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RESUMO

Desde a descoberta da atuacdo de ions metalicos para o correto
funcionamento de inimeras enzimas, os quimicos de coordenagdo tém
sintetizado e caracterizado compostos que possam mimetizar tanto a
estrutura quanto a funcdo dessas enzimas. Neste trabalho foram
sintetizados dois novos complexos binucleares com o ligante 2-[N-bis-
(2-piridilmetil) aminometil]-4-metil-6-[ N-(2-hidroxi-3-formil-5-
metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometil]fenol (H,pysmff), [(H,O)Fe"(p-
OH)Zn"(py;mfH)](ClO4), (1) e [(H,0)Fe"(u-OH)Zn" (py;mff)](ClOy),
(2). O novo ligante foi caracterizado por espectroscopias na regido do
infravermelho e de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio. Os
complexos 1 e 2 foram caracterizados por varias técnicas incluindo,
espectroscopia  no  infravermelho,  espectroscopia  eletronica,
eletroquimica, titulagdo potenciométrica e difragdo de raios X em
monocristal. Os dados estruturais levaram a considerar os complexos 1
como modelo estrutural para o sitio ativo da fosfatase acida purpura de
feijio vermelho, com a unidade [(H,O)Fe" (u-OH)Zn"]. Os complexos
também foram testados na atividade de fosfatase, frente a hidrdlise do
substrato  bis(2,4-dinitrofenil)fosfato  (2,4-bdnpp). Estes estudos
revelaram que os complexos podem ser considerados como modelos
funcionais das fosfatases com fatores cataliticos de cerca de 5 mil e 10
mil vezes a reagdo ndo catalisada, respectivamente. Destaca-se ainda que
o ligante H,pysmff possui um grupo aldeido como substituinte, o que
permite o ancoramento em suportes solidos ou ainda em peptideos.

Uma propriedade importante que algumas enzimas apresentam € a
promiscuidade catalitica, que ¢ a capacidade de catalisar mais de um tipo
de reacdo quimica. A promiscuidade catalitica apresenta um papel
fundamental na evolucdo e acredita-se que esteja envolvida na biosintese
de metabolitos secundarios.

Devido a dificuldade em se obter grandes quantidades e cristais
adequados dessas metaloenzimas e metaloproteinas, o uso de compostos
modelos de baixa massa molar que sejam miméticos estruturais e/ou
funcionais para estas biomoléculas tem contribuido na elucidacdo das
suas propriedades fisico-quimicas e mecanismos de reagao.

Tendo em vista que o conteudo metalico dos complexos ¢ muito
mais exposto que o das enzimas acredita-se que 0S mesmos possam
apresentar promiscuidade catalitica, podendo entfo ter seu uso de
particularmente aumentado.
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Assim, foi testada a promiscuidade catalitica de compostos ja
sintetizados e caracterizados [Fe'(u-OAc),Fe" (bpbpmp)](ClO4), (3),
[Fem(u-OAc)zFem(bpbpmp)](ClO4)3 (4), que mostraram ser promiscuos
na catalise de hidrolise do substrato bis(2,4-dinitrofenil)fosfato e na
oxidacdo do substrato 3,5-di-tercbutilcatecol. Foi testada ainda a
promiscuidade dos complexos [(H,O)Fe"(u-OH)Cu' (bpbpmp)](C1O4),
(5) e [(H,0)Fe"(n-OH)Cu'(bpbpmp-CH3)](ClO4), (6). Estes dois
ultimos complexos ja haviam sido testados na hidrdlise do substrato
bis(2,4-dinitrofenil)fosfato e no presente trabalho foi testada a atividade
de oxidagdo do substrato 3,5-di-tercbutilcatecol. O complexo 6 foi mais
reativo que o complexo 5, mostrando que quanto menor a diferenca entre
os potenciais redox dos dois centros metalicos maior a atividade
catalitica do mesmo.

Sdo abertas, através do presente trabalho, novas perspectivas de
pesquisa, que a partir da derivatizagdo de ligantes pode possibilitar outras
aplicagdes, seja pelo ancoramento de compostos em silica,
nanoparticulas magnéticas e nanoparticulas de ouro, seja pela utilizacdo
de compostos previamente desenhados para certo tipo de atividade
catalitica em outras reagdes, frente a outros substratos de interesse.
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ABSTRACT

Enzymes are protein molecules with a three-dimensional globular
shape. Their main functions are to accelerate chemical reactions in cells,
and for that reason are often called biological catalysts. About a third of
the enzymes and proteins with known structure have at least one metal
ion in its constitution.

An important property is that some enzymes show catalytic
promiscuity, which is the ability to catalyze more than one type of
chemical reaction. Promiscuity has a catalytic role in the evolution and is
believed to be involved in the biosynthesis of secondary metabolites.

Due to difficulty in obtaining suitable crystals and large amounts
of these metalloenzymes and metalloproteins, the use of model
complexes of low molecular weight that are structural and / or functional
mimetics for these biomolecules has contributed to the elucidation of
their physical-chemical properties and reaction mechanisms .

Moreover, these compounds can be used as bioinspired catalysts
of great interest in Medicine and Biotechnology.

This work describes the synthesis, characterization and study of
catalytic promiscuity bioinspired complex in hydrolytic enzymes.

Thus, we synthesized two new complexes with the ligand
H,py;mff (2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminomethyl]-4-methyl-6-[ N-(2-
hydroxy-3-formyl-5-methylbenzyl) (2-piridilmetil) aminomethyl]
phenol) Felll(p-OH)Znll(py;mff) (H,O)] (ClO4), - complex 1 and
Felll(p-OH)Cull(pysmff)(H,0)](ClO4), - complex 2. Both complexes
had their X-ray structure determined showing that they are isostructural.

The new complexes were characterized by electrochemical and
spectroscopic techniques. pKa values for the coordinated water
molecules were obtained by potentiometric titration.

Trying to evaluate the -catalytic promiscuity of binuclear
complexes, the phosphatase and catecholase activities of complexes 1
and 2, and other complexes described in the literature FelllFellbpbpmp
(complex 3), FelllFelllbpbpmp (complex 4), Felll(u-OH)Cull bpbpmp
(complex 5), Fe"'(u-OH)Cu" bpbpmp-CH; (complex 6) were studied
using the substrates 2,4-bdnpp and 3,5-dtbc.
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1. INTRODUCAO

Com a descoberta da presenga de ions metalicos em sistemas
biologicos, a ciéncia tem se preocupado em avaliar o envolvimento dos
mesmos em processos essenciais a vida dos mais variados organismos.
Cerca de um ter¢o das enzimas e proteinas com estrutura conhecida
apresentam pelo menos um fon metalico na sua constituigdo. Por
exemplo, sabe-se que a hemoglobina (responsavel pelo transporte de
oxigénio no sangue) contém ferro em sua estrutura. O entendimento do
papel desses ions metalicos nos processos bioldgicos aos quais estdo
associados tem sido objeto de diversos estudos (KAIM, 1994).

Apesar dos inimeros estudos com as enzimas, a maior parte delas
ainda ndo tem as suas estruturas determinadas, e dessa forma, suas
fungdes e mecanismos de ac¢do ainda ndo sdo completamente elucidados,
tendo justamente em vista, o alto grau de complexidade dessas
estruturas. Em vista desta dificuldade, o estudo de complexos modelos
tem contribuido de forma significativa para a obtengdo de informagdes
acerca da estrutura e fungdes das metaloenzimas de interesse pela
comparagdo das propriedades fisico-quimicas desses complexos com as
propriedades conhecidas das enzimas, o que permite inferir a estrutura e
fungdes das mesmas.

Devido a abundancia dos ions metalicos na natureza, parece
natural que organismos que habitam um meio essencialmente inorganico
desenvolvam mecanismos para utilizagcdo de alguns destes compostos.
(REEDIJK, 1993; KAIM, 1994) Dentre os estudos em Quimica
bioinorganica, sdo destacaveis algumas subareas: Ambiente de
coordenagdo em metaloproteinas, acidos nucléicos; mecanismos de
rea¢des nos centros metalicos das enzimas; analogos sintéticos para os
sitios ativos das metaloenzimas; drogas contendo metais para a cura e a
prevencdo de doengas (sintese e mecanismo de acdo); remocdo e
transporte de ions e compostos metalicos para/e dos sistemas vivos
(desintoxicagdo); Processos de biomineralizagio. Em todas estas
subareas, tanto o metal quanto o ambiente de coordenacdo que o envolve
sdo de extrema importincia para a estrutura, a estabilidade e os processos
regulados e/ou catalisados por espécies metalicas.

Além de servirem para o estudo das metaloenzimas, os
complexos modelos podem apresentar aplicagdes em potencial, tais
como atividade farmacologica e catalisadores em processos industriais.
Estudos dessa natureza sdo de grande importdncia para o
desenvolvimento cientifico e tecnologico do pais, possibilitando a
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formacdo de recursos humanos e infra-estrutura destinados a pesquisa
aplicada e criagdo de novas tecnologias.

1.1. Metaloenzimas

Enzimas sdo biopolimeros, formados por sequéncias de
aminoacidos, que se organizam de tal forma que suas cadeias laterais
criam microambientes capazes de favorecer determinadas reagdes
quimicas. Para desempenhar suas atividades, algumas enzimas nio
requerem nenhum outro grupo quimico além de seus residuos de
aminoacidos, enquanto outras necessitam de componentes quimicos
adicionais conhecidos como cofatores, os quais podem ser ions
inorganicos ¢/ou moléculas orginicas (coenzima). Quando o cofator liga-
se covalentemente a parte protéica da enzima, este recebe a denominagio
de grupo prostético (NELSON, 2000).

Desta forma, as metaloenzimas sdo aquelas enzimas que
apresentam como grupo prostético um ou mais ions metalicos.
Propriedades como acidez de Lewis, potencial redox e capacidade de
coordenagdo, unicas dos metais, muitas vezes possibilitam ou aceleram
reagdes de um modo que enzimas que ndo contém metais ndo seriam
capazes de fazé-lo. Cerca de 1/3 das enzimas contém metais, muitas
vezes diretamente envolvidos na catalise realizada. O papel dos ions
metalicos na catalise pode se restringir, por exemplo, a uma transferéncia
de elétrons, a uma complexa rea¢do redox ou a uma simples reagdo de
acido-base. A presenga do metal, em um sitio particular, usualmente
resulta em reagdes de ativacdo de substratos pelo metal e ligantes que o
rodeiam. Exemplos bem conhecidos de tais enzimas sdo a Citocromo ¢
Oxidase, Ferredoxinas, Anidrase Carbonica e Alcool Desidrogenase
(REEDIJK, 1993; WILKINS, 1997).

As enzimas sdo internacionalmente classificadas (NC-IUBMB,
2003), de acordo com as reagdes por elas catalisadas. Dentre estas
classes, as hidrolases (catalise de rea¢des de hidrdlise) e as oxidases
(catalise de reagbes de transferéncia de elétrons) sdo de destacavel
interesse, tanto do ponto de vista cientifico quanto por razdes comerciais
e ambientais (JOHANNES, 2006; MITIC, 2006).

As hidrolases sdo enzimas capazes de clivar de modo hidrolitico
uma série de ligagdes quimicas, tais como: amidas, ésteres, éteres,
nitrilas, entre outras. Propde-se para muitas hidrolases, incluindo a
Arginase, a Urease, a Aminopeptidase e inimeras fosfatases, um arranjo
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estrutural do tipo Metal(u-OH)Metal em seu sitio ativo, como mostrado
na Figura 1 (SMOUKOV, 2002).
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Figura 1 Representacdo para os sitios ativos de hidrolases binucleares contendo
ponte hidroxido: A — Arginase; B — Fosfatase Acida Parpura (PAP); C -
Metionina Aminopeptidase; D - Calcineurina; E - Urease; F - Leucina
Aminopeptidase.

E interessante notar que essas enzimas tém em comum a presenca de
posi¢des labeis, que em condi¢cdes adequadas, diferentes para cada
enzima, sdo capazes de gerar sitios de ativagdo para o substrato e/ou
gerar os nucledfilos necessarios a reagdo (WILCOX, 1996), conforme
pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2 Diversidade de propostas mecanisticas para metaloenzimas binucleares:
(a) PAPs, (b) Urease, (c) Leucina Amino-Peptidase, (d) Fosfatase Alcalina, (e)
Endonuclease, (f), Inositol Monofosfatase (g) Fosfotriesterase e (h) EcoRV
Endonuclease.

Muitas dessas enzimas sdo alvos para o desenvolvimento de
drogas tteis ao tratamento de varias doengas, incluindo osteoporose,
cancer, fibrose cistica e depressdo, ou sdo significativas em
bioremediagdo, ja que podem ser modificadas para degradar pesticidas
ou gases organofosforados que atuam no sistema nervoso, como o gas
neurotoxico sarin. (MITIC, 2006)

1.2. As Fosfatases Acidas Plirpuras - PAPs

Fosfatases acidas purpuras sao hidrolases que contém em seu sitio
ativo dois centros metalicos e catalisam a clivagem hidrolitica de varios
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ésteres e anidridos fosforicos em uma faixa de pH entre 4 ¢ 7. As PAPs
sdo as Unicas metalohidrolases que necessitam de um sitio ativo
heterovalente Fe'"M" (onde M" ¢ Fe, Zn ou Mn) para a que a catalise
seja estabelecida. (NEVES, 2007) As PAPs foram isoladas de uma
variedade de fontes incluindo leveduras, fluido uterino de suinos
(ufPAP), bago de bovinos (bsPAP), macrofagos, lisossomos humanos,
ossos de ratos, plantas e bactérias. (STRATER, 1996; THAN,1999;
SCHENK, 1999; KLABUNDE, 1997; DOI, 1998; GANI, 1997)

As PAPs isoladas de fontes animais — porcos, bovinos, ratos e
humanos (CHEN, 1973; CAMPBELL,1973; CAMPBELL, 1978;
ROBINSON, 1980; HAYMAN, 1989; JANCKILA, 1992) - sdo
proteinas monoméricas de alta similaridade com massa molar em torno
de 35 kDa(SCHENK, 2000). O sitio ativo das PAPs extraidas de animais
apresentam dois atomos de ferro em dois estados de oxidacao acessiveis:
o cataliticamente inativo, Fe'"Fe'"" (de coloragio parpura - Ama = 550
nm, € = 4000 L.mol'lcm'l) e outro, ativo, Fe''Fe" (forma rosa - Ay =
505 nm, £ = 4000 L.mol'lcm'l). Essas bandas foram atribuidas a
processos de transferéncia de carga do tipo tirosinato—Fe'". (DOI, 1998;
GANI, 1997; ANTANAITIS, 1982) Varias sdo as estruturas cristalinas
resolvidas para as PAPs, sendo que algumas sdo mostradas na

Figura 3.

Além das PAPs encontradas em mamiferos, foram isoladas as
enzimas diméricas de Fe''Zn" (feijio vermelho) ou Fe''Mn'" (batata
doce), conforme mostrado na Figura 3. As PAPs isoladas de plantas
apresentam caracteristicas cromoforas semelhantes a forma ativa das
PAPs de mamiferos, mas ndo tém sua atividade afetada por mudangas no
estado de oxidagdo (MITIC, 2006; SCHENK,2000).
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Figura 3 Estruturas cristalinas dos sitios ativos das PAPs: (a) kbPAP(STRATER,
1995), (b) rtbTRAP(LINDQVIST, 1999), (c) ufPAP(GUDDAT, 1999) e (d)
spPAP(SCHENK, 2005).

Com base nos dados reportados, foram propostos alguns
mecanismos de ag@o para as PAPs, os quais sempre partem de um sitio
ativo comum (Figura 4). Baseado na estrutura da kbPAP, Klabunde e
colaboradores propuseram um mecanismo de acdo onde, em uma
primeira etapa ocorre a coordenagdo do substrato pelo deslocamento de
uma molécula de adgua do metal com estado de oxidacdo II. Esta
coordenagdo torna o atomo de fosforo mais suscetivel ao ataque
nucleofilico, que ¢ entdo realizado por um hidroxido coordenado ao ion
Fe", cuja formagdo ¢ facilitada pela acidez de Lewis do metal
(KLABUNDE, 1996) (FIGURA 4A).

