos do
Iigante.50 No complexo 1, o ombro em torno dos 400 nm nao foi observado, pois
deve estar totalmente encoberto pelas bandas do ligante. O espectro do ligante foi
realizado qualitativamente e mostrou a presenga de duas bandas: uma em 306 nm
e outra em 325 nm que sdo atribuidas as transicdes dos anéis fendlicos e
piridinicos e a presenga do grupo nitro, que esta em ressonancia com o anel
fendlico. Para o complexo 2 realizou-se ainda o espectro no estado soélido por
refletancia difusa (Figura 31(B) inserido e a similaridade entre os valores maximos
de absorgdo em solucédo e no estado sdlido , indicam que o complexo néo sofre

influéncia do solvente e sua integridade estrutural € mantida em solugéo.
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Figura 31: Espectros eletronicos: (A) complexo 1, (B) complexo 2, (C) complexo

3, (D) complexo 4.e (E) sobreposi¢cao dos complexos 2, 3 e 4.

32,561,52 aos

Ao compararmos os espectros dos analogos nao substituidos
espectros dos novos complexos sintetizados, observa-se que a banda em menor

energia sofre um deslocamento hipsocrémico de 37 nm para 1, 38 nm para 2, 23
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nm para 3 e 33 nm para 4. Isto se deve ao efeito retirador de elétrons do grupo

—NO, que compete com o centro de Fe'

pela densidade eletronica do anel
fendlico, dificultando o processo de TCLM. Este efeito aproxima as propriedades
cromoféricas dos complexos aos observados para a forma reduzida das PAP’s de
mamiferos, com Amsx entre 505 e 510 nm e ¢ = 4000 mol.L".L.cm™ , para o

processo TCLM Oirosinate — Fe''.

Na kbPAP este processo aparece em 560 nm com ¢ = 3360 M™".L.cm™ 2%
e é ligeiramente superior ao encontrado para o complexo 3. O mesmo é
observado para o complexo 4, quando este & comparado com a Fe''Cu" ufPAP
modificada que apresenta Amsx €m 545 nm e ¢ = 3400 M™".L.cm™."”

A Tabela 7 mostra os dados comparativos de Anmsx encontrados para a enzima

e seus respectivos analogos com os ligantes H,.BPBPMP e H,BPBPMP-NOs,.

Tabela 7: Dados comparativos de espectroscopia eletrénica para as enzimas
rbTRAP, kbPAP e ufPAP e seus analogos sintéticos com os ligantes H,BPBPMP e
H.BPBPMP-NO..

Amax (NmM) Amax (Nm) Amax (Nm)

Enzima enzima complexo ndo- complexo nitro-
substituido substituido

roTRAP 550-570 618 581
FeIIIFeIII
roTRAP 505-510 556 519
FeIIIFeII
kbPAP 560 544 521
FeIIIMnII
ufPAP 545 546 513
FeIIICuII
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4.2.5 Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos 2, 3 e 4 foi avaliado através de
voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada, em acetonitrila. Os
voltamogramas destes complexos s&o apresentados na Figura 32, e os potenciais
redox, que foram referenciados ao eletrodo normal de hidrogénio (ENH) através
do padrdo interno ferroceno (E1;z = 0,400 V vs NHE),*" estdo resumidos na Tabela
8.

Tabela 8: Potenciais redox determinados através de voltametria ciclica (VC) e

voltametria de onda quadrada (OQ) para os complexos 2, 3 e 4.

E1;2 (mV) versus NHE
COMPLEXOS VvC oQ
2 425 427
-345 -340
3 851 842
-328 -307
4 -363 -352
- -748

O complexo 2 apresenta dois processos redox em seus voltamogramas. O
primeiro, localizado em 425 mV, representa o potencial redox do acoplamento
Fe,"/Fe'""Fe" e o segundo, em -345 mV, representa o acoplamento Fe"Fe'/ Fe,".
Esses potenciais revelam um deslocamento anddico de 45 mV para o primeiro
processo e 145 mV para o segundo processo em relagdo ao complexo nao
substituido [Fe"Fe" (BPBPMP)(u-OAc),]JClO4.%? Estes deslocamentos refletem a
capacidade retiradora de elétrons do grupo substituinte —NO, que provoca a
diminuicdo da basicidade e consequentemente da capacidade doadora n dos
grupos fendlicos. Os complexos 3 e 4 também apresentaram um processo na

"'+ & 5 Fe' que, da mesma

regiao entre -300 e -400 mV atribuidos ao processo Fe
maneira como discutido para o complexo 2 revelam um deslocamento anddico de
142 mV para 3 e 247 mV para 4 neste processo, em relacdo aos

complexos ndo  substituidos [Fe""Mn"(BPBPMP)(u-OAc),]ClIO°" e
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[Fe"'Cu" (BPBPMP)(u-OAc),]JClO4> respectivamente. O processo referente a

"+ & 5 Mn" foi observado para o complexo 3 com

oxiredugcdo do manganés Mn
E12 = 842 mV e deslocamento anddico de 11 mV em relagdo ao seu analogo n&o
substituido. Na voltametria ciclica do complexo 4 observa-se apenas uma onda
irreversivel Epc = -876 mV, porém na voltametria de onda quadrada foi possivel a
observagdo do processo Cu' + & 5 Cu' com Ejp= -748 mV e deslocamento
anédico de 152 mV em relacdo ao complexo nao substituido
[Fe"'Cu" (BPBPMP)(1-OAc),]CI04.%2 Na Tabela 9 estdo apresentados os dados
comparativos entre os potenciais redox, encontrados para os complexos né&o-

substituidos e nitro-substituidos.