Outras propostas mecanisticas t€m como grandes variantes, em
relagdo a proposta de Klabunde, a origem do nucleéfilo e o modo de
coordenagdo do substrato (Figura 4).
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Figura 4 Intermedidrios propostos para a hidrolise de ésteres de fosfato
promovida pelas PAP’s. A — Klabunde e colaboradores (KLABUNDE, 1996); B
— Merkx e colaboradores (MERKX,1999); C — Que e colaboradores
(WANG,1999; TWITCHETT, 1999), ¢ D — Schenk e colaboradores (SCHENK,
1999; LANZNASTER, 2005).

Merkx e colaboradores propuseram que o hidroxido terminal,
coordenado ao centro de Fe'', desprotona uma molécula de 4gua da
segunda esfera de coordenacgdo, e esta entdo seria o nucleodfilo da reagéo
(Figura 4B). Baseado na suﬁaosigéo de que o substrato coordena-se ao
centro dinuclear de Fe''Fe' da ufPAP de modo bidentado
(WANG,1999), outra proposta mecanistica considera o hidroxo ponte
como nucleéfilo (Figura 4C). A menor nucleofilicidade do hidroxo ponte
em relagdo ao hidroxo terminal seria “compensada” pela diminui¢do do
pKa associado a formagéo desta espécie ativa (NEVES, 2007).

Ainda supondo uma coordenagdo bidentada do substrato,
recentemente foi reportada a presenga de uma ponte do tipo oxo entre os
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metais da spPAP em pH = 4,9 (SCHENK, 1999). Em conjunto com o0s
resultados de Neves e colaboradores, que mostram via EXAFS um
complexo modelo com Fe'' pentacoordenado em solucio, foi proposto
outro mecanismo de agdo, onde o nucledfilo ¢ a ponte oxo
(LANZNASTER 2005) (Figura 4D). Para este mecanismo proposto, foi
citada como uma evidéncia o estudo de um complexo modelo.

O uso de compostos de baixa massa molar que mimetizem o sitio
ativo das metaloenzimas tem contribuido na elucidag@o de propriedades
e mecanismos de acdo de enzimas. Além disso, esses compostos modelos
podem ser utilizados como catalisadores bioinspirados. Dentre os
sistemas biomiméticos sintéticos de interesse na medicina e
biotecnologia, estdo as nucleases sintéticas. A habilidade de clivar 4cidos
nucléicos eficientemente, de modo ndo degradativo, e com alto nivel de
seletividade por sitio ou estrutura oferece muitas aplicagcdes para a
manipulacdo genética, no desenvolvimento de sondas estruturais, novas
drogas e terapias.

Diante desse contexto, a modelagem da reatividade de
metalonucleases ¢ assim uma area de intenso interesse dos pesquisadores
(COWAN, 2001).

1.3. Nucleases Quimicas

Os blocos de construgdo dos acidos nucléicos poliméricos (DNA e
RNA) sdo ligados através de grupos funcionais fosfodiester. Os tempos
de meia vida do DNA e do RNA, quando extrapoladas as condig¢bes
fisiologicas, sdo estimados em 10° e 10° anos, respectivamente. A
existéncia de ligacdes tdo resistentes a hidrolise nesses biopolimeros
torna evidente a necessidade natural de se manter o codigo genético
durante todo o processo evolutivo. Por outro lado, essa notavel
estabilidade hidrolitica torna necessaria a intervengdo das nucleases
naturais ou enzimas de restri¢do, para a quebra dessas cadeias in vivo.
(WESTHEIMER, 1987; HEGG, 1998).

Deste modo, complexos metalicos sintéticos que visem imitar a
atividade das nucleases naturais devem promover um aumento de 14
ordens de magnitude na velocidade de reagdo, no caso do DNA, em
condi¢des fisiologicas. A hidrolise do RNA ¢é relativamente facilitada
devido ao grupo 2'-Hidroxil presente na ribose, que facilita a reacdo de
transesterificagdo intramolecular, porém ainda requer um significativo
aumento de velocidade promovido pelo catalisador.
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Diante dessa extraordinaria estabilidade dos acidos nucléicos, nao
¢ surpreendente que agentes que promovam clivagem eficiente sob
condi¢des fisiologicas sejam dificeis de ser obtidos. A clivagem de
fosfodiesteres ¢ dificultada principalmente pela alta carga negativa das
cadeias polianidnicas, sendo a neutralizacdo dessas cargas por cofatores
metalicos um dos muitos mecanismos usados pelas nucleases naturais
(COWAN, 2001).

As primeiras nucleases quimicas sintéticas obtidas ficaram
conhecidas como agentes oxidativos, pois esses compostos de
coordenagdo clivavam acidos nucléicos, sob condi¢des fisiologicas, por
ataque oxidativo sobre o anel ribose (SIGMAN, 1990). O primeiro
composto de coordenagdo que demonstrou ter uma eficiente atividade
nucleolitica foi um complexo de cobre com o ligante 1,10-fenantrolina.
Outros exemplos de nucleases quimicas oxidativas surgiram e sio
derivados de Fe-EDTA, varias metaloporfirinas, complexos octaédricos
com 4,7-difenil-1,10-fenantrolina e Bleomicina (SIGMAN, 1990;
SIGMAN, 1993). Embora os agentes de clivagem oxidativa sejam muito
eficientes, sua aplicacdo ¢ limitada uma vez que, frequentemente, geram
radicais livres que os tornam inespecificos. Além disto, a clivagem
oxidativa também produz fragmentos que ndo podem ser
enzimaticamente religados, o que limita sua utilizagdo em biologia
molecular (HEGG, 1998). Logo, complexos metalicos capazes de
catalisar a clivagem hidrolitica do DNA tornam-se de especial interesse.

Varios sdo os tipos ¢ o numero de ions metalicos utilizados nesses
sistemas, sendo os mais estudados complexos com Ni', cu, zn", Co",
Fe'" e alguns lantanideos (CHIN, 1991; BLASKO, 1999; WILLIAMS,
1999).

Inspirados nas PAPs, Neves ¢ colaboradores tém reportado
complexos binucleares capazes de hidrolisar o diéster de fosfato bis(2,4-
dinitrofenil)fosfato  (2,4-BDNPP) e¢ o DNA (NEVES, 2007;
LANZNASTER, 2005; KARSTEN, 2002; SMITH, 2007; SCHENK
2008; BATISTA, 2003; NEVES, 1995). Para tanto, utilizaram ligantes
baseados em unidades centrais fornecedoras de pontes p-alcoxo e,
principalmente, p-fenoxo, mostrados na Figura 5.
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Figura 5 Estrutura geral para ligantes binucleantes, onde R' a R* correspondem

aos bragos pendentes contendo os grupos N,O-doadores.

Em especial, Neves e colaboradoradores tém estudado sistemas
baseados no ligante ndo simétrico 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-
4-metil-6-[ N-(2-hidroxibenzil )(2-piridilmetil)aminometil ] fenol —
H,bpbpmp, mostrado na Figura 6 (NEVES, 1995).
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Figura 6 Estrutura quimica do ligante ndo simétrico H,bpbpmp.

Avangos significativos quanto a adequagdo estrutural e ao
entendimento da reatividade dos modelos com relagdo as PAPs, foram
obtidos através da variagdo dos centros metalicos - Fe''Fe' (NEVES,
1995; ); Fe''zn" (NEVES, 2007), Fe"'Cu" (LANZNASTER, 2005),
Fe"Mn" (KARSTEN, 2002), Fe'"'Ni" (BATISTA, 2003) e de variagdes
neste ligante base, como a introducgdo de grupos substituintes no fenol do
brago pendente (PERALTA, 2006; PERALTA 2005).

Atualmente, novos desafios se impdem aos quimicos na sintese de
hidrolases sintéticas. A promog¢do de uma catalise mais eficiente passa
agora pela seletividade quanto as posi¢des de clivagem da dupla fita do
DNA e pelo controle total do tipo de reagdo quimica (hidrolise versus
oxidagdo) pelo qual os compostos atuam. Para tanto, é primordial a
evolugdo dos ligantes, que ndo se atenham somente a reprodugdo do sitio
catalitico da enzima. Muitas vezes o controle do tipo de reagdo catalisada



27

parece inalcansavel, porém, vale ressaltar que muitas vezes as proprias
enzimas podem atuar por mecanismos diferentes daquele ao qual estio
normalmente associadas (O’BRIEN, 1999; HULT, 2007).

1.4. Promiscuidade Catalitica

Livros texto de bioquimica descrevem as enzimas como
especificas para os substratos e as reagdes que catalisam. As enzimas que
de alguma maneira divergem desta afirmagdo sdo chamadas de
promiscuas. Tem sido sugerido que esse relaxamento das especificidades
desempenha papel importante na evolucdo das enzimas e dos seres vivos.
Quando uma enzima ¢ promiscua quanto ao tipo de reagdo que realiza,
passa-se a utilizar o termo promiscuidade catalitica. Tentativas de
explorar a promiscuidade catalitica em aplica¢des sintéticas sdo recentes.

A promiscuidade catalitica pode ser acidental ou induzida, a qual
abre grandes possibilidades na proje¢do e no desenvolvimento de novas
funcdes cataliticas, para catalise de reagdes que ndo apresentam outras
opgoes viaveis disponiveis (O’BRIEN, 1999; HULT, 2007).

Como exemplo, tem sido demonstrado que a cloroperoxidase
dependente de Vanadio mostra atividade de fosfatase quando ndo ha
vanadato presente, indicando que seu sitio catalitico ¢ muito similar ao
apresentado pelas fosfatases acidas (HEMRIKA, 1997). Por outro lado,
foi isolada uma fosfatase acida de plantas que apresenta atividade de
cloroperoxidase (e perde sua atividade de fosfatase) quando ortovanadato
¢ adicionado a forma apo da enzima (YONEYAMA, 2004). Embora
essas atividades se deem por caminhos de reagdo diferentes, eles
envolvem ligagdes enzima-substrato estruturalmente relacionadas. Além
disso, tem sido demonstrado que a fosfatase acida ptrpura (PAP) isolada
do tomate pode agir como uma enzima bifuncional que opera na
hidrolise de ésteres de fosfato e também apresenta significativa atividade
de peroxidade alcalina, com o envolvimento de espécies reativas de
oxigénio (BOZZO, 2002). De fato, muitas PAPs de vegetais tem sido
expressas em resposta a um ataque patogénico ou a um tratamento
indutor (KENTON, 1999; JAKOBEK, 2002). No entanto, nao foi
encontrada atividade de catecolase para nenhuma das PAPs ja descritas.

Enquanto muitas enzimas que exibem promiscuidade catalitica
tem sido objeto de investigacdo (KAZLAUSKAS, 2005; TAGLIEBER,
2007, BORNSCHEUER, 2004; O’BRIAN,1999; OLGUIN, 2008;
ZALATAN, 2006), existem poucos exemplos de biomiméticos sintéticos
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que mostram tal atividade multifuncional (OLIVEIRA, 2005; REY,2007;
DECK, 2002; HEGG, 1995; HEGG, 1996; PARRILHA, 2008).

Espera-se que, sem todo o contetido protéico que envolve o sitio
catalitico nas metaloenzimas, metalobiomiméticos sejam muito mais
suscetiveis as mudancas de condicOes e acessiveis a uma maior
variedade de substratos. Esses fatos, que sdo considerados empecilhos na
busca de melhores modelos e de maiores reatividades, podem tornar
compostos inspirados em um sistema protéico, catalisadores eficientes
para outras reagdes. Assim, o estudo da atividade destes compostos
frente a substratos, para os quais ndo foram planejados, pode servir para
o entendimento de como se processa a promiscuidade catalitica nas
metaloenzimas.

Como mencionado anteriormente, a modelagem biomimética de
hidrolases, como as Fosfatases Acidas Purpuras ¢ de grande interesse
tendo em vista as potencialidades que esses compostos podem
apresentar.

A obtencdo de compostos modelos para enzimas tem sido o
principal campo de estudo do grupo de pesquisa de Neves e
colaboradores, sendo a qualidade dos trabalhos realizados na area
reconhecida em todo o meio académico e atestada pela numerosa
produgdo de artigos em revistas de consideravel fator de impacto
(MITIC, 2006; NEVES, 2007; LANZNASTER, 2005;KARSTEN, 2002;
SMITH, 2007; SCHENK, 2008; BATISTA, 2003; NEVES, 1995;
PERALTA 2005; PERALTA 2006; NEVES, 1992; GREATTI, 2008;
JOVITO, 2005). Apesar de muito ter se avangado na construcdo de
modelos biomiméticos, ainda ha muito que ser melhorado. Dentre as
evolucdes possiveis estdo a obtengdo de ligantes que facilitem a ligacdo
do substrato ao metal, com manutencdo da estabilidade do complexo
metalico, e de ligantes que contenham grupos capazes de tornar a
clivagem de acidos nucléicos sitio-dirigida além da imobilizagdo dos
complexos em suportes solidos, como silica e nanoparticulas. Esta
estratégia € de grande importincia quando se pensa na aplicagcdo dos
catalisadores obtidos.

Neste contexto, utilizando a experiéncia do grupo de pesquisa na
sintese de ligantes ndo simétricos que possibilitem a obtengdo de
complexos heterobimetalicos heterovalentes, realizou-se no presente
trabalho a sintese de um ligante que possui um grupo aldeido no fenol do
brago tridentado da molécula do H,bpbpmp. A presenca deste grupo
possibilita a derivatizagdo do ligante e imobilizagdo dos compostos em
suportes solidos e de seus primeiros compostos de coordenacdo (Figura
7).
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Figura 7 Esquema do ligante Hypy,mff.

Paralelamente, realizou-se o estudo da promiscuidade catalitica de
complexos do tipo Fe""M" (FeFe e FeCu), obtendo-se assim mais
informagdes sobre seus modos de atuacdo em catalise e buscando novas
perspectivas de aplicagdo para 0os mesmos.
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2. OBJETIVOS

Como primeira abordagem, objetivou-se realizar a sintese e
caracterizacdo de um novo ligante bioinspirado e seus primeiros
compostos de coordenagio heterobimetalicos Fe''Zn" e Fe''Cu',
avaliando-os como modelos para Fosfatases Acidas Plrpuras. Esse
ligante foi planejado para ser capaz de, futuramente, gerar uma nova
linha de compostos, a partir de derivatiza¢do e/ou ancoramento, visando
influenciar a segunda esfera de coordenacdo, aumentar a especificidade
dos compostos de coordenacdo frente a acidos nucléicos e facilitar a
administragdo desses complexos como drogas, entre outras
possibilidades.

A investigacdo da reatividade de compostos em reagdes de
hidrélise e de oxida¢do, com a avaliagdo de possivel promiscuidade
catalitica dos mesmos, também se apresenta como objetivo deste
trabalho, ja que abre novas perspectivas quanto a aplicagdo cientifica e
tecnologica dos mesmos. Para tanto, tem-se os seguintes objetivos
especificos associados:

o Sintese e caracterizagdo de um ligante N,O doador H,py;mff,
contendo o grupo pendente aldeido, capaz de interferir na catalise via
segunda esfera de coordenacdo e/ou estabiliza¢do do estado de transi¢ao,
além de oferecer varias possibilidades de derivatizacao.

o Sintese, caracterizacdo e reatividade frente ao diéster de fosfato
bis(2,4-dinitrofenil)fosfato dos complexos Fe''Zn" e Fe'"'Cu' obtidos a
partir do novo ligante.

e Estudos de titulagdo potenciométrica e espectrofotométrica, e da
promiscuidade catalitica dos complexos Fe''Fe'" ¢ Fe'"Fe'' com o ligante
H,bpbpmp através da avaliagdo da hidrolise do substrato bis(2,4-
dinitrofenil)fosfato ¢ da oxidagdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol
promovida na presenga dos complexos.

e Avaliacio da promiscuidade catalitica dos complexos Fe''Cu"
com os ligantes H,bpbpmp e H,bpbpmp-CHs;, por meio de estudos da
oxidagdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAIS, METODOS E INSTRUMEN TACAO
3.1.1. Materiais

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes, empregados
nas sinteses e analises foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados
sem purificacdo prévia, a menos que especificado: p-cresol (Aldrich), 2-
aminometilpiridina (Aldrich), trietilamina (destilada previamente),
hidréxido de sédio (Vetec), formaldeido 37% (Vetec), bicarbonato de
sodio (Vetec), paladio/carbono 5% (Aldrich), acido cloridrico 37%
(Vetec), bicarbonato de sodio (Vetec), carbonato de sodio (Vetec),
cloreto de aménio (Vetec), sulfato de sodio anidro (Vetec), argonio 5.0
(White Martins), hidrogénio (White Martins), borohidreto de sodio
(Aldrich), hidroxido de litio (Aldrich), cloroformio deuterado (Aldrich),
brometo de potassio de grau espectroscopico (Aldrich), cloreto de
potassio (Vetec), oxocloreto de fosforo (destilado em coluna
microcapilar — Merck), piridina (destilada - Vetec), perclorato de
ferro(Ill) (Aldrich), perclorato de zinco(Il) (Aldrich), preclorato de
cobre(Il) (Aldrich), perclorato de litio monohidratado (Aldrich), tampdes
biolégicos MES, TRIS, HEPES, CHES (Aldrich), acetonitrila
espectroscopica (Tedia), acetonitrila PA (Vetec), diclorometano PA
(Vetec), etanol absoluto (Merck, Vetec), éter etilico (Vetec), 2-
pridinocarboxialdeido (destilado & pressdo reduzida — Aldrich), 2,4-
dinitrofenol (recristalizado em cloroformio — Aldrich), 3,5-di-
tercbutilcatecol ~ (Aldrich). O  substrato  modelo  bis-(2,4-
dinitrofenil)fosfato foi sintetizado, purificado e caracterizado de acordo
com procedimentos descritos na literatura. (BUNTON, 1969) Os
complexos [Fem(DOAc)zFe“bpbpmp]+ 3), [Fem(DOAc)zFembpbpmp]2+
(4), [Fe™ (L OH)Cu"bpbpmp]** (5) e [Fe(LOH)Cu"bpbpmp-CH;]*" (6)
foram sintetizados de acordo com o reportado na literatura (NEVES,
1995; NEVES, 1996; LANZNASTER, 2003; CASELLATO, 2007).
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3.2. METODOS E INSTRUMENTACAO

3.2.1. Espectroscopia no Infravermelho - IV

Os espectros de infravermelho foram realizados em um
espectrofotometro Perkin Elmer FTIR — 2000, na regido de 4000 a 450
cm’'. As amostras solidas foram preparadas por dispersio em KBr de
grau espectroscopico, com o qual se trabalha sob uma ldmpada de 200 W
em ambiente com umidade controlada, e prensadas (10 toneladas)
formando pastilhas com cerca de 1 cm de didmetro ¢ 0,5 mm de
espessura. Estas pastilhas sdo postas diretamente no caminho 6ptico do
equipamento, analisando-se entdo o percentual de transmitincia (%T) da
luz. Ja para a analise de amostras ndo solidas foram preparadas pastilhas
de KBr do mesmo modo ja descrito e sobre elas adicionou-se gotas de
uma solugdo do composto dissolvido em diclorometano. Apds a
evaporacdo do solvente as pastilhas foram analisadas do mesmo modo
como o descrito para as amostras solidas.

3.2.2. Espectroscolpia de Ressonincia Magnética Nuclear de
Hidrogénio - RMN 'H

Os espectros de RMN 'H foram obtidos em um espectrofotdmetro
Varian 400 MHz, na Central de Analises do Departamento de Quimica —
UFSC. As amostras foram acondicionadas em tubo de quartzo de 5 mm e
solubilizadas em 0,5 mL de solvente deuterado. Os deslocamentos
quimicos de hidrogénio foram registrados em ppm utilizando como
referéncia interna tetrametilsilano (TMS, 6 = 0,00 ppm), o qual foi
adicionado ao solvente com o qual as amostras foram preparadas
(CDCl).

3.2.3. Espectroscopia eletronica — UV-Vis-NIR

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta, visivel e
infravermelho proximo foram obtidos em um espectrofotdometro Perkin-
Elmer, modelo Lambda-19, no Laboratorio de Bioinorginica e
Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. As analises foram
realizadas utilizando-se solventes de grau espectroscopico e celas de
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quartzo com capacidade para 4 mL ¢ 1 cm de caminho O&ptico.
Experimentos no estado solido (reflectancia difusa) foram realizados no
mesmo equipamento utilizando pastilha de KBr contendo as amostras
dispersas nas mesmas.

3.2.4. Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por
voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada em um potenciostato-
galvanostato EPSILON, no Laboratério de Bioinorginica e
Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. Os experimentos
foram realizados em solugcdo de etanol /agua 70:30 % V/V, com
concentracdo de aproximadamente 2,0.104 mol.L'l, contendo 0,1 mol.L™!
de LiClOy, utilizando-se eletrodo de carbono vitreo, como eletrodo de
trabalho, Ag/Ag" como referéncia e fio de platina como contra-eletrodo.
Hexacianoferrato de potassio foi utilizado como padrio interno.

3.2.5. Difratometria de Raios X

A analise de difragdo de raios X de monocristal para o complexo 1
foi realizada na Central de Analises do Departamento de Quimica —
UFSC. Os dados foram coletados em um difratometro Enraf-Nonius
CAD-4 equipado com um tubo de molibdénio (MoKa A = 0,71073 A) e
monocromador de grafite a temperatura ambiente. A estrutura cristalina
foi obtida através de métodos diretos, com a utilizagdo do programa
SHELXS97 (SHELDRICK, 1990) e refinados pelo método dos minimos
quadrados com matriz completa. Para tanto, foi usado o programa
SHELXL97 (SHELDRICK, 1997). Utilizou-se também a corre¢io
SQUEEZE .(VAN DER SLUIS, 1990) com o programa PLATON
(SPEK, 1997), devido a alta desordem apresentada por moléculas de
solvente de cristalizagdo. As representacdes graficas da estruturas
moleculares foram geradas utilizando o programa ZORTEP. (ZSOLNAI,
1997). A coleta de dados e a resolucdo das estruturas foram realizadas
pelo Prof. Dr. Adailton Jodo Bortoluzzi.

Ja a estrutura cristalina do complexo 2 foi obtida com a analise de
difragdo de raios X realizada no Departamento de Fisica da Universidade
de Sao Paulo, em um difratometro Enraf-Nonius Kappa-CCD equipado
com monocromador de grafite e tubo de molibdénio (MoKa A= 0,71073
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A) e a temperatura foi mantida em 120 K. As estruturas cristalinas foram
resolvidas através de métodos diretos com a utilizagdo do programa
(SHELDRICK, 1997). Utilizou-se também a corre¢do SQUEEZE (VAN
DER SLUIS, 1990) com o programa PLATON (SPEK, 1997). As
representagdes graficas da estruturas moleculares foram geradas
utilizando o programa ZORTEP (ZSOLNAI, 1997). As coletas foram
realizadas pelo Prof. Dr Eduardo Ernesto Castellano do Departamento de
Fisica da Universidade de Sao Paulo — Sao Carlos.

3.2.6. Titulag¢ao Potenciométrica

As constantes de protonagdo para os complexos 1 e¢ 2 foram
determinadas por titulagdo potenciométrica no Laboratorio de
Bioinorgénica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. Estes
experimentos foram realizados em solucdo acetonitrila/agua (50:50 %
V/V) devido a baixa solubilidade dos complexos em agua. Utilizou-se
um pHmetro acoplado a um eletrodo de vidro combinado (Ag/AgCl),
calibrado com uma solugio de HCI (0,010 mol.L™) e uma solugdo padrio
de KOH (0,100 mol.L™"). As solugdes foram preparadas com agua
bidestilada, na presenga de KMnQ,, e depois fervida, e acetonitrila de
grau espectroscopico. As medidas foram realizadas em uma célula
termostatizada a 25,00 + 0,05 °C. Utilizou-se uma solu¢do do complexo
(0,05 mmol) em 50 mL de solugdo acetonitrila/agua (50:50 % V/V), com
a forga idnica ajustada para 0,100 mol.L™' com KCl, sob fluxo de argdnio
para eliminar a presenga de CO, atmosférico. As solugdes de complexos
tiveram o pH ajustado para proximo de 3,0 pela adicdo de,
aproximadamente, 2,0 mL de HCI 0,10 mol.L", resultando em um
volume final aproximado de 52 mL. Estas solugdes foram tituladas com
uma solugdo padrio de KOH 0,100 mol.L™' com a adi¢io de aliquotas de
0,05 mL até pH ~ 12,5, com o auxilio de uma bureta Schott modelo T
80/20. As adigdes sucessivas de base foram realizadas apds a obtengdo
de valores constantes de pH. O pK,, da solugdo acetonitrila/agua 50:50 %
V/V contendo 0,100 mol.L™" de KCl utilizado para os calculos, foi 15,40
(HERRADOR, 2002) As titulagdes foram realizadas em duplicata e os
valores apresentados referem-se a média dos dois experimentos. As
constantes de equilibrio foram calculadas com o programa BEST7
(MARTELL, 1992) diagramas de distribui¢do das espécies presentes em
solugdo em fungdo do pH foram obtidos com os programas SPE
(MARTELL, 1992) e SPEPLOT (MARTELL, 1992).
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3.2.7. Reatividade
Hidrolise

A atividade catalitica dos complexos 1 e 2 foi avaliada através da
reagdo de hidrdlise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato [2,4-
BDNPP], o qual foi sintetizado de acordo com o método descrito por
Bunton (BUNTON, 1969). Os experimentos cinéticos foram realizados
em triplicata sob condigdes de excesso de substrato. Monitorou-se
espectrofotometricamente, em um espectrofotometro UV-Vis Varian
Cary 50 BIO acoplado a um banho termostatizado, a variacdo de
absorbancia ocorrida em 400 nm, j& que a atividade dos complexos esta
relacionada a libera¢do do anion 2,4-dinitrofenolato (400 nm), como
produto da reagdo de hidrolise. A concentracdo de 2,4-dinitrofenolato
formada foi calculada a partir do coeficiente de extingdo molar em 400
nm (g = 12100 L. mol™.cm™) previamente determinado em pH = 6,50,
7,00 e 9,00 (BATISTA, 2003). As reacdes foram monitoradas entre 2 a
5% de conversdo de substrato a produto e os dados foram tratados pelo
método das velocidades iniciais, obtidas diretamente do grafico da
concentracdo de 2,4-dinitrofenolato versus o tempo.

Os estudos em fungdo do pH, os quais visam a obtengdo do pH
otimo de atividade e pK, cinético para cada complexo, foram realizados
em uma faixa de pH entre 3,50 ¢ 12,00 em condigdes de 100 vezes de
excesso do substrato a 25°C utilizando cubetas de quartzo e/ou vidro
optico com capacidade para 4 mL e caminho 6ptico de 1 cm com tampa
de teflon, nas quais foram adicionados 1,5 mL de solu¢do aquosa (0,1
mol.L'l) do tampao (MES pH 3,50 a 6,50; HEPES pH 7,00 a 8,50; CHES
pH 9,00 a 10,00) com forga idnica mantida constante (I = 0,1 mol.L™)
com a adig¢do de perclorato de litio, 0,100 mL de uma solugdo estoque do
complexo (3,0x10™* mol.L” em acetonitrila), 0,300 mL de uma solugio
estoque do substrato (1,0x10% mol.L" em acetonitrila), e acetonitrila
para completar o volume final de 3,0 mL da mistura reacional. Portanto,
as concentracdes finais utilizadas de complexo e de substrato foram
2,0x10° mol.L' e 1,0)(10'3 mol.L™, respectivamente.

Os experimentos em fung@o da concentragdo do substrato foram
realizados a 25 °C utilizando o tampao adequado para que se trabalhe no
valor de pH 6timo obtido para cada complexo. Adicionou-se 1,5 mL de
tampdo (0,1 mol.L™ em 4gua), 0,100 mL de uma solugio estoque do
complexo (3,0x10” mol.L” em acetonitrila), quantidades adequadas de
solugdes estoque de substrato de 0,060 mL a 0,600 mL (I,OXIO'2 mol.L™"
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em acetonitrila) para os estudos realizados com os complexos 1, 2 e 3,
respectivamente, e acetonitrila para completar o volume final de 3,0 mL
da mistura reacional.

O estudo do efeito isotdopico de deutério na hidrolise do 2,4-
BDNPP pelos complexos foi realizado pelo acompanhamento de duas
reagOes paralelas onde as solugdes tampdes MES, HEPES, CHES pH e
pD = 6,50 ¢ 7,00 foram previamente preparadas em H,O e D,O. As
reagdes foram monitoradas, sob condi¢cdes de 100 vezes de excesso do
substrato, em 400 nm.

Para a atividade de fosfatase do complexo 3, uma solugdo estoque
do complexo foi preparada em acetonitrila, sob argdnio, com
concentra¢do 2,04x10™ mol.L™' (obtida através da medida do espectro
visivel da solu¢do onde A = 0,9320, utilizando-se & = 4560 mol™.L.cm™).
Preparou-se também 25 mL de uma solugdo estoque do substrato 2,4-
bdnpp em acetonitrila sob argdnio, com concentragido 2,0.10% mol.L™
pesando-se 0,255 g de 2,4-bdnpp. Adicionaram-se a cubeta 2,000 mL de
tampao e 1,250 mL de acetonitrila, que foi selada e purgada com argénio
durante 20 min. Entfo, com auxilio de uma seringa Hamilton de 250 [IL,
adicionou-se 0,250 mL do complexo 3 seguido por 0,500 mL do
subtrato e iniciou-se a aquisicdo dos dados. Simultaneamente a reagao de
hidrolise do substrato foi acompanhada sob condi¢des similares, sem a
presenca do complexo: adicionou-se a cubeta 2,000 mL de tampao, 1,500
mL de acetonitrila e 0,500 mL de substrato.

Oxidacao

A atividade de catecolase dos complexos 3 [(Fe'Fe"(u-
OAc),bpbpmp)]", 4 [(Fe"'Fe"(n-OAc),bpbpmp)]*’, 5 [(Fe"'Cu'(u-
OH)bpbpmp)]*" e 6 [(Fe™Cu"(u-OH)bpbpmp-CH;)]** foi avaliada
através da oxidacdo do substrato modelo 3,5-di-terc-butilcatecol (3,5-
dtbe). Os experimentos foram seguidos espectrofotometricamente em um
espectrometro Varian Cary50 Bio, conectado a um computador,
monitorando-se o aumento da absor¢do em 400 nm, posi¢do na qual
ocorre uma absor¢do caracteristica da 3,5-di-terc-butil-quinona
produzida na reacdo. A velocidade da reagdo pode entdo ser avaliada,
usando o coeficiente de absortividade molar = 1760 L mol” cm™,
determinado para as condi¢des do experimento (3:2 v/v MeOH/H,0),
para 3,5-di-terc-butilquinona e a concentracio inicial do complexo.

Os experimentos foram realizados do seguinte modo: Uma
solugdo estoque (4,4x10™ mol L") do complexo em metanol saturado de
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argbénio foi preparada com o minimo de 16 horas de antecedéncia.
Durante este intervalo de tempo foi feito acompanhamento da mudanga
no espectro eletronico nas condigdes reacionais e verificou-se que o
equilibrio em solu¢do do complexo foi alcangado. Uma solugdo estoque
([3,5-dtbc] = 8,26x107 mol L'l) do substrato em metanol também foi
preparada. Em uma cubeta de 4 mL, adicionaram-se 100 pL de solucdo
tampdo e 100 uL da solucdo estoque do complexo, ambas saturadas com
argdnio. Na sequéncia, adicionou-se metanol saturado com O,, agua
desionizada e substrato (20-200 uL), completando 3,0 mL de solugdo na
proporcao de 1,8 mL de metanol e 1,2 mL de agua (3:2 v/v).

As velocidades iniciais foram obtidas pelo coeficiente angular dos
graficos de absorvancia VS tempo para os primeiros 5% de reagdo. Cada
experimento foi realizado em triplicata e os resultados avaliados pelo
método das velocidades iniciais. Utilizou-se no tratamento de dados para
obtengdo dos paramentros cinéticos o tratamento ndo linear de
Michaelis—Menten.