Tabela 9: Dados comparativos de voltametria ciclica (VC) para os complexos 2, 3

e 4 com seus respectivos analogos nao-substituidos
[Fe""M"(BPBPMP)(OAc),]JCIOs (M = Fe, Mn e Cu)32°"%2

E12 (mV) versus NHE
COMPLEXOS (preiggts:':r”;gglho) N3o substituido AE12
. 425 380 45
Fe"Fe -345 -490 145
TR 851 840 11
Fe"Mn -328 470 142
Nl -363 -610 247
Fe"Cu 748 -900 152

A investigacao eletroquimica dos complexos demonstrou entdo que o grupo
substituinte —NO, influenciou de maneira significativa os potenciais redox do

centro de Fe'

, pois o para-nitro fenolato esta ligado diretamente neste, e embora
com, menor intensidade teve efeito também no metal M" (M = Fe, Mn e Cu)
provavelmente devido a um acoplamento entre os dois centros. Este efeito ajuda
na estabilizacdo do estado de oxidacdo 2+ e é muito importante, principalmente

nos complexos do tipo Fe'"Fe' visto que o ferro é mais suscetivel a oxidacao.
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Figura 32: Voltamogramas ciclicos (a esquerda) e de onda quadrada (a direita)
para os complexos 2 (A), 3 (B) e 4 (C).
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4.2.6 Titulagdo Potenciométrica

Os estudos de titulacdo potenciométrica dos complexos 2 e 3 foram realizados
em solugao etanol/agua (70:30 % V/V) devido a baixa solubilidade dos mesmos
em agua. Estes experimentos foram realizados para avaliar a presenga de
moléculas de agua coordenadas aos centros metalicos, quando os complexos se
encontram em solugao e a possivel formacédo da espécie (HO)Fe"(u-OH)M"(OH,),
que segundo os mecanismos propostos por Klabunde e colaboradores em 1996%°
e mais recentemente por Lindqvist e colaboradores’ é a espécie ativa das
fosfatases acidas purpuras. Isto é possivel devido a labilidade®**® dos grupos
acetato ponte, a qual € aumentada pela elevagao do pH do meio, os quais podem
ser hidrolisados gerando aquo-complexos.

As curvas de equilibrio potenciométrico obtidas para os complexos
[Fe"'Fe'(BPBPMP-NO,)(u-OAc)z]ClO4 (2) e [Fe"Mn"(BPBPMP-NO,)(1-OAc)2]CIO,
(3) apresentam uma regido tampdo entre pH 4 e 9, que corresponde a
neutralizacao de trés prétons, como ja observado anteriormente para compostos
similares.®?%*°® Esse fato indica a hidrolise dos complexos em meio aquoso, onde
as duas pontes p-acetato sédo substituidas por moléculas de agua, as quais foram

tituladas fornecendo trés constantes de protonacéo, apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10: Valores de pKa e pH para os percentuais maximos das espécies
B = (HO)Fe"(n-OAc)M"(OHy) e € = (HO)Fe" (u-OH)M"(OH,) determinados para os

complexos 2 e 3.

Complexos pKal PH (Yomsx B) pKa2 | pH (%mix C) | pKa3

2 (Fe"Fe') 4,70 5,30 5,95 6,50 7,03

3 (Fe""Mn") 5,04 5,53 6,04 7,32 8,61
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Uma proposta para os equilibrios observados em solugdo para esses

complexos ¢ ilustrada na Figura 33.

O | \ \

_FeC /M\ \'\:III/O\“\A“/ pKa1 \":gl/o\'l/ly
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Figura 33: Proposta para os equilibrios observados nos complexos
[Fe""M"(BPBPMP-NO2)p(OAc),]JClO4 em solugdo, onde M = Fe', Mn".

O esquema apresentado na Figura acima, sugere que, inicialmente, apenas
uma das pontes p-acetato é hidrolisada, formando a espécie
(H20)Fe"(n-OAc)M"(OH,). Em pH ~ 5 observa-se o primeiro pKa, correspondente
a desprotonacdo da molécula de agua ligada ao ion Fe"

espécie (HO)Fe"(n-OAc)M'(OH,). Em pH ~ 6 é observado o segundo pKa,

com a formacgao da

atribuido a desprotonagédo de uma molécula de agua para a formagao da ponte p-
hidroxo, imediatamente apds a saida da segunda ponte acetato. Finalmente, o
terceiro pKa corresponde a desprotonacéo da molécula de agua ligada ao M" e é
determinado em pH >7, onde a espécie (HO)Fe"(u-OH)M"(OH) é formada. A
presenca de cada uma das espécies formadas em solu¢cdo e seu percentual em

funcao do pH sao ilustrados nas curvas de distribuicdo de espécies, na Figura 34.
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Figura 34: Diagrama de distribuicdo das espécies presentes em fungao do pH para

(A) para o complexo 2 e (B) para o complexo 3, onde H3;C € a espécie

completamente protonada, C é a espécie completamente desprotonada e H,C e

HC sao as espécies di e monoprotonadas.
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Os complexos 2 e 3 apresentaram entdo, comportamento similar ao
observado para outros complexos di-(u-acetato) ja descritos e apresentados na
Tabela 11.°2°*%° Porém ao compararmos o complexo 2 a seu analogo nao
substituido®® observa-se um decaimento nos valores dos pKa(s). Este fato deve
estar relacionado com os efeitos provocados pelo grupo —NOj, que atrai
densidade eletrbnica para si, aumentando assim a acidez dos proétons tanto das

moléculas de agua ligadas aos centros metalicos, quanto da ponte p-hidroxo.

Tabela 11: Comparagéao entre os valores de pKa para os complexos (u-acetato); ja

estudados potenciometricamente.

complexos pKaj pKa, PKas

[Fe"'Fe' (BPBPMP)p(OAc),]Cl0, 5,15 6,60 8,28

[Fe' Fe' (BPBPMP-NO,)u(OAc),]CIO; (2) 4,70 5,95 7,03

[Fe""™Mn"(BPBPMP)u(OAc),]C104”’ 5,80 7,76
cinético cinético

[Fe"'Mn (BPBPMP-NO,)u(OAc),]ClO4 (3) 5,04 6,04 8,61

[Fe"'Zn"(BPBPMP)pu(OAc),]C10,4”’ 4,84 5,99 7,97

[Fe"'Zn"(BPBPMP-NO,)u(OAc),]Cl04”? 4,55 6,56 8,26

[Fe"'Cu"(BPBPMP)u(OAc),]ClO,° 5,25 6,20 7,82

E curioso no entanto, que esse decréscimo tenha sido mais acentuado no
terceiro pKa, referente a desprotonagcado da molécula de agua ligado no centro de
Fe', visto que o para-nitro fenolato esta coordenado diretamente no centro de Fe''.
Outras analises realizadas para o complexo 2, como a reatividade secéo 4.2.7 e 0
Mossbauer secédo 4.2.8, nos levam a crer, que este decréscimo acentuado no
valor de seu terceiro pKa néo esteja apenas relacionado com a presenga do grupo
—NO; no ligante, mas também a possivel formag¢ao de outras espécies em valores
de pH mais altos. E provavel que em valores de pH acima de 6,0 onde deveriamos
estar formando a espécie p-hidroxo, comece a ocorrer formagado também de
outras espécies, inclusive com a oxidacéo do Fe' , como pdde ser observado nas

analises de Mdssbauer da solugdo congelada deste complexo em pH 6,5 e




84

reforcada pela resolugdo da estrutura parcial de um composto tetranuclear de Fe'"

obtido da tentativa de sintese e recristalizagdo da espécie p-hidroxo.

O complexo 3 nao pbde ter seus valores de pKa(s) potenciométricos
comparados com os de seu analogo ndo substituido® pois este ainda nao teve
sua titulagdo potenciométrica realizada. Contudo, como pode ser observado na
Tabela 11, seus valores para as constantes de desprotonacgao (pKa(s)) estdo bem

préximos aos encontrados para outros complexos (p-acetato), similares?°":%295%6

4.2.7 Reatividade

A atividade catalitica dos complexos [Fe'""Mn"(BPBPMP-NO,)(u-OAc),]ClO4
(3) frente a hidrolise de ésteres de fosfato foi avaliada através da reagcédo com
bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (BDNPP), sob condigdes de excesso de substrato a

25 °C, conforme ilustrado na Figura 35.

NO,

o- i
I )
O,N 0—P=0
| O,N
0
O,N +  COMPLEXO —> + PRODUTOS
NO,
NO;, (A = 400 nm)
BDNPP

Figura 35: Esquema ilustrativo para a reagao de hidrodlise do substrato BDNPP.

Este substrato foi escolhido para esses estudos por tratar-se de um fosfato
bastante reativo, devido a presenca de grupos substituintes —-NO, nas posicdes 2
e 4 dos anéis fenilas. Substratos ativados tém sido empregados pelo fato de que

diésteres de fosfato ndo ativados, em geral, sdo muito pouco reativos devido as
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reacoes de hidrolise serem altamente sensiveis a basicidade do grupo
abandonador.’’

Inicialmente realizou-se uma avaliacdo do efeito do pH sobre a atividade
catalitica do complexo, buscando-se a determinagao dos valores dos seus pKa(s)
cinéticos e a comparacdo destes, com os valores encontrados no estudo de
equilibrio quimico em solugéo, além da determinag¢ao do pH étimo, ou seja, o pH
onde a concentragdo da espécie cataliticamente ativa € maior. O grafico de
velocidade inicial (Vo) versus pH forneceu uma curva em forma de sino, onde a
velocidade da reagao é praticamente nula em pH < 3,5, aumenta gradativamente,
atingido valor maximo em pH 6,9 (pH 6timo) e diminui novamente quando o pH se

torna alcalino, como mostra a Figura 36.
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Figura 36: Grafico de Vo em fungéo do pH para a reacao de hidrolise do BDNPP
catalisada pelo complexo [Fe"'Mn"(BPBPMP-NO,) (u-OAc),]ClO,.

Por apresentarem um perfil sigmoidal, as duas metades do sino foram
tratadas pelo método de Boltzmann, de maneira que os pontos de inflexdo das
curvas, forneceram dois valores de pKa(s): 5,17 e 8,03. Estes valores,
denominados pKa(s) cinéticos, estdo em boa concordancia com os valores das

constantes de dissociagao (pKa) determinados por titulagao potenciométrica secao
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4.2.6 para as moléculas de agua ligadas aos metais, o que reforga a proposta de
que a espécie ativa contém, em solugdo, uma molécula de agua ligada ao sitio de
M", que atuaria como sitio Iabil, permitindo a coordenac&o do substrato através da

substituicio da molécula de agua e um ion hidréxido ligado ao Fe'

, 0 qual seria
responsavel pelo ataque nucleofilico ao substrato. Desta forma, a velocidade da
reacdo € maxima no pH onde existe a maior concentracdo da espécie
(HO)Fe"(u-OH)Mn"(H,0). Assim a baixa reatividade observada em valores de pH
acido, estaria relacionada com a protonacao do ion hidréxido responsavel pelo
ataque nucleofilico e em valores de pH basicos, com a desprotonag¢ao da molécula
de agua do sitio labil gerando a espécie completamente desprotonada
(HO)Fe"(u-OH)Mn"(OH). Isto dificulta a coordenagdo do substrato ja que o
hidroxido € um ligante de campo mais forte e tém menor tendéncia de saida em
relacao a agua.

Os dados observados também se aproximam bastante aos valores
encontrados para o complexo [Fe"Mn'(BPBPMP)u(OAc)z]ClOs°" que apresenta
pH de atividade maxima em 6,7 e valores de pKa(s) cinéticos iguais a 5,80 e
7,76.

O estudo das reacdes de hidrolise no pH 6timo, variando-se a concentracéo
de substrato, mostra que o complexo 3 apresenta um comportamento de
Michaelis-Menten, como pode ser observado para a curva apresentadas na Figura
37.

O tratamento desses dados, através do método de Lineweaver-Burke,®®*
forneceu os  seguintes  valores: Kn = 9,394x10*  mol.L™,
Vmax = 2,164x10® mol.L™".s", constante catalitica keat = Vimax/[3] = 5,41x107* s,
Nessas condicdes, o complexo mostrou uma aceleragdo de 2,86x10° vezes em
relacdo a reagdo ndo catalisada (K, = 1,8x107 s a 25°C).%°

De acordo com estes dados, o complexo 3 apresentou-se eficiente na
conversao do substrato a produtos. Devido ao efeito retirador de elétrons do grupo
—NO, 0 complexo 3 possui menor capacidade nucleofilica do Fe"-OH (pKa = 5,2),
quando comparado ao seu analogo ndo substituido®® (pKa =5,6). Isto estd em

concordancia com o menor valor da constante catalitica encontrada para o
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complexo 3 (Keat = 5,4x10* s™') quando comparado ao seu andlogo nao
substituido®’ (Keat = 7,110 s") e reflete-se ainda nos valores das constantes de
associacdo (Kass = 1/Km) que sdo: 1006 L.mol” para 3 e 476 L.mol" para o
complexo nao substituido.