A influéncia do pH na catilise de oxidagdo do 3,5-di-terc-
butilcatecol foi determinada para a faixa de pHs de 4,4 a 9,0. As reagdes
foram realizadas sob as seguintes condi¢des: MeOH/H,O 3:2 v/v;
[complexo] = 1,39x10°mol L'; [3,5-dtbc] = 2,77)(10'3 mol L7';
[Tampdo] = 3,3x10” mol L' (Tampado = MES ou TRIS). A relagdo entre
a velocidade de reagdo e a concentragdo de 3,5-di-terc-butilcatecol foi
determinada em pH 6,0, na condig@o de solvente metanol:agua (3:2 v/v).
Condigdes: [complexo] = 1,46x10°mol L™'; [3,5-dtb(:]=0,5-5,5><10'3 mol
L™ [Tampdo]=3,3x10 mol L™ (Tampdo = MES).

Para determinar qual das espécies de oxigénio reduzido é formada
pela reagdo (peroxido de hidrogénio ou agua), foram preparadas misturas
reacionais semelhantes as utilizadas nos experimentos cinéticos. Depois
de 1 h de reagdo um volume igual de H,SO4 (5x10° mol L) foi
acrescentado. A quinona foi entdo lavada 2 vezes com 3 mL de
diclorometano. Em uma aliquota de 2 mL da fase aquosa acrescentou-se
1 mL de uma solugdo 0,30 mol.L" de KI. Finalmente, foi adicionada
quantidade catalitica (2 gotas) de molibdato de amoénio, a fim de acelerar
a formagdo I3” que ocorre na presenca de H,O,. Esta formagdo é
acompanhada pelo surgimento de uma banda de absor¢@o do ion I5” em
353 nm (e = 26.000 L mol™ cm'l) no espectro eletronico. Preparou-se
também um experimento com as mesmas propor¢des de solventes e
reagentes, porém na auséncia de O, (solugdes saturadas com argénio).
Neste experimento ndo ocorreu qualquer tipo de alteragdo na regido de
400nm do espectro eletronico, evidenciando que ndo houve a formagao
de quinona.
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Uma solugdo estoque do complexo 3 foi preparada em metanol,
saturado de Argdnio, com concentragdo 4,18)(104 mol.L™. Preparou-se
também 5 mL de uma solucdo estoque do substrato em metanol, com
concentracio 8,31.10'2 mol.L, pesando-se 0,0927 g de 3,5-dtbc.
Adicionou-se a cubeta 0,100 mL de tampao saturado de Argénio ¢ 0,100
mL do complexo. Apos esse procedimento, foram acrescidos volumes
adequados de metanol saturado de O,, agua desionizada ¢ 0,100 mL do
substrato completando o volume de 3,0 mL, dos quais 1,8 mL eram de
metanol e/ou solu¢des metandlicas e 1,2 mL de agua (incluindo o
tampao). Simultaneamente a reagdo de oxidagdo do substrato pelo meio
foi acompanhada sob condi¢des similares, exceto pela auséncia do
complexo. O acompanhamento da reagdo foi iniciado imediatamente
ap6s a adicdo do substrato a cubeta, através do incremento da
absorvancia em 400 nm, com o € para o produto determinado como 1760
M' cm’, através de curva de calibragdo realizada nas condi¢des do
experimento.

3.3. SINTESE DOS LIGANTES

3.3.1. Sintese do 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol — cmff

CHa CHs CHa
NaOH HCHO
+ CHCI B — (0] ——>» ClI o
: Z HC Z
OH OH H OH
HMB CMFF

Figura 8 Esquema de sintese do cmff (KARSTEN, 2002).

O nucleo basico cmff foi preparado em duas etapas. Em uma
primeira etapa preparou-se o 2-hidréxi-5-metilbenzaldeido (HMB)
através de uma reagdo de formilagdo do p-cresol baseada no
procedimento descrito na literatura para a reagdo de Reimer-Tiemann
(THOER, 1988). Em um baldo de 3 bocas com capacidade para 5000
mL, equipado com condensador e agitador mecanico, adicionaram-se
1500 mL de cloroférmio e p-cresol (21,6 g, 200 mmol). O baldo foi
colocado em um banho com temperatura controlada entre 56 — 60°C e,
sob agitagdo, iniciou-se a adicdo de NaOH (60 g, 150 mmol),
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solubilizado em 100 mL de agua destilada, em pequenas por¢des durante
as 3 primeiras horas de reacdo. A reagdo foi mantida por mais 1 hora e
apos este periodo deixou-se resfriar até a temperatura ambiente. A
seguir, adicionou-se entdo cerca de 500 mL de agua destilada e, sob
agitacdo, iniciou-se a acidificacdo com HCI concentrado, até pH = 2. A
seguir, a fase organica foi separada, lavada com agua destilada, seca com
Na,SOy, anidro e o solvente foi evaporado a pressdo reduzida. O material
restante (6leo preto viscoso) foi destilado a pressao reduzida com auxilio
de uma coluna de vigreaux de 40 cm (55 — 65°C a 0,1 mm Hg). Obteve-
se o 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (Hmb) como um sdélido branco. Este
solido foi solubilizado em um minimo de diclorometano e purificado
com coluna cromatografica em silica 70-230 mesh, utilizando
diclorometano como eluente. Foram obtidos 13 g (92 mmol) do Hmb
como solido cristalino. Rendimento de 46% em relagdo ao p-cresol. P.F.:
56°C.

IV (KBr), em cm™: v (C-Hy e C-Huif) 3024-2864; v (C-Hyq) 2738; v
(C=0) 1658; v (C=C) 1590-1484; 5 (O-H) 1372; v (C-Ofenor) 1282; & (C-
H,) 742.

RMN 'H - 8 (200 MHz; CDCls), em ppm: 2,34 (s, 3 H, CH3); 6,90 (d, 1
H, CH,); 7,34 (dd, 2 H, CH,); 9,85 (s, 1 H, CHyy); 10,84 (s, 1 H,
Oernol)'

A segunda etapa de sintese do cmff é descrita a seguir: Em um
baldo de 250 mL adicionou-se 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (6,4 g, 47
mmol), formaldeido 37% (3,81 g 94 mmol) e acido cloridrico
concentrado (25 mL). Esta mistura foi refluxada durante 30 minutos sob
agitacdo magnética e, na sequéncia, resfriada até 0°C, formando um
precipitado compacto no fundo do baldo, que foi triturado, filtrado sob
vacuo e recristalizado em diclorometano a quente. O sélido obtido foi
deixado secar em dessecador com silica sob vacuo por 12 horas e
estocado sob argonio a temperatura inferior a -10°C. O produto, 2-
clorometil-4-metil-6-formilfenol (cmff), foi obtido como sélido branco.
P.F.: 95-96°C com rendimento de 90% em relagdo ao Hmb (42 mmol).
IV (KBr) em em: v (C-Hy e C-Hyyp) 3048-2852; v (C-Hygq) 2749; v
(C=0) 1664; v (C=C) 1600-1470; 5 (O-H) 1378; v (C-Ofenor) 1257; & (C-
H.) 703; v (C-Cl) 613.
RMN 'H - 8 (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,35 (s, 3 H, CH;); 4,67 (s, 2
H, CH,); 7,35 (s, 1 H, CHy); 7,46 (s, 1 H, CHy) ; 9,86 (s, 1 H, CHyyg);
11,25 (s, 1 H, OHgepoy).



40

ATENCAO: Durante essa reacdo forma-se 0 composto bis-(clorometil)
éter, altamente toxico e comprovadamente um potente agente
carcinogénico. Portanto, essa reacéo deve ser realizada em capela com
boa exaustdo, utilizando-se mascara e luvas, e todo o material utilizado
deve ser lavado com solucdo alcalina (etanol/agua/NaOH: 60 mL/40
mL/5 g, na capela), pois o bis-(clorometil)éter é rapidamente hidrolisado
a formaldeido na presenca de base. A solucéo reacional e todos os
residuos devem ser descartados somente apos correcéo do pH (pH>9,0)
por adicdo de hidroxido de sddio ou potassio.

3.3.2. Sintese do N-bis-(2-piridilmetil)amina — bpma

X X
] ] |
CH3CH,0OH H, Pd/C
X, NH; + N 0 —_= N 2 5 NH
N = CH,CH,OH
= =
2-aminometilpiridina 2-piridincarboxaldeido ‘ ‘
2 2

Figura 9 Esquema de sintese do bpma (NEVES, 1996).

O composto bpma foi sintetizado de acordo com a rota sintética ja
apresentada na literatura (NEVES, 1996). A reag¢@o de aminagio redutiva
foi realizada pela adigdo lenta (e a 0°C) de uma solug@o metanoélica (50
mL) contendo 10,7 g de 2-piridinocarboxialdeido (100 mmol) & uma
solu¢do metanolica de 2-(2-aminometil)piridina (10,8 g, 100 mmol).
Apos a adiglo, retirou-se o banho de gelo e a reagdo permaneceu sob
agitacdo por 1 hora. A solugdo foi entdo transferida para um recipiente
apropriado contendo 1,0 g de paladio/carbono 5%, sob atmosfera de
hidrogénio a 60 psi e agitada durante 15 horas. A mistura foi filtrada para
separar o catalisador e o solvente foi evaporado a pressdo reduzida a
40°C. O balao contendo o produto desejado foi deixado sob vacuo (0,1
mm Hg por 12 horas) aquecido a 40°C para retirada de todo solvente. O
produto bpma foi obtido como um o6leo amarelo com rendimento
quantitativo (19,7 g, 98 mmol) e foi caracterizado por infravermelho e
RMN 'H.

IV (KBr) em cm’: v (N-H) 3300; v (C-Hy e C-Hyjp) 3062-2828; v (C=N
e C=C) 1592-1434; v (C-N) 1148; & (C-H,,) 758.



41

RMN 'H - 8, (400 MHz; CDCl;), em ppm: 2,90 (s, 1 H, NH); 3,99 (s, 4
H, CH,); 7,15 (dd, 2 H, CH,,); 7,35 (d, 2H, CH,,); 7,63 (dt, 2H, CH,,);
8,56 (d, 2 H, CH,).

3.3.3. Sintese do 2-[N-bis-(2-piridilmetil) aminometil]-4-metil-6-
formilfenol — bpmamff

= | x CHj
N w
N o)
CH,CI.
NH il N =
+ Cl _0 = N
OH H
~ OH | N
AN _N
BPMA CMFF BPMAMFF

Figura 10 Esquema de sintese do bpmamff (KARSTEN, 2002).

Realizou-se uma reagdo de substitui¢do nucleofilica do cloreto do
cmff pela amina secundaria do bpma, formando 2-[bis-
(piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-formil-fenol (bpmamff), de acordo
com a rota descrita por Karsten e colaboradores (KARSTEN, 2002).

Em um baldo de 250mL, foram adicionados 5,6g de cmff (30
mmol, 184,62g.m01'1) dissolvidos em 80mL de diclorometano. Sob
agitacdo e a 0°C, foram adicionados lentamente, 80 mL de uma solugdo
em diclorometano contendo 6,0g de bpma (30 mmol, 199,26g.mol™).
Completada a adi¢do, o banho de gelo foi removido e a mistura reacional
foi deixada sob agitacdo por 12 horas a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, a solugdo foi transferida para um funil de separagéo e lavada por
8 x 40 mL com uma solu¢do aquosa de bicarbonato de sodio. A fase
organica foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente evaporado até
a secura sob vacuo a 40°C, restando um oleo amarelado que foi
dissolvido em 40mL de isopropanol a quente e transferido para um
béquer. Apos algumas horas, formou-se um precipitado cristalino que foi
lavado com isopropanol gelado e filtrado. Foram obtidos 8,0g de
bpmamff (23,1 mmol, 347,42g.mol™") com rendimento de 77%.

IV (KBr), em em: v (C-Har € C-Hayp) 3038-2849; v (C=0) 1680; v
(C=N e C=C) 1591-1437; 6 (O-Hgena1) 1378; v (C-Ofenot) 1276; v (C-N)
1114; 3 (C-Hy,) 773.
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RMN 'H - &y (400 MHz; CDCl3), em ppm: 2,30 (s, 3 H); 3,74 (s, 2 H);
3,94 (s, 4 H); 7,18-7,30 (m, 3 H); 7,40-7,47 (m, 3 H); 7,64-7,72 (m, 2 H);
8,60 (d, 2 H); 10,45 (s, 1H).

3.3.4. Sintese do 2-[N-bis-(2 — piridilmetil) aminometil] — 4 —
metil-6-[N-(2-piridilmetil) aminometil]fenol — Hpy;

280 B

T NaBH,

BPMAMFF 2-aminometilpiridina HPy3;

Figura 11 Esquema de sintese do Hpy; (GREATTI, 2004).

O composto Hpys; foi sintetizado como descrito na literatura
(GREATTIL, 2004).

Em um baldo de 250 mL foram dissolvidos em 80 mL de
CH;OH/THF 50% V/V 3,16 g (9,1 mmol) do aldeido bpmamff. A esta
solucdo, adicionaram-se 2,1 g de 2-(2-aminometil)piridina (9,1 mmol)
formando uma solugdo amarela intensa, que foi deixada sob agitagdo por
1 hora. Em seguida iniciou-se a redugdo da imina pela adi¢do lenta (cerca
de 1 hora) de borohidreto de sodio (0,38 g, 10 mmol) obtendo ao final da
adi¢do uma solu¢do amarela clara. A mistura reacional permaneceu sob
agitacdo por mais uma hora e entdo ajustou-se o pH entre 6 ¢ 7 pela
adigdo de HC1 2 mol.L"'. Em seguida evaporou-se o solvente sob vacuo a
40 °C. Ao oleo resultante adicionou-se 80 mL de diclorometano e, com o
auxilio de um funil de separagdo, lavou-se 6 vezes a solugdo resultante
com uma solug@o aquosa de bicarbonato de so6dio. A fase orgénica foi
seca com Na,SOy anidro e o solvente evaporado até secura sob vacuo, a
40 °C, resultando um 6leo amarelo claro o qual foi deixado sob pressido
reduzida (0,1 mm Hg) por 6 horas. Rendimento 98 % (3,92 g, 8,9 mmol)
em relagdo ao bpmamff. O ligante Hpys; foi caracterizado por
Infravermelho ¢ RMN 'H.
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IV(filme), em cm™: v (C-Ha, ¢ C-Hagp) 3061-2824; v (C=N e C=C)
1592-1434; & (O-Hgenot) 1364; v (C-Ogenot) 1233; v (C-N) 1149; § (C-
Ha,) 761.

RMN 'H - &y (400 MHz; CDCls), em ppm: 2,22 (s, 3H, CHs); 3,73 (s,
2H, CH,); 3,86 (s, 4H, CH,), 3,94 (s, 4H, CH,); 6,88 (s, 1H, CHy,); 6,94
(s, 1H, CHy); 7,16 (dd, 3H, CH,); 7,36 (d, 3H, CH,), 7,60 (td, 3H,
CH.,,), 8,55 (d, 3H, CHy,).

3.3.5. Sintese do Ligante 2-[N-bis-(2-piridilmetil) aminometil]-4-
metil-6-|N-(2-hidroxi-3-formil-5-metilbenzil) (2-
piridilmetil)aminometil] fenol — H,py;mff

N >z
N N
CHZCIZ / refluxo N N
T EN N
=z ‘ OH
X
HPy; CMFF HO
N

Hopysmff o]
Figura 12 Esquema de sintese do H,py;mff (PIOVEZAN, 2010).

Em um baldo de 250 mL adicionaram-se 80 mL de diclorometano,
4,39 g (10 mmol) de 2-[N-bis-(2-piridilmetil) aminometil]-4-metil-6-[ N-
(2-piridilmetil)aminometil]fenol (Hpy;) (10 mmol) e trietilamina (1,7
mL, 12 mmol), A esta solucdo, foram adicionados 1,85 g de 3-
(clorometil)-2-hidroxi-5-metilbenzandeido (10 mmol). A mistura
reacional permaneceu sob agitagdo e refluxo por cinco dias. Apos este
periodo a solugdo foi extraida com uma solugdo aquosa de (10%) de
NH4CI1 (5x40mL). A fase aquosa foi basificada a pH 10 com solugdo
aquosa saturada de Na,COj; foi extraida com por¢des de CH,Cl, (5 X 30
mL). A fase organica foi seca com Na,SO, e concentrado sob pressdo
reduzida a 40°C e um s6lido amarelo foi obtido. Rendimento 90%.

IV (KBr), em cm™: v (C-Hy e C-Huir) 3060-2854; v(C=0), 1678, v
(C=N e C=C), 1590-1439; v (C-0) 1265; & (C-H,,) 749.