O complexo 2 ndo pdde ter seus dados de reatividade estudados, pois na
tentativa de realizar estes estudos, ocorreram alguns problemas, principalmente
em valores de pH acima de 6,0. Isto reforca a hipdtese discutida na titulacao
potenciométrica secao 4.1.6 de haver a formagao de varias espécies nestas
condigdes , inclusive com a oxidagdo do centro de Fe'. Uma possivel alternativa
para solucionar este problema, seria a tentativa de realizar os estudos cinéticos

deste complexo, sob atmosfera inerte.
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Figura 37: Curva de saturagéo (esquerda) e grafico de Lineweaver-Burk (direita)
para as reagdes de hidrélise do BDNPP catalisadas pelo complexo 3 a 25°C sob
as seguintes condigdes: solugdo CH3CN/H.O 1:1; [complexo] = 4,0x10”° mol.L™";
[BDNPP] = 5,110 a 4,1x10™ mol.L™"; [tamp&o] = 0,05 mol.L™" (MES e HEPES);
1 =0,1 mol.L™" (LiClO,).
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4.2.8 - Espectroscopia Mossbauer

Os espectros Mdssbauer do complexo 2 foram realizados no estado sélido,
a 298 e 115K e ainda, em solucdo congelada acetonitrila/agua (70:30 % V/V) em
pH 6,5 (tamp&o: MES 0,1 mol.L™", LiClO4 0,1 mol.L™").

Os valores de deslocamento isomérico (8) obtidos, refletem a natureza do
ambiente quimico ao redor do nucleo Mdssbauer e o desdobramento quadrupolar
(Aeq), indica a distorcdo em relagcdo a microssimetria cubica de cada sitio de ferro.

As atribuicbes sobre o numero de oxidacao dos sitios de ferro, foram feitas

com base nos valores de deslocamento isomérico, para Fe' e Fe' alto e baixo

spin apresentados na Tabela 12.°

Tabela 12: Valores de deslocamento isomérico, para Fe' e Fe'" alto e baixo spin.

d (mm/s) Alto-spin Baixo-spin
Fe* +0,1 - +0,5 -0,1-+0,5
Fe®* +0,6 - +1,7 -0,2-+0,5

O espectro Mossbauer de (2) no estado sdlido (Figura 38) apresenta um
perfil que pode ser decomposto em dois dubletos, sendo um deles atribuido a
presenca de Fe' (5 = 1,14 e Agq = 2,08 mm/s a 115 K) e o segundo ao Fe'"
(6 = 0,47, Aeq = 0,99 mm/s a 115 K). A equivaléncia das area dos dois dubletos
comprova que os dois ions estdo presentes na propor¢ao de 1:1. Como se pode
observar a temperatura de 115K (nitrogénio liquido) o espectro torna-se simétrico,
o que sugere efeito Goldanskii.®’ Este comportamento é equiparavel ao do seu
analogo nao substituido.*

Os dados obtidos sdo apresentados na Tabela 13, juntamente com os
valores encontrados para o analogo do complexo 2, nao substituido

[FeIIIFeII(BPBPMP) (M-OAC)z]C|O4 _32
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Figura 38: Espectros Mossbauer do complexo (2) no estado sélido: (A) a 298K e

(B) & 115K.
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Tabela13. Resultados obtidos pela espectroscopia Mossbauer

5
Complexo T(K) |8 (mm/s)| Agq | Atribuicbes ab:;Fe
0,45 | 1,14 |Fe* Alto-spin| 50
298 1,08 | 1,75 | Fe®" Alto-spin| 50

[Fe'"Fe"(BPBPMP)(OAc),]C10,
0,41 |1,22 | Fe* Alto-spin| 50
15 1,13 | 2,43 | Fe*" Alto-spin| 50
I — - 0,38 |0,98 Fez: Alto-spin | 54
1,02 1,54 | Fe“" Alto-spin 46

NO2)W(OAC),]CIO;4 (2)
0,47 |0,99 | Fe** Alto-spin| 54
15 1,14 | 2,08 | Fe? Alto-spin | 46
[Fe""Fe"(BPBPMP- 0,49 |1,55|Fe’ Alto-spin| 25
NO,)(OAc),]ClO, 115 | 0,97 | 2,74 | Fe* Alto-spin| 25
(2)

solugdo congelada pH = 6,5 0,45 |0,83 | Fe* Alto-spin 50

Ja, na tentativa de realizar os estudos de Moéssbauer do complexo em pH
6,5 no qual poderiamos observar a formagao da espécie p-hidroxo, obtivemos um
espectro com trés dubletos (Figura 39). O primeiro, atribuido a um Fe'
b6 = 097 e Apg = 2,74 mm/s a 115 K), possui area de 25% do espectro, o
segundo dubleto é caracteristico de Fe"' (5 = 0,49, Agq = 1,55 mm/s a 115 K) e
ocupa outros 25% da area total do espectro. Um terceiro dubleto observado,
possui area de 50% e valores de deslocamento isomérico também caracteristico
de Fe". Este fato, nos leva a conclusdo, de que metade da amostra apresenta-se
como um complexo de valéncia mista do tipo Fe"'Fe", que provavelmente seja a
espécie
u-hidroxo. A outra metade, sofreu oxidagao e apresenta-se como um complexo do
tipo (Fe),. Esta informacdo confirma a hipdtese discutida na titulacdo

potenciométrica, secao 4.2.6 e também nos testes de reatividade, secédo 4.2.7, na
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qual sugerimos que para o complexo 2, em valores de pH acima de 6,0 esteja
ocorrendo a formagado de varias espécies além da p-hidroxo, inclusive com a

oxidagao do centro de Fe'.
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Figura 39: Espectro Mdssbauer da solugdo congelada do complexo (2) em
pH 6,5.

Realizou-se ainda os estudos de Madossbauer, para a solugédo de
recristalizagédo do complexo Fe""Fe' p-hidroxo. Desta solugéo, foram obtidos apds
alguns meses de repouso em um frasco fechado, cristais adequados para
resolucéo parcial da estrutura por difratometria de raio X. Para nossa surpresa o

" tetranuclear.

resultado foi, um complexo de Fe

A Figura 40 apresenta o espectro obtido da solugdo restante desta
recristalizacdo, na qual ainda estava presente a maior parte da amostra. Este,
apresentou um dubleto atribuido aum Fe' (8 = 1,33 e Ago=3,36 mm/s a 115 K)
e outro atribuido a um Fe" (8 = 0,31 ¢ Agg=0,37 mm/s a 115 K), que possuem
areas equivalentes e ocupam 62% da area total do espectro. Os outros 38%, séo
ocupados por varios dubletos, que parecem tratar-se de dubletos de intervaléncia

do complexo. Estes dados nos mostram que mesmo apos alguns meses, 0
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complexo de valéncia mista se mantém em solu¢cdo, embora uma pequena parte

da amostra tenha precipitado na forma de um tetramero de Fe'"

1.000 Hgopee

0.998 4S(a-Fe)=1,35 mm/s QS=3,36 mm/s
Area = 31,3 %

+e+3: W1=0,30 mm/s W2=0,30 mm/s
S(a-Fe)=0,31 mm/s QS=0,37 mm/s
0.996 —Area + 31 %

Dubletos de Intervaléncia (IV):
T Areados 3 dub. IV =38 %

0.994

% Absorgao

0.992

Velocidade(mm/s)
Figura 40: Espectro de Mossbauer da solugéo resultante da tentativa de sintese e

recristalizagdo do complexo Fe"'Fe' u-hidroxo.

Isto € de fundamental importancia, do ponto de vista de que o que se
observa no Modssbauer desta solucdo deve tratar-se da espécie
(HO)Fe"(n-OH)M"(OH,), similar a forma proposta como cataliticamente ativa para
as fosfatases acidas purpuras e de grande interesse para a elucidagao do

mecanismo de agao destas metaloenzimas.

4.2.9 Difratometria de raios X

Na tentativa de sintetizar e recristalizar o] complexo
[Fe""Fe"(BPBPMP)(u-OH)(H,0)]Cl04 foram obtidos, pequenos cristais, os quais
apresentaram-se adequados apenas para a resolucdo parcial de sua estrutura
cristalina/molecular, devido a ma qualidade de difracdo destes.

A representacao grafica da estrutura obtida esta apresentada na figura 41.
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Figura 41: Representacao grafica da estrutura parcial obtida para o complexo:
[(Fe")s(BPBPMP-NO2)(1-OH)3(1-O)](CIOa)z.

Para nossa surpresa a estrutura resolvida revelou um complexo
tetranuclear com os quatro sitios de Fe'" .

Em virtude da baixa qualidade dos dados difratométricos nao foi possivel
fazer o balancgo final das cargas, porém com os dados obtidos, pode-se discutir o
arranjo do ligante ao redor dos centros metalicos e, a presenga das pontes pu-oxo e
u-hidroxo, relacionadas ao comprimento de ligacdo oxigénio-metal obtidos no
refinamento parcial da estrutura.

O ligante encontra-se coordenado facialmente em todos os centros
metalicos. Cada unidade do ligante, forma uma unidade binuclear, na qual, do lado
mais duro encontra-se um atomo de ferro com ambiente de coordenagao N.O4 no
qual estao coordenados um fenol ponte de maneira trans ao fenol terminal, dois
atomos de nitrogénio, sendo um aminico e outro piridinico e duas pontes u-
hidroxo. O ferro da parte mole do ligante apresenta coordenados em uma das

faces do octaedro, dois atomos de nitrogénio piridinicos e um atomo de nitrogénio
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aminico, na outra face encontram-se coordenados trés atomos de oxigénio, sendo:
um da ponte fenéxo, outro de uma das pontes p-hidroxo e o terceiro da ponte

u-oxo, resultando assim em um ambiente de coordenagao N3Os.



95

5. CONCLUSOES

O novo ligante H,BPBPMP-NO, foi obtido a partir de modificagcbes do
meétodo descrito para o ligante H,BPBPMP?? com ¢étimo rendimento e pureza

adequada para sintese de compostos de coordenacéo.

A partir do ligante H,BPBPMP-NO, foram preparados os complexos
[Fe"Fe"(BPBPMP-NO,)(u-OAc),](Cl04),,  [Fe"'Fe'(BPBPMP-NO,)(u-OAc),]CIO.,
[Fe"Mn'(BPBPMP-NO,)(u-OAc),]ClO4, [Fe"'Cu"(BPBPMP-NO,)(u-OAc),]ClO,,
além do complexo tetranuclear [(Fe'")4(BPBPMP-NO,)(u-OH)2(p-0),](ClO4), e
outros nao descritos aqui. Todos, com excegcdo do complexo
[(Fe")4(BPBPMP-NO,)(1-OH)2(u-0)2](ClO4), foram caracterizados por analises

espectroscopicas e eletroquimicas.

Observou-se tanto na espectroscopia eletrbnica, quanto na
eletroquimica, uma significativa influéncia do efeito retirador de elétrons do grupo
-NO; sobre os centros metalicos de todos os complexos estudados, especialmente

no centro Fe'"

, como era de se esperar pelo fato do grupo p-nitrofenolato estar
ligado diretamente neste. No entanto, o centro M" também sofreu um
deslocamento anodico em relagdo aos seus analogos nao substituidos. Portanto,
o grupo -NO, promoveu a elevagdo dos potencias redox estabilizando os
complexos de valéncia mista frente a oxidacido. Este efeito também promove a
aproximacao das propriedades espectroscopicas dos complexos, quando estes
sao comparados aos seus analogos nao substituidos, as observadas para a forma

reduzida das PAP’s de mamiferos.