RMN 'H, CH em ppm (400 MHz; CDCls): 10,29 [1H, aldeido], 8,55
[2H, py]; 8,53 [1H, py], 7,59-6,86 [13H, ar]; 3,90-3,75 [12H, CH;], 2,23
[3H, CH3] 2,21 [3H, CH;].

% CHN calculados para C3sH37NsO; (587,72 g.mol'l): Cr357 He s Ni1o2
% CHN obtidos: C72,1g He 5 Ni2,02
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34. Sintese dos compostos de coordenacio

3.4.1. Sintese do complexo Perclorato de p-hidroxo 2-[N-bis-(2-
piridilmetil) aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-
metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometil] fenol Fe(III) Zn(II) - Fem(p-

OH)Zn" (py;mff)(H,0)|(C10y), . H,0 - 1

O complexo [Fe"'Zn" (n-OH)(H,0)(py;mff](ClOy), foi sintetizado
de maneira analoga ao descrito na literatura (NEVES, 2007). A 20 mL de
uma solugdo metanodlica, contendo 1 mmol ligante H,py;mff,
adicionaram-se, sob agitagdo e leve aquecimento, 1 mmol de
Zn(ClO4),.6H,0. Em seguida adicionaram-se, gota a gota, 80 mL de uma
solucdo metandlica contendo 1 mmol de Fe(ClO4);.9H,0. A agitacdo e o
aquecimento foram mantidos por aproximadamente 15 minutos. Em
seguida, adicionaram-se 3,0 mL de NaOH 1 mol.L™', gota a gota, 1 mmol
de NaClQy,, filtrou-se e deixou-se em repouso. Apds cerca de 10 minutos,
a temperatura ambiente, houve a formagdo de um precipitado purpura, o
qual foi filtrado e lavado com agua e éter etilico gelados. O pd foi
recristalizado em metanol e houve a forma¢do de monocristais parpura.
Rendimento: 56% (0,56 mmol), baseado no ligante H,py;mff.

% CHN calculados para FeZnC;¢H4Ns015Cl, .H,O (960,89 g.mol'l):
Cas00 Haa1 N7oo
% CHN obtidos: C46,32 H4,95 N7,22

A Figura 13 apresenta o espectro no IV para o complexo 1.
IV (KBr), em cm™': v (OH) 3426; v (C-H,: e C-Hyj) 3039-2861; v(C=0),
1655, v (C=N e C=C), 1610-1437; v (C-0O) 1276; v (CI-O) 1097; & (C-
H,) 767.
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Figura 13 Espectro no Infravermelho do complexo 1, em pastilha de KBr.

3.4.2. Sintese do complexo Perclorato de p-hidroxo 2-[N-bis-(2-
piridilmetil) aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-
metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometil]fenol Fe(IIT) Cu(Il) - Fem(p-
OH)Cu'"(py;mff)(H;0)](C104); -2

O  complexo  [Fe"'Cu"(p-OH)(H,O)(py;mfH)](ClO4),  foi
sintetizado de maneira analoga ao complexo 1. A uma solugdo
metanolica, contendo 1 mmol do ligante H,pysmff, adicionou-se 1 mmol
de Cu(ClOy4),.6H,0. A solugdo resultante foi mantida solu¢do sob
agitacdo e leve aquecimento por aproximadamente 15 minutos, para
entdo ser iniciada a adigdo, gota a gota, de uma solugdo metanolica,
contendo 1 mmol de Fe(ClO,4);.9H,0. Em seguida, adicionaram-se 3,0
mL de uma solug¢do aquosa de NaOH 1 mol.L™", 1 mmol de NaClO,,
filtrou-se e deixou-se em repouso. ApoOs cerca de 5 dias, houve a
formacdo de cristais vermelhos.

Rendimento: 52% (0,52 mmol), baseado no ligante H,py;mff.

% CHN calculados para FeCuCssH4NsO;3Cl, .H,O (957,08 g.mol'l):
Cas.95 Hang N7ag

% CHN obtidos: C48,26 H4,65 N7,11
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A Figura 14 apresenta o espectro no IV para o complexo 2.
IV (KBr), em em’: v (OH) 3450; v (C-H,, e C-Hyje) 3050-2800 v(C=0),
1650, v (C=N e C=C), 1610-1440; v (C-O) 1276; v (CI-O) 1094; 6 (C-
H,) 767.
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Figura 14 Espectro no Infravermelho do complexo 2, em pastilha de KBr.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DOS LIGANTES

Os precursores ¢ os ligantes sintetizados neste trabalho foram
caracterizados através de espectroscopia no infravermelho (IV) e
ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H). Os valores das
principais bandas encontradas nos espectros na regido do infravermelho e
as suas respectivas atribui¢des podem ser encontrados juntamente com 0s
procedimentos experimentais de sintese de cada composto.

4.1.1. Espectroscopia no Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho ¢ geralmente utilizada como
uma primeira analise para a verificagdo da formacdo de cada ligante em
cada etapa de sintese. Assim, as principais bandas foram atribuidas com
base em semelhanga, de modo a serem utilizadas para acompanhar a
formagdo dos compostos em cada etapa da reagdo, por meio do
acompanhamento da presenca ou auséncia de bandas caracteristicas.

Conforme apresentado na Tabela 1, observa-se que as bandas
referentes aos estiramentos ¢ deformagdes angulares das ligagoes C=C,
C-0O e C-H dos fendis e C=N, C=C e C-H das piridinas, encontram-se na
mesma regido do espectro no infravermelho para ligantes semelhantes
(NAKAMOTO, 1978; NEVES, 1995; HORN, 2001; KARSTEN, 2002;
ROSSI, 2002; GREATTI, 2004; PERALTA, 2006).

Os compostos Hmb, cmff e H,pysmff apresentam uma banda
intensa em torno de 1670 cm™ atribuida ao estiramento da ligagio C=0,
caracteristica de aldeidos. A presenca da banda em 613 cm™ no espectro
do cmff quando comparado ao do Hmb, atribuida ao estiramento da
ligacdo C-Cl evidenciou a formagao do produto cmff.
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Tabela 1 Principais bandas observadas no espectro na regido do infravermelho
dos pro-ligantes e do ligante Hupy;mff, em néimero de onda (cm™).
Atribuicoes Hmb cmff bpma bpmamff Hpy; H,py;mff
V(C-Hy 3024 3048 3062 3038 3061 3060
e C-Haiif) a a a a a a
2864 2852 2828 2849 2824 2854

v(C-Hyg) 2738 2749 - - - 2716
v(C=0) 1658 1664 - 1680 - 1678
v(C=N 1590 1600 1592 1591 1592 1590
e a a a a a a

C=C) 1484 1470 1434 1437 1434 1439
V(O-Hpo) 1372 1378 - 1378 1364 1369
V(C-Ogng) 1282 1257 - 1276 1233 1265
v(C-N) - - 1148 1114 1149 1115
S(C-H,) 742 703 758 773 761 749
vC-Cl) - 613 - ; -

4.1.2. Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de
Hidrogénio - RMN 'H

A espectroscopia de RMN 'H também foi uma ferramenta bastante
util para a caracterizacdo de cada composto sintetizado. A integragdo dos
sinais registrados nos espectros de RMN 'H e seus deslocamentos
quimicos permitiram a distingdo entre os atomos de hidrogénio metilicos,
metilénicos e aromaticos e, consequentemente, determinar o niimero de
hidrogénios presentes em cada ligante. Estas informagdes permitiram
confirmar a obtengdo ¢ a pureza dos ligantes sintetizados. Os valores de
deslocamento quimico (8y em ppm), o numero de hidrogénios
correspondentes e as atribuigdes dos sinais estdo sumarizados na Tabela
2. O espectro referente ao ligante Hopy;mff esta apresentado na Figura
15.
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Tabela 2 Deslocamentos quimicos (ppm) observados nos espectros de RMN 'H
para os pro-ligantes e para o ligante final Hypy;mft.

Atribuicdo | cmff | bpma Bpmamff | Hpy; H,py;mff
CH 235 | 2,28 2,22 2,20
3 (s, 3H) (s,3H) | (s, 3H) (s, 1H)
3,20
(s, 2H)
3,66
3,73 (s, 2H)
3,80 (s, 2H) 3,80
CH, 4,67 13,99 (s,2H) |3,86 (s, 2H)
(s, 2H) | (s, 4H) |3,89 (s, 4H) 3,83
(s,4H) 3,94 (s, 2H)
(s, 4H) 3,87
(s, 2H)
3,89
(s, 2H)
CHus 986 | 9,98 ] 10,29
cido 1 (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
11,25 11,04
OHtenol (s, 1H) |~ (s, 1H) |~ i
6,88
7,15 ’
’ (s, 1H) 6,69-6,88
7,35 (7?2’52 W 6,94 (m, 4H)
(s. 1H) | (d. 2H) | 6,78-7.30 | & 11D (7’046'17{’)36
CH, 746 7,63 (m,9H) |/ 0,
(5. 1H) | (dt, 2H) (dd, 3H) 7,56-7,74
8 56 7,36 (d, 3H) | (m, 2H)
(<’i,2H) 7,60 (td, 3H) | 8,58 (dd, 2H)

8,55 (d, 3H)
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Figura 15 Espectro de RMN "H para o ligante Hopysmff, em CDCl;.




4.2. CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho - IV

Também para o acompanhamento inicial da formagdo dos
complexos a espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada. Os
espectros dos complexos nesta regido sdo bastante similares aqueles
obtidos para o ligante livre, indicando sua presengca nos compostos
isolados.

Apresenta-se na Figura 16, o espectro do ligante livre Hopy;mff
sobreposto aos seus respectivos complexos (1 e 2). A partir da
comparagdo dos espectros do ligante livre e dos complexos foi possivel a
comparacdo das bandas caracteristicas e seus deslocamentos quando da
formacdo dos complexos, além da presenga de bandas adicionais, com
destaque as bandas referentes ao contra-ion perclorato. Na Tabela 3 estdo
apresentadas as principais bandas e atribui¢des para os complexos 1 e 2
(NAKAMOTO, 1978)



Figura 16 Sobreposi¢do dos espectros na regido do infravermelho para o ligante H,py;mff e o complexo 1 (esquerda) e 2 (direita).
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Tabela 3 Principais bandas e suas respectivas atribui¢des em cm™, dos espectros
no infravermelho dos complexos.

Atribui¢do 1 2

v (O-H) 3373 3426
v(C-H, e C-Hyyp) 3055-2920 3044-2924
V(C=Ouigeido) 1658 1643
v(C=N e C=C) 1608-1444 1610-1484
v(C-0) 1280 1277
v(CI-0O) 1087 1104
0(C-Hy) 769 766

O ligante H,py;mff apresenta bandas intensas entre 1600 e 1400
cm’, referentes aos estiramentos das ligacdes C=N e C=C dos anéis
aromaticos. Nos complexos 1 e 2 estas bandas também sdo observadas
com intensidades relativas similares. Outra banda caracteristica do
ligante e também presente nos complexos, é a referente ao estiramento
da ligagio C=0 em 1678 cm’', também presente nos complexos, em
1658 cm™ ¢ 1643 cm’', respectivamente.

A auséncia da banda de média intensidade em 1368cm™, nos
espectros dos complexos, presente no ligante livre, atribuida a
deformacdo angular fora do plano da ligagdo H-Ogyo, indica a
complexacdo dos metais aos fendis na forma desprotonada, coordenando
como fenolato terminal, além da ponte fenoxo nos complexos.

Outra banda comum aos espectros dos complexos 1 ¢ 2 é a
presente em cerca de 1090 cm’' referente ao estiramento C1-O do contra-
ion perclorato, refor¢ando ainda mais a formac¢ao dos complexos.

4.2.2. Estrutura Cristalina por Difracio de raios X

As  estruturas  cristalinas  dos  complexos [Fe"(u-
OH)Zn"(pysmfHH,0](Cl0s), . H,O (1) e  [Fe"(u-
OH)Cu"(pysmff)H,0](Cl04), . H,O (2), foram obtidas por meio das
analises de monocristais dos respectivos complexos pelo método de
difragdo de raios X.

As representagdes graficas das estruturas sdo apresentadas nas
paginas seguintes, juntamente com um desenho esquematico apresentado
na Figura 17, elaborado para facilitar a visualiza¢do e comparacdo entre
os diferentes compostos, e as tabelas contendo as principais distincias
interatdmicas e angulos de ligacdo.
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Figura 17 Desenhos esquematicos representando as estruturas cristalinas dos
cations complexos 1 e 2.

Alguns dados cristalograficos selecionados podem ser encontrados
na Tabela 4 ¢ na



Tabela 5 podem ser encontrados alguns comprimentos e angulos
de ligacdo selecionados, apresentados de maneira que os complexos em
estudo possam ser diretamente comparados entre si ¢ com os complexos
descritos  na literatura, como os  complexos [Fem(u-
OH)Zn" (bpbmpp)](Cl0y), e [Fe"'(u-OH)Cu" (bpbmpp) ](ClO),.

Os complexos 1 e 2 apresentam uma estrutura heterodinuclear
onde cada ion metalico encontra-se coordenado por uma das metades do
ligante heptadentado (py;mff)*, e ponteados pelos grupos fenolato 2,4,6-
substituido e um grupo hidroxo exdgeno. Ha ainda na cela unitaria dois
anions perclorato como contra-ions ¢ uma molécula de agua de
cristalizagdo.

Tabela 4 Dados Cristalograficos selecionados e refinamento da estrutura para os
complexos 1 e 2.

Complexo 1 Complexo 2
Formula empirica C36H40CLFeNsO4Zn C36H40Cl,CuFeNsO, 4
massa molar 958,85 g/mol 957,02 g/mol
sistema cristalino Monoclinico Monoclinico
grupo espacial P21/ P21/

cela unitaria

Volume
Z

a=10.664(4) A
b=20.656(5) A
c=18.732(3) A
B=101.52(2)°
4043,1(19) A3

4

a=10.6927(6) A
b=20.5980(10) A
c=18.6984(8) A
B=101.503(3)°
4035,6(3) A’

4



Densidade

reflexdes coletadas
Unicas

Rinterno

parametros refinados
“goodness-of-fit”

indices finais
[>200(D)]

1,575 g/em’
7405

7116
0,0310

528

1,043

R1 =10,1688
wR2 = 0,2539

56

1,575 g/em’
22932
7014
0,0606

534

1,091

R1=10,0753
wR2 =0,2211




Tabela 5 Comprimentos [A] e angulos [°] de ligacdo selecionados para o complexo 1, 2, [Fem(u-OH)ZnH(bpbpmp)](ClO4)2,
[Fe"(u-OH)Cu' (bpbpmp)](CIO4),, 5 - [Fe""(u-OH)Zn'" (bpbpmp-CHy)J(C1O,); € 6 - [Fe"(u-OH)Cu' (bpbpmp-CH;)](CIO,),

LIGACOES 1 2 [Fe"'(u-OH)Zn"bpbpmp]][Fe" (u-OH)Cu"bpbpmp]*|5 6

Fe-M" 3,055(16)[3,053(11), 3,0404(14) 3,0403(11) 3,0862(18)3,0692(7)
Fe-O enotato terminal 1,925(5) | 1,911(4) 1,924(6) 1,920(4) 1,893(3) | 1,886(3)
Fe-Ofenolato ponte 2,032(5) [ 2,001(4) 2,027(5) 2,003(4) 2.053(3) [2,010(3)
Fe-Ohidroxo ponte 1,912(6) | 1,937(5) 1,934(6) 1,942(4) 1.920(7) |1,928(3)
Fe-Ojua terminal 2,082(6) | 2,070(5) 2,054(6) 2,035(5) 2.112(3) [2,103(3)
Fe-Numina 2,163(7) | 2,189(5) 2,177(7) 2,188(5) 2.186(3) |2,192(3)
Fe-N,irigina 2,132(7) | 2,147(5) 2,136(7) 2,168(5) 2.137(8) |2,140(4)
M"-Oenotato ponte 2,079(5)2,101(4) 2,059(5) 2,087(4) 2.101(3) [2,091(3)
M"-Ohidroxo ponte 1,978(6) | 1,929(4) 1,966(5) 1,914(4) 1.969(6) |1,910(3)
M"Numina 2,149(6) | 2,006(5) 2,140(7) 1,999(5) 2.152(7) |1,998(3)
M"-N,isdina 2,044(8) | 2,053(6) 2,050(7) 2,079(5) 2.056(8) |2,079(4)
M" N isdina trans fenolao | 2,062(8) | 2,006(5) 2,067(7) 2,022(5) 2.073(8) [2.011(4)
M"-Oenotato ponte-Fe 96,0(2) 96,15(16) 96,2(2) 96,02(16) 95.96(13)(96,88(11)
Namina-Fe-Npiidina 77,8(3) | 78,02) 77,9(2) 77,00(18) 78,0(11) [78,22(12)
Namina=Fe-Orenotato terminall 92,1(2) [91,88(18) 92,5(2) 92,92(18) 92,23(7) 92,03(12)
Namina-M"Npiidina 1 81,4(3) | 83,8(2) 81,0(3) 83,5(2) 80,8(3) [83,66(13)
NaminaM" N piridina 2 80,6(3) | 83,02) 80,7(3) 82,34(19) 79,6(3) [82,19(14)

[Fe"'(u-OH)Zn"(bpbpmp)] > (NEVES, 2007); [Fe"(u-OH)Cu'(bpbpmp)] ** (CASELLATO, 2007);[Fe"(u-
OH)Zn"(bpbpmp-CH;)] > (PERALTA, 2005);[Fe"(u-OH)Cu"(bpbpmp-CH;)]** (CASELLATO, 2007)



Para ambos os complexos, a coordenagdo do ligante no centro de
Fe'' ocorre de maneira facial envolvendo o brago duro do ligante
contendo a série de atomos doadores N,O. Dessa forma, ao centro de
Fe'' estdo coordenados os atomos de nitrogénio provenientes da amina
terciaria e da piridina. A esfera N,O, é completada pelos atomos de
oxigénio provenientes da ponte fenoxo, da ponte exogena hidroxo, do
fenolato terminal, além de uma molécula de 4gua. Neste arranjo, a ponte
fenoxo encontra-se trans ao fenolato terminal, a ponte hidroxo esta trans
ao nitrogénio da amina terciaria, e a molécula de agua, esta trans ao
nitrogénio piridinico.