Estudos de reatividade do complexo [Fe"'Mn"(BPBPMP-NO,)u(OAc),]CIO,
revelaram que este possui capacidade catalitica frente a hidrolise basica do
2,4-BDNPP, com fator catalitico de quase 3 mil vezes, em relagdo a reagao nao

catalisada.
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A partir dos dados termodinamicos (titulagdo potenciométrica), cinéticos e
de Mdssbauer foi possivel propor que apesar da influéncia do grupo
substituinte-NO,, em valores de pH acima de 6,0 o complexo
[Fe"'Fe'(BPBPMP-NO,)(u-OAc);]ClIOs forma varias outras espécies, além da

p-hidroxo inclusive com a oxidagao do centro de Fe'.

O estudo de Mdssbauer da solugao resultante da tentativa de sintese e
recristalizagdo do complexo [Fe'""Fe'(BPBPMP-NO,)(u-OH)(H20)](ClO4),
demonstra a presenca de um composto do tipo Fe'"Fe' estavel em solucéo, que
provavelmente é a espécie (HO)Fe"(u-OH)Fe'(OH,), a qual é de especial
interesse, por tratar-se da espécie similar a proposta como cataliticamente ativa

nas PAP’s de mamiferos.



97

5 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 - REEDIJK, J. Introduction to bioinorganic chemistry. In: Bioinorganic
Catalysis. New York: Marcel Dekker,. p. 1-11, Inc., 1993.

2 - LANZNASTER, M. Desenvolvimento de novos modelos estruturais e
funcionais para as fosfatases acidas purpuras. Floriandpolis, 2003. Tese de

doutorado em Quimica — Departamento de Quimica, Universidade Federal de

Santa Catarina.

3 - GANI, D. and WILKIE, J. Metal ions in the mechanism of enzyme-catalysed
phosphate monoester hydrolyses. In . Structure and Bonding. v. 89, p. 133 —
175, 1997.

4 - HEGG, E. L.; BURSTIN, J. N. Toward the development of metal-based
synthetic nucleases and peptidases: a rationale and progress report in
applying the principles of coordination chemistry. Coordination Chemistry
Reviews. v.173, p.133 — 165, 1998.

5 - KLABUNDE, T. and KREBS, B. The dimetal center in purple acid
phosphatases. Structure and Bonding, v. 89, p. 177-198, 1997.

6 - DOI, K.; ANTANAITIS, B. C.; AISEN, P. The binuclear iron center of
uteroferrin and the purple acid phosphatases. In: CLARK, Michael J. et al.

Structure and Bonding. v.70, p. 1 — 26, Berlin : Springer-Verlag, 1988.

7 - DIKIY, A.; FUNHOFF, E. G.; AVERILL, B. A. and CIURLI, S. New Insights into
the mechanism of Purple Acid Phosphatase through "H RMN Spectroscopy
of the recombinant human enzyme. Journal of the American Chemical Society,
v. 124, p. 13974-13975, 2002.




98

8 - WILCOX, D. E. Binuclear metallohydrolases. Chemical Reviews, v. 96, p.
2435-458, 1996.

9 - THAN, R.; FELDMANN, A. A. and KREBS, B. Structural and functional
studies on model compounds of purple acid phosphates and catechol

oxidases. Coordination Chemistry Reviews, v. 182, p. 211-241, 1999.

10 - SCHENK, G.; GE, Y.; CARRINGTON, L. E.; WYNNE, C.J.; SEARLE, LR
CARROLL, B.J.; HAMILTON, S. and De JERSEY, J. Binuclear metal centers in
purple acid phosphatases: Fe-Mn in sweet potato and Fe-Zn in soybean.
Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 370, n. 2, p. 183-189, 1999.

11 - STRATER, N.; LIPSCOMB, W. N.; KLABUNDE, T. and Krebs B. Two-metal
ion catalysis in enzymatic acyl- and phosphoril-transfer reactions.
Angewandte Chemie International Edition in English, v. 35, p. 2024-2055, 1996.

12 - UPPENBERG, J.; LINDQVIST, F.; SVENSSON, C.; EK-RYLANDER, B. and
ANDERSSON, G. Crystal structure of a mammalian purple acid phosphatase.
Journal of Molecular Biology, v. 290, p. 201-211, 1999.

13 - LINDQVIST, Y., JOHANSSON, E.; KAIJA, H.; VIHKO, P. and SCHNEIDER,
G. Three-dimensional structure of a mammalian purple acid phosphatase at
2.2 A resolution with a p-(hydr)oxo bridged di-iron center. Journal Molecular
Biology, v. 291, p. 135-147, 1999.

14 - GUDDAT, L. W.; McALPINE, A. S.; HUME, D.; HAMILTON, S.; De JERSEY,
J. and MARTIN, J.L. Crystal structure of mammalian purple acid phosphatase.
Structure, v. 7, n. 7, p. 757-767, 1999.



99

15 - BECK, J. L.; McCONAGHIE, L. A.; SUMMORS, A. C.; ARNOLD, W. N.; de
JERSEY, J. and ZERNER, B. Properties of a purple phosphatase from red
kidney bean - a zinc-iron metalloenzyme. Biochimica et Biophysica Acta, v. 869,
61-68, 1986.

16 - BECK, J. L.; McCARTHUR, M. J.; DE JERSEY, J.; ZERNER, B. Derivatives of
the purple phosphatase from red kidney bean: replacement of zinc with other

divalent metal ions. Inorganica Chimica Acta, v. 153, p. 39-44, 1988.

17 - BECK, J. L.; KEOUGH, D. T., DE JERSEY, J. and ZERNER, B.
Enzymatically active zinc, copper and mercury derivatives of the one-iron
form of pig allantoic fluid acid phosphatase. Biochimica et Biophysica Acta, v.
791, p. 357-363, 1984.

18 - MERKX, M. and AVERILL, B. A. Ga" as a functional substitute for Fe"":
preparation and characterization of the Ga"Fe'" and Ga"zn" forms of Bovine
Spleen Purple Acid Phosphatase. Biochemistry, v. 37, n. 23, p. 8490-8497,
1998.

19 - MERKX, M. and AVERILL, B. A. Probing the role of the trivalent metal in
phosphate ester hydrolysis: preparation and characterization of Purple Acid
Phosphatases containing Al"Zn" and In"zZn" active sites, including the first
example of an active aluminum enzyme. Journal of the American Chemical
Society, v. 121, n. 28, p. 6683-6689, 1999.

20 - KLABUNDE, T.; STRATER, N.; FROHLICH, R.; WITZEL, H. and KREBS, B.
Mechanism of Fe(lll)-Zn(ll) purple acid phosphatase based on crystal
structures. Journal of Molecular Biology, v. 259, p. 737-748, 1996.




100

21 - STRATER, N., KLABUNDE, T., TUCKER, P.; WITZEL, H. and KREBS, B.
Crystal structure of a purple acid-phosphatase containing a dinuclear Fe(lll)-
Zn(ll) active-site. Science, v. 268, p. 1489-1492, 1995.

22 — SCHENK, G.; GAHAN, L. R.; CARRINGTON, L. E.; MITIC, N.; VALIZADEH,
M.; HAMILTON, S. E.; JERSEY, J. and GUDDAT, L. W. Phosphate forms an
unusual tripodal complex with the Fe-Mn center of swwet potato purple acid
phosphatase. PNAS, v. 102, p. 273-278, 2005.

23 - ANTANAITS, B. C.; STREKAS, T. and AISEN P. Characterization of pink
and purple uteroferrin by resonance raman and CD spectroscopy. Journal of
Biological Chemistry, v. 257, p. 3766-3770, 1982.

24 - AVERILL, B. A.; DAVIS, J. C.; BURMAN, S.; ZIRINO, T.; SANDERSLOEHR,
J.; LOEHR, T.M.; SAGE, J.T.; DEBRUNNER, P.G. Spectroscopic and magnetic
studies of the purple acid phosphatase from bovine spleen. Journal of
American Chemical Society. v. 109, n. 12, p. 3760-3767, 1987.

25 - VINCENT, J. B.; OLIVER-LILLEY, G. L. and AVERILL, B. A. Proteins
containing oxo-bridge dinuclear iron centers: a bioinorganic perspective.
Chemical Reviews, v. 90, n. 8, p. 1447-1467, 1990.

26 - GEHRING, S.; FLEISCHHAUER, P.; BEHLENDORF, M.; HUBER, M,;
LOROSCH, J.; HAASE, W.; DIETRICH, M.; WITZEL, H.; LOCKE, R. and KREBS,
B. Magnetic susceptibility studies on the diiron forms of the metalloprotein
purple acid phosphatase from bovine spleen and kidney bean. Inorganica
Chimica Acta, v. 252, p. 13-17, 1996.

27 - GEHRING, S.; FLEISCHHAUER, P.; HAASE, W.; DIETRICH, M. and WITZEL,

H. Magnetic susceptibility studies for structural investigation on 2 Fe-enzyme



101

purple acid phosphatase (PAP). Biology Chemistry Hoppe Seyler, v 371, p. 786-
786, 1990.

28 - BECK, J. L.; JERSEY, J.; ZERNER, B.; HENDRICH, M.P. and DEBRUNNER, P.G.
Properties of the Fe(Il)-Fe(Ill) derivative of Red Kidney Bean Purple Acid
Phosphatase. Evidence for a binuclear Zn-Fe center in native enzyme. Journal of

American Chemical Society, v. 110, p. 3317-3318, 1988.

29 - RODRIGUEZ, J.H.; XIA, Y.M.; DEBRUNNER, P.G.; CHAUDHURI, P. and
WIEGHARDT, K. M6éssbauer spectroscopy of the spin-coupled Fe"-Fe" center
of reduced uteroferrin. Journal Physical Chemistry, v. 100, p. 6849-6862, 1996.

30 - DEBRUNNER, P. G.; HENDRICH, M. P.; JERSEY, J.; KEOUGH, D.T.; SAGE,
J.T. and ZERNER, B. Méssbauer and EPR study of the binuclear iron center in
purple acid phosphatase. Biochimica et Biophysica Acta, v. 745, p. 103-106,
1983.

31 - WANG. D. L.; HOLZ, R. C.; DAVID, S. S.; QUE, L. and STANKOVICH, M.T.
Eletrochemical properties of the diiron core of uteroferrin and its anion

complexes. Biochemistry, v. 30, p. 8187-8194, 1991.

32 - NEVES, A.; BRITO, M. A.; DRAGO, V.; GRIESAR, K. and HAASE, W. A new
asymmetric N5O,-donor binucleating ligand and its first Fe"Fe'" complex as a
model for de redox properties of uteroferrin. Inorganica Chimica Acta, v. 237, p.
131-135 1995.

33 - BELLE, C.; GAUTIER-LUNEAU, |.; PIERRE, JEAN-LOUIS; SCHEER, C. and
SAINTAMAN, E. A phenoxo-bridged diferric complex with two different
coordination numbers in two distinct coordination sites. Inorganic Chemistry,
v. 35, n.12, p.3706-3708, 1996.




102

34 - BRITO, M. A. Analogos sintéticos para a estrutura do sitio ativo das

fosfatases acidas purpuras. Floriandpolis, 1994. Tese de doutorado em Quimica

— Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina.

35 - NEVES, A,; BRITO, M. A.; VENCATO, |.; DRAGO, V.; GRIESAR, K.; HAASE,
W. and MASCARENHAS, Y.P. Synthesis, crystal structure and properties of a
new binuclear iron (lll) complex as a model for the purple acid phosphatase.
Inorganica Chimica Acta, v. 214, p. 5-8, 1993.

36 - SUZUKI, M.; UEHARA, A.; OSHIO, H.; ENDO, K.; YANAGA, M.; KIDA, S. and
SAITO, K. Syntheses and characterization of dinuclear iron(ll, 1) and iron(ll,
lll) complexes with a dinucleating ligand, 2,6-bis[bis(2-pyridylmethyl)-
aminomethyl]-4-methylphenolate(1-). Bulletin of Chemical Society of Japan. v.
60, n. 10, p. 3547-3555, 1987.