Figura 18 Representacio ORTEP do cation complexo da estrutura cristalina de
1.

O centro de Zn" presente no complexo 1 (Figura 18), esta
pentacoordenado com uma geometria de bipiramide trigonal distorcida,
conforme evidenciado pelo pardmetro de Addison t = 0,73 (ADDISON,
1984). Nas posicdes axiais estdo o oxigénio da ponte hidroxido, € o
nitrogénio da amina terciaria. No plano equatorial estdo coordenados os
atomos de nitrogénio piridinico além do atomo de oxigénio da ponte
fenolato.

Desta forma, o complexo pode ser considerado como modelo
estrutural para a kbPAP, pois contém apenas um grupo fenolato terminal,
uma ponte hidréxido e uma molécula de dgua ligada ao sitio de Fe'".
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O Complexo 2 (Figura 19), além do centro de Fe" com
coordenagio semelhante ao ja descrito para 1, possui o centro Cu'"
coordenado ao lado macio do ligante, pentacoordenado, com uma
geometria de bipiramide trigonal distorcida. Esta ¢ denotada pelo valor
do parametro de Addison encontrado (t = 0,756) (ADDISON,1984). Nas
posicdes axiais estdo o oxigénio da ponte hidroxido, e o nitrogénio da
amina terciaria. No plano equatorial estdo coordenados os atomos de
nitrogénio piridinico além do atomo de oxigénio da ponte fenolato.

Figura 19 Representagdo ORTEP para o cation complexo 2.

As distancias médias das ligagdes envolvendo os metais nos
complexos 1 e 2 s3o similares aquelas observadas para os
correspondentes complexos de Fe'"zn" ¢ Fe"'Cu" contendo o ligante
bpbpmp>™ ¢ bpbpmp-CH;>, apresentados na Tabela 6 (NEVES, 2007),
(PERALTA, 2005), (CASELLATO, 2007). Finalmente, pode-se
observar nas estruturas dos complexos 1 e 2, que o grupamento carbonila
no fenolato terminal encontra-se idealmente posicionado para a
realizacdo de reacdes quimicas adicionais ¢ pode, dessa forma, ser
utilizado para o desenvolvimento de novos protocolos para o
ancoramento covalente do catalisador em materiais sélidos como, por
exemplo, 2-aminopropil silica ou sondas fluorescentes como acridina ou
outros compostos quimicos que possam reagir com essa fungdo quimica.
(PIOVEZAN, 2010).



60

Tabela 6 Distancias Fe"-M" [A] e distincias médias das esferas de coordenacio
para os complexos 1, 2, [Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp)](C104),, [Fe™(u-
OH)Cu"(bpbpmp)](CIO,)s, 5 - [Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp-CH;)](CIO,), © 6 -
[Fe'" (u-OH)Cu'(bpbpmp-CH,)](CIO.),

Distancia Distancias Distancias
Complexos Fe""M"  Médias Fe"- Médias M"-
1 3,055 2,041 2,062
2 3,053 2,042 2,019
[Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp)]** 3,0403 2,042 2,056
[Fe"(u-OH)Cu" (bpbpmp)] ** 3,0404 2,043 2,020
[Fe"(u-OH)Zn" (bpbpmp-CH,)** 3,0862 2,050 2,070
[Fe"(u-OH)Cu" (bpbpmp-CH3)]*"  3,0692 2,043 2,018

[Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp)] ' (NEVES, 2007); [Fe™(u-OH)Cu"(bpbpmp)]
(CASELLATO, 2007); [Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp-CHz)] ** (PERALTA, 2005); [Fe"(p-
OH)Cu" (bpbpmp-CH3)]*" (CASELLATO, 2007)

4.2.3. Espectroscopia Eletronica

Os espectros eletronicos dos complexos (Figura 20) foram
investigados na regido entre 300 e 850 nm em acetonitrila. Os valores
dos comprimentos de onda maximo e dos coeficientes de absortividade
molar estdo sumarizados na Tabela 7.



Figura 20 Espectro eletronico dos complexos 1 e 2 [Complexo] = 3,0x10™ mol.L™', em solugio de acetonitrila.
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O espectro UV-Vis do complexo 1 apresenta uma banda centrada
em 562 nm (e=2080 L.mol'.cm), atribuida a um processo de
transferéncia de carga do tipo ligante — metal (TCLM) dos orbitais pnt
do fenolato do ligante para os orbitais dn* do ion Fe''. Um segundo
processo de transferéncia de carga do tipo ligante-metal aparece como
um ombro na regido proxima a 350 nm, e ¢ atribuida como sendo uma
transicdo entre os orbitais pr do fenolato e do* do Fe''. O complexo 2
apresenta as mesmas bandas, com mesma atribui¢do, sendo a banda em
menor energia centrada em 546 nm (¢=2100 L.mol™'.cm™"), a banda em
maior energia, em 345 nm (¢=5030 L.mol'l.cm'l).

Tabela 7 Maximos de absor¢do e coeficientes de absor¢do molar (L.mol".cm™)
para os complexos 1, 2, [Fem(u-OH)ZnH(bpbpmp)]2+, [Fem(u-
OH)Cu"(bpbpmp)]*, [Fe"(u-OH)Zn" (bpbpmp-CHz)]** e [Fe'"(u-
OH)Cu" (bpbpmp-CH;)]*

Complexos Mviax (nm) / € (L.mol™.cm™)
1 562 /2080; 350 (ombro)

2 546 /2100; 345 / 5030
[Fe"'(u-OH)Zn"(bpbmpp)]** 544 /2800
[Fe"'(u-OH)Cu"(bpbmpp)] ** 534 /2300

[Fe"'(u-OH)Zn" (bpbmpp-CHz)]** 547/2195; 318 (ombro)
[Fe"(u-OH)Cu" (bpbmpp-CH;)] > 555/3310

[Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp)] **  (NEVES, 2007);  [Fe(u-OH)Cu'(bpbpmp)]

CASELLATO, 2007); [Fe'"(1-OH)Zn" (bpbpmp-CHz)] ** (PERALTA, 2005); [Fe"'(u-
2+ K

OH)Cu"(bpbpmp-CH3)]* (CASELLATO, 2007)

Comparando-se os espectros dos dois complexos houve um
deslocamento para menor energia (batocrdmico) para as bandas do
complexo 2 devido ao acoplamento entre os sitios de Fe'' e Cu", o que
ndo ocorre para o complexo 1. O mesmo deslocamento foi encontrado
para complexos isoestruturais de Fe''Zn" (LANZNASTER, 2003) e
Fe"'Cu" (CASELLATO, 2007) com o ligante H,bpbpmp, onde os
maximos de absor¢do em acetonitrila foram de 544 nm para 534 nm para
a banda de transferéncia de carga (pT enolatoydm * relll).
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4.2.4. Eletroquimica

O comportamento eletroquimico do complexo 1 foi investigado
por voltametria ciclica e por voltametria de onda quadrada. Os
voltamogramas ciclicos ¢ de onda quadrada para os complexos foram
obtidos em solugdo etanol/agua 70:30, de modo a facilitar a dissolu¢do
dos compostos e evitar o uso de solventes coordenantes. Estes sdo
capazes de competir com a agua pelas posicdes de coordenagdo livres
presentes nos complexos, gerando maior nimero de espécies em solugdo
e dificultando a interpretacdo dos resultados.
Os voltamogramas ciclicos e de onda quadrada para o complexo 1 sdo
apresentados na Figura 21.
Os voltamogramas do complexo 1 apresentam somente um processo
quasi-reversivel em -252 mV em pH = 6,0 atribuido ao par Fe"'/Fe",
mostrando claramente a pureza da espécie heteronuclear.

1504
4 ~ j/
10,04 £ o
4. T~ ———
. 5,0
— 0,0
-5,04 ——100mVv.s®
——200mV.s™
-10.0- ——300mV.s®

06 03 00 03 06 -09

E(V) 1
Figura 21 Voltamogramas ciclicos (100, 200 e 300 mV.s") e de onda quadrada
(inserido) para o complexo 1. Condi¢des: etanol/agua 70:30% V/V. Eletrolito:
0,1 mol.L"' de NaClO,; eletrodo trabalho: carbono vitreo; referéncia: Ag/Ag';

contra-eletrodo: fio de platina; padrdo interno: hexacianoferrato de potassio, pH
6,8.

O valor obtido para o processo centrado no sitio de Fe'" concorda
com o reportado por Lanznaster (-180 mV vs NHE) e por Peralta (-197
mV vs NHE) para complexos com os ligantes Hybpbpmp e H,bpbpmp-
CHj;, respectivamente (LANZNASTER, 2003), (PERALTA, 2005). O
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deslocamento catddico de ~50-70 mV observado em 1 com respeito aos
complexos [Fem(u-OH)Zn“(bpbpmp)]2+ e [Fem(u-OH)Zn”(bpbpmp-
CH3)]2+ provavelmente se deve a presenga do grupo carbonila em 1. Para
o complexo 2 a voltametria ciclica e a voltametria de onda quadrada
(dados ndo mostrados) apresentaram um potencial quasi-reversivel para
o par redox Fe''/Fe'' centrado em -473 mV vs NHE e um processo
irreversivel, em -965 mV vs NHE atribuido & redugdo Cu'/Cu'. Na
verdade, esse comportamento ¢ similar ao observado para o complexo 1,
porém com deslocamentos catddicos mais acentuados (60-90 mV) para 2
quando  comparado  aos  sistemas  isoestruturais [Fe"(u-
OH)Cu"(bpbpmp)]** e [Fe"(n-OH)Cu"(bpbpmp-CH3)]*". E  bem
provavel que tal fato esteja de alguma forma, associado ao grau de
acoplamento antiferromagnético entre os ions Fe'' e Cu' nesses
complexos. Por exemplo, a constante de acoplamento antiferromagnética
J determinada para o complexo [Fe'"(u-OH)Cu" (bpbpmp)] ¢ de —58.3 +
1 cm’, indicando que o acoplamento entre os fons Fe'' e Cu' é
relativamente forte, afetando assim a acidez de Lewis dos centros
metalicos (NEVES, 2010b).

4.2.5. Titulacao

Experimentos de titulagdo potenciométrica foram realizados para
avaliar as constantes de desprotonacdo das moléculas de agua
coordenadas aos centros metalicos. Os resultados obtidos para os
compostos 1 e 2 mostraram a neutralizacdo de 3 mol de KOH por mol de
complexo na regido de pH entre 3,00 e 11,00. O tratamento destes dados
levou a obtencgdo de trés constantes de desprotonagdo, cujos valores sdo
apresentados na Tabela 8 e os graficos de distribuicdo das espécies
podem ser vistos na Figura 22.

Tabela 8 Valores de pK,, correspondentes a desprotonagdo de moléculas
de agua coordenadas, para os complexos 1 e 2.

1 2 [F'G-om [Fe"(u-
Zn"(bpbpmp)] OH)Cu''(bpbpmp)]**
pKa, 3,33 3,12 2,93 2,72
pKa, 5,07 526 481 5.23

pKa; 821 8,45 8,30 7,82
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[Fe(u-OH)Zn"(bpbpmp)]>” (NEVES, 2007); [Fe"(u-OH)Cu"(bpbpmp)]**
(CASELLATO, 2007)

A primeira constante de desprotonacdo pode ser atribuida a
formacdo de uma espécie contendo uma ponte hidroxo entre os centros
metalicos. A segunda constante ¢ atribuida a uma desprotonagdo de uma
molécula de 4gua coordenada ao centro de Fe''. A terceira constante ¢
atribuida a desprotonacdo de uma molécula de agua coordenada ao
centro de M" (M= Zn ou Cu).

100 100
A B D A B D
80+ 80
0
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[
o
3
40 = 40
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2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
pH pH

Figura 22 Diagrama de distribuicdo de espécies em acetonitrila/dgua 50:50%
V/V.  A-(H,0)Fe"(u-OH,)M"(OH,),  B-(H,0)Fe"(u-OH)M'(OH,), C-
(HO)Fe"'(u-OH)M"(OH,)e  D-(HO)Fe"(u-OH)M"(OH).(a)Complexo 1; (b)
Complexo 2.

Os valores encontrados para os complexos 1 e 2 estdo em
concordancia, mas ligeiramente maiores, quando comparados aos
complexos Fe""zn" ¢ Fe''Cu" reportados por Neves e colaboradores
(NEVES, 2007) e Casellato (CASELLATO, 2007) com o ligante
Hybpbpmp.

O aumento da densidade eletronica sobre o centro de Fe'' nos
complexos com o ligante H,py;mff, devido aos substituintes metil e
aldeido, provoca uma menor acidez de Lewis do centro de Fe"'
aumentando o pK,, e desta forma este resultado concorda com os obtidos
para os potenciais redox observados para o acoplamento Fe''/Fe", onde
se observou um deslocamento catodico de 60-90 mV para os complexos
1 e 2 (vide-supra) quando comparados com os correspondentes
complexos [Fem(u-OH)M”(bpbpmp)]2+ e [Fem(u-OH)Mu(bpbpmp-
CHy)]*".

Uma proposta para os equilibrios observados em solugido pode ser
vista na Figura 23.
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Figura 23 Proposta de equilibrio para os complexos 1 e 2.

4.2.6. Atividade de Fosfatase

Uma das areas de grande interesse da quimica bioinorganica ¢ a
obtencdo de hidrolases e nucleases sintéticas.

Os complexos sintetizados no presente trabalho apresentam a
caracteristica de possuirem sitios 1abeis para a coordenagdo do substrato
¢ também apresentam uma molécula de agua coordenada ao centro de
Fe"", que em pH adequado fornece o nucledfilo para o ataque ao 4tomo
de fosforo do substrato modelo bis(2,4-dinitrofenil)fosfato. Os valores de
pKqs das moléculas de dgua coordenadas ao centro de Fe'' (determinados
via titulagdo potenciométrica) sdo levemente acidos, como os da enzima
fosfatase acida purpura. Sendo assim, experimentos cinéticos foram
realizados para investigar a capacidade dos complexos 1 e 2 de promover
a hidroélise do fosfodiéster modelo 2,4-bdnpp (BUNTON, 1969).