37 - ERTHAL, S. M. D. Sintese e caracterizacdo de compostos de
coordenacao de ferro e manganés como modelos bioinorganicos.

Floriandpolis, 1994. Tese de doutorado em Quimica — Departamento de Quimica,

Universidade Federal de Santa Catarina.

38 — NEVES, A.; ERTHAL, S. M. D.; DRAGO, V.; GRIESAR, K. and HAASE, W. A
new N,O-donor binucleating ligand and its first iron(lll) complex as a model
for the purple acid phosphatase. Inorganica Chimica Acta, v. 197, p. 121-124,
1992.

39 - NEVES, A.; ROSSI, L. M.; HORN Jr., A.; VENCATO, I.; BORTOLUZZI, A. J.;
ZUCCO, C. and MANGRICH, A. S. Synthesis, structure and properties of the
first dinuclear copper (ll) complex as a structural model for the phenolic
intermediate in  tyrosinase-cresolase activity. Inorganic Chemistry
Communications, v. 2, p. 334-337, 1999.




103

40 - LIDE, D. R. Handbook of Chemistry and Physics. CRC Press, 81 edition,
2000.

41 - GAGNE, R. R.; KOVAL, C. A. and LISENSKY, G. C. Ferrocene as an
internal standard for electrochemical measurements. Inorganic Chemistry, v.
19, p. 2854-2855, 1980.

42 - IBRAHIM, M. M., SHIMOMURA, N., ICHIKAWA, K. et al. Phosphoester
hydrolysis using structural phosphatase models of tren based zinc(ll)
complexes and X-ray crystal structures of [Zn(tren)(H20)(ClO4); and
[Zn(tren)(BNPP)]CIO4. Inorganica Chimica Acta, v.313, p.125 — 136, 2001.

43 - SHELDRICK, G. M. SHELXL-97: program for the refinement of crystal
structures. University of Géttingen, Germany, 1997.

44 - ZSOLNAI, L. ZORTEP: an interactive ORTEP program. University of
Heidelberg, Germany, 1997.

45 - MARTELL, A. E. and MOTEKAITIS, R. J. Determination and use of stability
constants. VCH, New York, 2" ed, 1992.

46 - THOER, A.; DENIS, M., DELMAS, M. and GASET, A. The Reimer-Tiemann
reaction in slightly hydrated solid-liquid medium: a new method for the

synthesis of formyl and diformyl phenols. Synthetic Communications, v. 18, p.
2095-2101, 1988.

47 - SILVERSTEIN, R. M., BASSLER, G. C., MORRIL, T. C. Spectrometric
Identification of Organic Compounds. 5% Ed. New York: John Wiley & Sons, Inc.
1991, p. 292.




104

48 - GEARY, W. J. The use of conductivity measurements in organic solvents
for the characterization of coordination compounds. Coordination Chemistry
Reviews, v. 7, p. 81-122, 1971.

49 - NAKAMOTO K., Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination
Compounds. 3% Ed. New York. John Wiley & Sons, Inc. 1977, part lll, p. 231-232,
242.

50 - GABER, B. P.; MISKOWSKI, V. and SPIRO, T. G. Ressonance raman
scaterring from iro(lll)- and copper(ll)- transferrin and an iron (lll) model
compound. A spectroscopic interpretation of transferrin binding site. Journal
of American Chemical Society. v. 96, n. 22, p. 6868-6873, 1974.

51 - KARSTEN, P.; NEVES, A. BORTOLUzzI, A.; DRAGO, V. and
LANZNASTER, M. Synthesis, structure, properties, and phosphatase-like
activity of the first heterodinuclear Fe"Mn" complex with the
unsymmetry ligand HBPBPMP as a model for the PAP in Sweet
Potato. Inorganic Chemistry, vol. 41, p. 4624-4625, 2002.

52 - LANZNASTER, M.; NEVES, A.; BORTOLUZZI, A. J.; SZPOGANICZ, B. and
SCHWINGEL, E. New Fe"zZn" complex containing a single terminal Fe-
Ophenolate bond as a structural and functional model for the active site of Red
Kidney Bean Purple Acid Phosphatase. Inorganic Chemistry, 41, 5641-5642,
2002.

53 - BATISTA, S. C.; NEVES, A TERENZI, H. et al. Highly efficient
phosphatase diéster hydrolysis and DNA interaction by a new unsymmetrical
Fe""Ni" model complex. Inorganic Chemistry Communications, v. 6, p. 1161-1165,
2003.




105

54 - BATISTA, C. S. Novos compostos de coordenagcao heteronucleares de
Fe'"Ni" e Ga"Ni' como modelo para as fosfatases acidas purpuras

substituidas. Florianopolis, 2003. Tese de doutorado em Quimica -

Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina.

55 - NEVES, A. and PERALTA, R. A. Dados ainda ndo publicados.

56 — NEVES, A.; LANZNASTER, M. and ENGER AIRES, V. V.; Dados ainda ndo
publicados.

57 - GOLD, V. Advances in Physical Organic Chemistry. Academic Press, New
York, 1967.

58 - VOET, D. and VOET, J. G. Biochemistry. Wiley, New Jersey, 2" edition,
1995.

59 - WILKINGS, R. G. Kinetics and mechanism of reactions of transition metal
complexes. VCH, New York, 2" edition, 1991.

60 - BUNTON, C. A. and FARBER, S. J. The hydrolysis of bis(2,4-
dinitrophenil)phosphate. The Journal of Organic Chemistry, v. 34, p. 767-772,
1969.

61 — DICKSON, D. P. E. and BERRY F. J. Mossbauer spectroscopy. Cambridge:
Ed. Cambridge University Press, 1986.

62 - SATCHER J.; JOE H.; OLMSTEAD, M. M.; DROEGE, M. W.; et. al. Novel
Square Arrangements in tetranuclear and octanuclear iron(lll) complexes
with asymmetric iron environments created by the unsymmetric bridging
ligand N,N,N’- tris((N-methyl)-2-benzimidazolylmethyl)-N’-  methyl-1,3-
diamino-2-propanol. Inorganic Chemistry, v. 37, n. 26, p. 6751 — 6758, 1998.