Inicialmente foram realizados estudos do efeito do pH sobre a
atividade catalitica dos complexos na reacdo de hidrolise, visando a
determinac¢do do pH de atividade maxima na hidrélise do 2,4-bdnpp,
promovida pelos complexos 1 e 2. Os graficos obtidos podem ser vistos
na Figura 24 e os pK, cinéticos estdo sumarizados na Tabela 9.
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Figura 24 Dependéncia da velocidade de reagdo do 2,4-bdnpp (Vo) com o pH para os complexos 1 e 2. Condigodes: [Complexo] =
2,0 x 10° mol.L™"; [2,4-bdnpp] = 2,0 x 10° mol.L'; [Tampdes] = 0,05 mol.L"" (MES, HEPES, CHES); | = 0,05 mol.L" (LiClO,)
em solugdo H,O/CH;CN (50%V/V) a 25°C.



Tabela 9 Valores de pHymo de atividade, pK, cinéticos e pK, potenciométricos
para os complexos 1, 2, [Fem(u-OH)ZnH(bpbpmp)]2+, [Fem(u-
OH)Cu" (bpbpmp)]*, [Fe"(u-OH)Zn" (bpbmpp-CHz)]** e [Fe'"(u-
OH)Cu"(bpbmpp-CH;)]>".

pH

(')timo P KaZ P Ka} p Kal p KaZ pKaS
Complexos

Cinéticos Potenciométricos
1 7,0 49 7,9 333 507 821
2 7,0 5,22 9,33 3,12 5,26 8.45
[Fe"(u-OH)Zn" 7,0 52 8,1 3,01 4,66
bpbpmp]* ’ ’ ’ ; ; 8,25

11T, 11

Liip&*};?},ﬂcu 7,0 53 8,6 2,72 5,23 782
[Fe"\(u-OH)Zn" 3,28 4,88
bpbpmp-CH;1* 6,5 56 8,7 ’ ’ 8,43
[Fe"(u-OH)Cu"
bpbmpp-CH] 7,0 5,38 8,42 2,03 5,18 8.14

[Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp)] > (NEVES, 2007); [Fe"'(u-OH)Cu'(bpbpmp)] **
(CASELLATO, 2007); [Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp-CH;)] ** (PERALTA, 2005);
[Fe"'(u-OH)Cu" (bpbpmp-CH;)]*" (CASELLATO, 2007)

A atividade dos complexos 1 e 2 na hidrélise do 2,4-bdnpp
mostrou-se fortemente dependente do pH. O perfil dos graficos das
velocidades iniciais (V) versus o pH tem formato de sino, com pH 6timo
em torno de 6.5 para 1 e 7,0 para 2. O perfil de sino obtido através do
estudo da variacdo do pH reforga a atribui¢do das desr?rotona(;()es de
duas moléculas de 4gua: uma coordenada ao centro de Fe' que catalisa a
reacdo e outra ao centro metalico M", onde M é Zn ou Cu e inibe a
reagdo. Assim, confirma-se que a desprotonacdo da molécula de agua
coordenada ao centro de Fe'' nos complexos 1 e 2 deva ocorrer para
gerar a espécie cataliticamente ativa, ou seja, [(HO)Fel l(u-
OH)M"(H,0)]". O mesmo comportamento foi observado por Neves e
colaboradores (NEVES, 2007), Lanznaster (LANZNASTER, 2003) e
Casellato (CASELLATO, 2007), para complexos com o ligante
H,bpbpmp.

O ajuste sigmoidal da curva de velocidades iniciais em fungdo do
pH revelou pK,s de 4,9 e 7,9 para o complexo 1 e 5,22 ¢ 9,33 para o
complexo 2, que estdo em boa concordincia com os valores encontrados
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(pKa2 = 5,07, e pK;3=8,21 para o complexo 1 e pK =5,26 e pK,;= 8,45
encontrados para o complexo 2), respectivamente, a partir da titulacao
potenciométrica conforme dados sumarizados na Tabela 9.

De acordo com as informagdes obtidas a partir das medidas
cinéticas e dos dados de eletroquimica, espectrosocopia UV-Vis, o
complexo [Fe™(u-OH)Cu" (pysmffH,0]** apresenta Keat
aproximadamente duas vezes maior que o correspondente complexo
[Fem(p-OH)ZnH(py3mff)H20]2+ pelo fato de possuir um grupamento
nucledfilo mais forte (Fe-OH) o qual ¢ o iniciador da reagio de
hidrolise do diéster 2,4-bdnpp. Vale aqui ressaltar que a diferenca de
reatividade observada para os complexos FeZn e FeCu contendo o
ligante Hobpbpmp ¢é similar aquela observada entre os complexos 1 ¢ 2
mas com o complexo [Fem(u-OH)CuH(py3mff)H20]2+ sendo
ligeiramente mais reativo que o correspondente complexo [Fem(u-
OH)Cu"(bpbpmp)H,0]*" o que estd de acordo com os dados
eletroquimicos obtidos para os dois complexos conforme pode ser
observado na relacao linear de energia livre (Key vs. El/z) apresentada na
Figura 25 (dados sumarizados na Tabela 10).
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Figura 25 Comparagdo entre os dados Eletroquimicos (E;, para o par redox
Fe""Fe") e cinéticos (ke obtido para hidrolise do 2,4 bdnpp) para complexos
Fe"'Zn" e Fe"Cu" com o ligante H,bpbpmp e derivados
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Tabela 10 Potenciais redox para o par Fe"/Fe'' e constantes cataliticas para
complexos heterobimetalicos Fe"'/M" com o ligante Hybpbpmp e H,bpbpmp-X.

Complexos Eip (mV) kg (1077
1 252 0,952

2 473 2,06
[Fe"(u-OH)Zn" (bpbpmp)]** -180 913
[Fe"™(u-OH)Zn" (bpbpmp-CH;)** -197 974
[Fe"(u-OH)Zn" (bpbpmp-Br) I** -160 0,665
[Fe"™(u-OH)Zn"(bpbpmp-NO,)]** -100 0,42
[Fe"™(u-OH)Cu"(bpbpmp)I** -430 1,9
[Fe™(u-OH)Cu" (bpbpmp-CH3)]** -408 2,08

[Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp)]*" (NEVES, 2007); [Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp-CH;)] **
(PERALTA, 2005); [Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp-Br)] ** (PERALTA, 2005);
[Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp-NO,)]  **  (PERALTA,  2005);  [Fe"(p-
OH)Cu"(bpbpmp)] ** (CASELLATO, 2007); [Fe"(n-OH)Cu" (bpbpmp-CH;)]**
(CASELLATO, 2007)

Como proposto por Neves e colaboradores para o complexo
[Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp)]*" (NEVES, 2007), estes resultados
demonstram que a espécie [(OH)Fe(u-OH)Zn(OH,)] € a cataliticamente
ativa na hidrolise do substrato 2,4-bdnpp. Nesta espécie, o substrato
substitui uma molécula de 4gua coordenada ao centro de Zn" e o fon
hidroxido coordenado ao centro de Fe''-OH atua como nucleéfilo. A
diminuicdo da atividade em pH>7,0 deve-se a presenga da espécie
[(OH)Fe(u-OH)Zn(OH)], cuja substituicdo do hidroxo coordenado ao
centro de Zn" é mais dificil. A avaliacdo do efeito da concentragio do
substrato, 2,4-bdnpp, sobre a velocidade de hidrolise do mesmo,
promovida pelos complexos foi investigada no pHotimo obtido. A
dependéncia da velocidade da reagdo de hidrolise com a concentragdo do
substrato foi realizada pelo método das velocidades iniciais (Figura 26)
revelou um perfil de saturacio.
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Figura 26 Dependéncia da velocidade de reacdo do 2,4-bdnpp com a concentragdo do substrato para os complexos 1 e 2.
Condigdes: [Complexo] = 2,0 x 10° mol.L"'; [Tampdo] = 0,05 mol.L" (HEPES, pH = 7,00); | = 0,05 mol. L (LiClO;) em
solugdo HyO/CH;CN (50% V/V) a 25°C.



Os dados foram tratados com a equagdo nio linear de Michaelis-
Menten, obtendo-se assim os fatores cinéticos para cada complexo. Estes
valores estdo sumarizados na Tabela 11.

Sob as condigdes experimentais, os complexos 1 e 2
apresentaram, respectivamente, fatores de aceleragdao de 5040 vezes e
11000 vezes em relagdo a reagdo ndo catalisada (k= 1,89X10‘7s'1)
(BUNTON, 1969).

Tabela 11 Parametros cinéticos para a reagdo de hidrolise do 2,4-bdnpp
promovida pelos complexos 1 ¢ 2 em pH = 7,00 a 25°C

Vimax (mol. L™ Ky -1
Complexo L) (mol.L™) Kt (s7)
1 18,5x10°  3.55x10° 0210 5040
2 7,71x10®  12,4x10° 2:06x10° 1600
i 1l 2+ -8 3 9,13x10°
[Fe (nOH)Zn bpbpmp]™ 3,50x10 4,20x10” 3 4800
[Fe"(nOH)Cu"bpbpmp]** 7,68x10®  8,52x107 L9OX10™ 6100

[Fe"(u-OH)Zn"(bpbpmp)] ** (NEVES, 2007); [Fe™(u-
OH)Cu"(bpbpmp)] ** (CASELLATO, 2007)

Esses valores s@o ligeiramente maiores que os encontrados para os
complexos [Fem(u-OH)Zn”bpbpmp] (NEVES, 2007) e [Fem(u-
OH)Cqupbpmp] (CASELLATO, 2007), mostrando que a acidez de
Lewis do centro de Fe'' ¢ diretamente afetada pela natureza do
substituinte na posi¢do para ao fenol terminal coordenado ao centro
metalico. Este fato também foi observado por Peralta e por Casellato
com os substituintes CH3, Br e NO, a ligantes derivados do H,bpbpmp
(PERALTA, 2005), (CASELLATO, 2007).

Com base nos resultados obtidos pode-se propor o seguinte
mecanismo para a rea¢do de hidrdlise do substrato modelo 2,4-bdnpp,
catalisada por 1 e 2:
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Figura 27 Mecanismo proposto para a hidrolise do diester de fosfato 2,4
— bdnpp pelos complexos 1 2.

E importante ressaltar que com a posi¢do aldeido livre no
complexo foi possivel ancora-lo em suporte sélido (3-aminopropil silica
modificada) e o complexo ainda foi ativo na hidrélise do substrato 2,4-
bdnpp, conforme reportado por Piovezan e colaboradores (PIOVEZAN,
2010). Assim, existe a possibilidade de ancorar 0 mesmo em proteinas
(amino terminal) para o estudo do modo de agdo do complexo com as
mesmas.

Os compostos se mostraram eficientes ndo s6 na clivagem do
substrato modelo, mas também sdo ativos frente ao DNA, como
reportado por Piovezan e colaboradores (PIOVEZAN, 2010).

43. AVALIACAO DA PROMISCUIDADE CATALITICA DE
COMPLEXOS BIOINSPIRADOS — Fe"'Fe"(nOAc),bpbpmp (3) E
Fe"Fe"(nOAc),bpbpmp (4)

Os estudos sobre as enzimas tém mostrado que existe uma relagdo
clara entre a evolugdo enzimatica com a propriedade de promiscuidade
catalitica que elas podem apresentar. Promiscuidade catalitica significa,
em sentido mais amplo, a habilidade de um dado sitio ativo, natural ou
ndo, catalisar mais do que uma transformac¢do quimica. Com isto, o
desenvolvimento de sistemas biomiméticos capazes de atuar de modo
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promiscuo, como as enzimas, mostrou-se como um novo desafio para os
quimicos bioinorganicos.

Varias sdo as possibilidades de reagdes a serem estudadas. Nos
ultimos anos, tem sido dada atengdo consideravel a sintese, estrutura de
raios X e caracterizagdo fisico-quimica de miméticos estruturais e
funcionais para hidrolases do tipo Fe''"'M" (MITIC, 2006; GRAVILOVA,
2004; GAHAM, 2009). Em particular, o grupo de pesquisa de Neves e
colaboradores desenvolveu com sucesso um método geral para a
prerParagﬁo de complexos de Valencia mista homo e hetero-binucleares
M"™M", usando o ligante ndo simétrico H,bpbpmp. Aproveitando a
experiéncia adquirida pelo grupo de pesquisa de Neves e colaboradores,
decidiu-se trabalhar com testes de reatividade de catecolase para
complexos inspirados no sitio ativo das Fosfatases Acidas Purpuras.

Ja esta demonstrado na literatura que o complexo
[(bpbpmp)Fe" (u-OAc),Fe'"](C104).H,O — complexo 3 — é um bom
modelo para as propriedades eletroquimicas da PAP isolada do tutero de
suinos — ufPAP, com um potencial de reducio para o par Fe''Fe'" /
Fe"Fe" de 380 mV versus NHE. Este ¢ comparavel aos 344 mV
medidos para ufPAP em pH 4,1, via eletroquimica direta, e aos 367 mV
encontrados em pH 5 por microcoulometria (YONEYAMA, 2004;
BERNHARDT, 2004, WANG, 1991). Também foi reportado que o
complexo 3 e o composto oxidado correspondente [(bpbpmp)Fe'(ui-
OAc),Fe"*", complexo 4, sio bons modelos para as propriedades de
Raman ressonante das formas oxidada e reduzida das PAPs isoladas a
partir de mamiferos (GONCALVES, 2006). Além disso, a compreensao
dos perfis espectrais dos centros binucleares ¢ a relagdo destes com as
PAPs FeFe, espectroscopia, estudos computacionais e parte dos
resultados obtidos neste trabalho (espectroeletroquimica e a reatividade
de fosfatase) para o ion complexo 3 foram também descritos (SMITH,
2010). Recentemente este complexo foi usado como um sensor
biomimético para determinac¢do de compostos fendlicos (DE
OLIVEIRA, 2008). Assim, por este complexo estar bem caracterizado o
sistema binuclear de ferro com o ligante H,bpbpmp foi escolhido para os
estudos de promiscuidade catalitica.

A sintese do ligante e dos complexos previamente relatados foi
realizada e as propriedades determinadas por analise elementar,
espectroscopia UV-Vis e analise eletroquimica concordam com a
composi¢do previamente proposta para os mesmos (NEVES, 1995).

A estrutura cristalina do complexo 3 foi descrita por Horn e
reportada recentemente por Neves e colaboradores (NEVES, 2010). A
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unidade assimétrica encontrada consiste de um cation complexo
[Fem(bpbpmp)(u-OAc)zFeH]+, anions perclorato como contra-ions e uma
molécula de agua de cristalizagdo. Uma representagdo ORTEP do cation
complexo pode ser observada na Figura 28.

Figura 28 Zortep do cation complexo 3.

A estrutura do complexo ¢ semelhante a varios outros complexos
isoestruturais ja obtidos a partir do mesmo ligante (NEVES, 1995;
KARSTEN, 2002; BATISTA, 2003; LANZNASTER, 2005; NEVES,
2007; SMITH, 2007; SCHENK 2008), todos possuindo o mesmo arranjo
mostrado pelos complexos Fe''Zn" e Fe''Cu" sintetizados no presente
trabalho (1 e 2). A distincia intermetalica, assim como os angulos de
ligagio tém valores similares aos complexos Fe''M' isoestruturais
citados acima.

Apesar de ndo haver estrutura cristalina resolvida para o complexo
4, os resultados de caracterizagdo disponiveis permitem afirmar que este
complexo apresenta o mesmo arranjo estrutural que o complexo 3.

4.3.1. Titulacao

Experimentos de titulagdo potenciométrica foram realizados no
presente trabalho para avaliar as constantes de desprotonagio das
moléculas de dgua coordenadas aos centros metalicos quando 3 e 4 sdo
dissolvidos em meio aquoso (acetonitrila:agua 1:1). Os resultados
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obtidos para os compostos 3 ¢ 4 mostraram a neutralizacdo de 4 mol de
KOH por mol de complexo na regido de pH entre 2,40 ¢ 11,00. O
tratamento destes dados levou a obtengdo de quatro constantes de
desprotonagio, cujos valores sdo apresentados na Tabela 12 e os graficos
de distribui¢do das espécies podem ser vistos na

Figura 29 e uma proposta para os equilibrio do complexo 3 em
solug@o ¢ mostrado na Figura 30.

Tabela 12. pK,s dos complexos 3 e 4, determinados via titulacdo
potenciométrica e espectrofotométrica em acetonitrila agua 1:1 (NEVES,
2010).

Complexo 3 Complexo 4

pKas pKas pKas PKas
Potenciometrico  Espectrofotometrico  Potenciometrico  Espectrofotometrico
3,02 3,47 ¢ *

4,13 4,44 3,14 Nd

5,76 6,47 4,22 3,95

7,53 7,97 6,45 6,56

- - 9,65 9,22

Ja é bem relatado que em complexos binucleares do tipo M"(u-

OAc),M" grupos carboxilato ponte podem se dissociar em solugdo
aquosa, formando espécies M''-OH/OH,. Assim, quando o complexo 3 é
colocado em solucdo ha a formacdo da espécie [(OH,)Fe'(u-
OH)M™(OH,)]’"  (KARSTEN,  2002), (BATISTA,  2003),
(LANZNASTER, 2005), (NEVES, 2007), (SMITH, 2007), (SCHENK
2008).
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Figura 30 Proposta de equilibrio para o complexo 3.




A primeira constante de desprotonacgdo foi atribuida a formagao da
ponte hidroxo (pKa 3,02) formando a espécie [(OH,)Fe'(u-
OH)Fe"(OHy)*. A segunda constante foi atribuida a desprotonagdo de
uma molécula de agua coordenada ao centro de Fe'', formando a espécie
[(OH)Fe"(u-OH)Fe"(OH,)]" (pK. 4,13). A terceira constante de
desprotonacdo, atribuida & formacdo da espécie [(OH)Fe(u-
O)FeH(OHz)] (pKaz 5,73) com a formagdo da ponte oxo. Finalmente, a
quarta constante (pK,s 7,53) ¢é atribuida & desprotonagdo de uma
molécula de 4gua coordenada ao centro de Fe", com a formagdo da
espécie [(OH)Fe" (u-O)Fe"(OH)] ™.

Também para o complexo 4, assume-se que em solugdo os grupos
carboxilatos s3o liberados ¢ em pH 2,4, estd presente a espécie
[(OHz)Fem(u-OHz)Fem(OHz)]. Uma proposta de equilibrio para o
complexo 4 é apresentada na Figura 31.
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Figura 31 Proposta de equilibrio para o complexo 4.

A desprotonagdo da molécula de agua coordenada ao centro de
ferro ligado ao lado macio do ligante (uma amina e duas piridinas como
ligantes terminais), devido a menor quantidade de carga sobre esse
metal, seria a primeira a ser desprotonada (pK,, = 3,14), formando-se
assim uma espécie [(OH,)Fe™(u-OH)Fe™(OH)]*". Esta observagio se
baseia no fato de que o centro de Fe'"' ligado a trés nitrogénios do ligante
bpbpmp” ¢ um 4cido de Lewis mais forte do que o centro de Fe™
coordenado pelo brago pendente N,O, que contem o grupo fenolato
terminal. O pK,; de 4,22 ¢ atribuido a dissociagdo do grupo ponte p-OH,
resultando desta a formacdo de uma espécie do tipo
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[(OHz)Fem(u-O)Fem(OH)T, proposta como uma das espécies
cataliticamente ativas na oxida¢do de catecois. (Ver secdo 4.3.3). Esse
valor de pK, ¢ aproximadamente 1,5 unidades de ?H mais baixo que o
determinado para o complexo de valéncia mista Fe''Fe' correspondente
(complexo 3) e pode ser explicado pela maior acidez de Lewis exercida
pelos dois centros de Fe'"" sobre o grupo ponte p-OH do complexo 4, em
relacdo a acidez de Lewis exercida pelo complexo de valéncia mista 3. A
desprotonagdo da molécula de 4gua cordenada ao centro de Fe'"' contido
no lado mais duro do ligante ocorre entdo com pK,4 = 6,45, levando a
formacdo de uma espécie [(OH)Fe(u-O)Fe(OH)]. Novamente,
observa-se um valor de pK,; menor (aproximadamente uma unidade de
pH) que o apresentado pelo complexo 3 para formagdo da espécie
correspondente. Como no caso anterior, este fato pode ser bem explicado
pela maior acidez de Lewis de um sistema binuclear Fe"'Fe'" em relagéo
a um sistema Fe''Fe''. Além disso, & importante notar que o valor
encontrado tem boa concordancia com o valor de pK, de 7,0,
determinado para a dissociacdo da segunda molécula de agua ligada a
atomos de Fe'' em complexos binucleares contendo ligantes N,O
doadores semelhantes, (NEVES, 2007, LANZNASTER,
2005;KARSTEN, 2002; BATISTA, 2003; NEVES; PERALTA 2005;
PERALTA 2006) tal como a espécie [(OHp)Fe'(u-0)Fe(OH)]™ aqui
proposta. Finalmente, um quarto equilibrio de protonag¢do/desprotonagao
foi observado (pKas = 9,65), apesar da espécie de partida [(OH)Fe"(p-
O)Fem(OH)] ndo aparentar possuir mais protons ionizaveis nas
condi¢des experimentais aplicadas. Este fato sugere que o complexo ndo
se mantenha integro, podendo, por exemplo, ocorrer a substituicdo de um
dos nitrogénios piridinicos coordenados por uma molécula de agua do
meio e o pK, determinado ser referente a desprotonagdo desta molécula
(NEVES, 2010).

A espectroscopia UV-visivel ¢ outra ferramenta empregada para
identificar espécies em equilibrio e pode ser muito util para assinalar
quais as espécies cataliticamente ativas em solucdo. Além disso, o fato
dos complexos 3 e 4 possuirem processos de transferéncia de carga
ligante-metal (TCLM) torna a espectroscopia eletronica extremamente
util para os estudos desses em solucdo, ja que processos de transferéncia
de carga sdo extremamente sensiveis a qualquer mudanga do ambiente
eletrdnico em torno dos centros metalicos.

Os complexos 3 e 4 também foram titulados
espectrofotometricamente, nas mesmas condi¢des da titulagdo
potenciométrica e os valores das constantes de desprotonacdo estido
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sumarizadas na Tabela 12. Os valores obtidos a partir da titulacdo
espectrofotométrica do complexo 3 sdo comparaveis aos obtidos por
titulagdo potenciométrica. Em geral, deslocamentos hipsocrdmicos sdao
detectados (Figura 32) quando o pH ¢é aumentado, sugerindo que a
substituigio de uma molécula de dgua (Fe''-OH,) por um ion hidroxo
(Fe""-OH), ou ainda de uma ponte hidroxo (Fe"'(p-OH)Fe') por uma
ponte 0xo (Fem(u-O)Fem), em sistemas em equilibrio afetam a energia
das bandas de transferéncia de carga. Isto se deve, provavelmente, a uma
diminuicdo da acidez de Lewis dos centros de Fe'" quando doadores
mais fortes estdo coordenados, tal que os orbitais tyg nestas espécies estdo
em maior energia que os orbitais tpg nos complexos com a espécie Fe''-
OH,.

T 7 T 7 T 7 T 7
400 500 600 700 800

Al (nm)

Figura 32 Variagdes espectrais no complexo 3 durante a titulacdo
espectrofotométrica. Os espectros foram medidos em solugdo de CH;CN:H,O
1:1 em pHs sucessivos. [3] =3 x 10* mol L. Faixas de pH a: 3,3 — 3,8; b: 3,9 —
5,3;¢:58-69;d:72-10,2.
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De maneira similar, a titulagdo espectrofotométrica do complexo 4
também demonstrou forte influéncia do valor do pH no valor da energia
(Amax) da banda de transferéncia de carga (Figura 33). No entanto, foram
obtidos trés valores de pK, na faixa entre 2,4-10,9, que estdo em boa
concordancia com os obtidos via titulagdo potenciométrica.

400 500 600 700 800

A/ (nm)
Figura 33 Variagdes espectrais da banda de transferéncia de carga do complexo
4, durante a titulagdo espectrofotométrica. Os espectros foram medidos em
solugdo de CH;CN:H,O 1:1 em pHs sucessivos. [4] = 3 x 10* mol L. Faixas de
pHa 2,4-3,7;,b:3,6-4,7,¢:55-8,1;d:8,1-109.

4.3.2. Atividade de Fosfatase

Para avaliar os complexos 3 e 4 na hidrélise de ésteres de fosfato,
utilizou-se dos mesmos procedimentos descritos previamente,
acompanhando espectrofotometricamente, em condigdes de pseudo-
ordem, a hidrélise do substrato modelo bis-(2,4-dinitrofenilfosfato) (2,4-
bdnpp). Em alguns casos tem de se ressaltar que foi necessario trabalhar
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sob atmosfera inerte, jA que o complexo 3, quando em solugdo, se
mostrou sensivel a presenga de oxigénio (NEVES, 2010).

A fim de determinar o pH 6timo de trabalho para os complexos,
fez-se um estudo de variac¢do da velocidade de reagdo com o pH (Figura
34).
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Figura 34 Dependéncia da velocidade de reagdo com o pH, sob as condigdes:
Atmosfera de argonio, sistema solvente H,O/CH;CN 1:1, [3]:1.3X10'5m01L'
' [2,4-bdnpp]=2,5x10~ molL", [Tampio]= 5,0x10” mol L' (Tampdo = MES,
HEPES, CHES), | = 0,05 mol L (LiCIO,).

Pode-se, a partir deste grafico, atribuir ao composto 3 dois pK,s
cinéticos, em pHs 5,06 ¢ 7,22, ¢ um pH 6timo de trabalho de 5,6. Neste
pH foram realizados os experimentos de variagcdo da concentragdo de
substrato, visando obter pardmetros cinéticos para a reagdo, através do
tratamento dos dados com a equagdo de Michaelis-Menten (Figura 35).
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Figura 35 Dependéncia da concentracdo de substrato na velocidade da reagdo
catalisada pelo complexo 3, sob as seguintes condigdes: H,O/CH;CN 1:1 em
ajustado pH 5,6, tampdo MES 0,05 molL"; | = 0,05 mol.L" (LiClO);
[3]=4,0x10” mol.L™; [2,4-bdnpp]=3,2 — 16,0 x10* mol.L"; T=25°C.

A atividade do complexo 4, frente ao substrato 2,4bdnpp, também
foi avaliada nas mesmas condigdes do complexo 3, (pH = 5,6). O grafico
de velocidades iniciais (Vo) VS concentragdo de substrato (Figura 36) teve
um comportamento semelhante ao observado para complexo 3, e os
dados foram entdo tratados através da equagdo de Michaelis-Menten. Os
pardmetros cinéticos para os dois complexos podem ser encontrados na
Tabela 13.
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Figura 36 Dependéncia da concentracdo de substrato na velocidade da reagdo
catalisada pelo complexo 4, sob as seguintes condigdes: H,O/CH;CN 1:1 em

ajustado pH 5,6 tampio MES 0,05 molL', | = 0.05 mol.L" (LiClOy);
[4]=4,0x10” mol.L™; [2,4-bdnpp]=3,2 — 16,0 x10™* mol.L"; T=25°C.

Tabela 13 Parametros cinéticos para os complexos 3 e 4.

Parametros 3 4

Vinax (mol L™ s 6,58x10°  3,36x10”
Keat (s™) 1,64x10°  8,4x107
Ko (mol L) 523x10°  1,9x10™
E (L mol”s™) 0,31 0,44

F 8770 467

O tratamento dos dados para o complexo 4 forneceu uma costante
catalitica k= 8,40x107s™", que representa 5,49% do valor encontrado
para o complexo analogo 3 (kcat=1,53X10'3s'1) e um K, = 1/K,, = 5260
M", o que indica que o substrato se liga ao centro de Fe' nio
cromoforico com maior afinidade do que no centro de Fe' (Kass = /K =
190 M) do sistema de valéncia mista Fe''Fe'". Esse resultado pode ser
tomado como uma indicagdo de que a enzima e o modelo aqui obtido
eventualmente possam estar atuando através de um mecanismo
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semelhante, haja visto que a enzima oxidada Fe'"Fe'"' do bago de bovinos
também possui uma pequena reatividade (~5%) quando comparada a sua
forma ativa Fe''Fe"". Ref. (DIETRICH, 1991). No entanto, uma ligago
bidentada do substrato aos dois sitios de Fe"' na forma oxidada e
posterior ataque nucleofilico da ponte hidroxo/oxo também ndo pode ser
completamente descartada.

4.3.3. Atividade de catecolase

A partir do grafico de velocidades iniciais vs pH (Figura 37), para
o processo de oxidagdo de 3,5-dtbc pelo complexo 3, pode-se atribuir os
valores de pK,s cinéticos — 5,0 e 6,7 (Tabela 14). Observa-se na Figura
37 que ha dois comportamentos cinéticos distintos indicando a presenca
de diferentes espécies cataliticamente ativas. Inicialmente, as velocidades
iniciais aumentam levemente e alcangam um plateau na faixa de pH entre
6,0-6,5. Um novo aumento nas velocidades iniciais é observado em um
perfil quase que ininterrupto, sugerindo que uma segunda espécie atua
como catalisador. Entretanto, dos pontos de inflexdo da curva, os pK,s
5,0 e 6,7 sdo apenas tentativamente atribuidos dado o pequeno aumento
na atividade entre os pHs 4,3-6,5 e a pobre defini¢do do plateau em pH
7,0. Mesmo assim, os valores sdo concordantes com os valores
encontrados a partir da titulagdo potenciométrica e espectrofotométrica
(42 e 6,5), sugerindo que a espécie [(OH,)Fe"'(u-O)Fe"(OH)]" e
[(OH)Fe"(n-O)Fe(OH)] sdo, muito provavelmente, as espécies
cataliticamente ativas na oxidagdo do 3,5-dtbc. De fato, a dependéncia
observada em fungdo do pH da reacdo pode ser devido a duas
desprotonagdes sucessivas de moléculas de agua coordenadas ao centro
de Fe"" e provavelmente Fe''-OH sdo capazes de interagir com o catecol
promovendo a desprotona¢do do substrato e concomitante coordenagao
aos centros metalicos.
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Figura 37 Velocidades iniciais versus pH para a reagdo de oxidagdo do substrato
3,5-dtbc, catalisada pelo complexo 3.

Tabela 14 pK,, determinados para os complexos 3 ¢ 4.

Potenciométrico Cinético Cinético
3 4 (hidrdlise)  (oxidagdo)
3,02 * - -
4,13 3,14 -
4,74
5,76 4,22 5,0
7,53 6,45 7,54 6,7
- 9,65 - -

A dependéncia das velocidades iniciais com a concentragdo do
substrato 3,5-dtbc, catalisada por 3 foi investigada em pH 6,0 a 25°C e
revelou um perfil de saturagdo com comportamento de Michalis-Menten
(Figura 38).
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Figura 38 Dependéncia da concentracdo do substrato 3,5-dtbc catalisada por
3(A), 4(m) e pelo complexo gerado in situ (complexo 3 oxidado com um
equivalente de H,O, ) (e): pH 6.0, solugdo metanol/agua (3:2). Condigdes:
[3]=1.5x10° mol L''; [3,5-dtbc]=0,5-5,5x10™ mol L', [MES]=3,3x10” mol L™

Os parametros cinéticos (Vmax=1,69xlO'7 mol L™ s'l, KM=7,1xlO4
mol L™ and ke=11,6x107s™") para o complexo 3 foram obtidos a partir
do tratamento dos dados com a equagdo ndo linear de Michaelis-Menten
(Vo vs[3,5-dtbc]) (Tabela 15).

Tabela 15 Parametros cinéticos obtidos da reagdo de oxidagdo do substrato 3,5-
dtbc, catalisada por 3, 4 ¢ pela espécie oxidada in Situ.

3 4 3+H,0, (1:1)
Vina/ (mol L s7) 1,69x107 1,04x107 1,48x107
Keat/ (s 11,6x10°  6,34x10° 9,63x10”
Ky / (mol L) 7,1x10%  53x10*  4,7x10™

Kea/Kn / (L mol' s 16,33 11,96 20,48

Os parametros cinéticos da reagdo catalisada pelo complexo 4
estdio na mesma ordem de grandeza dos valores encontrados pelo
complexo 3 na presenga de oxigénio ou H,O, (Tabela 15), suportando a
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proposta mecanistica de que a espécie F ¢""Fe'" deve estar presente para o
inicio do ciclo catalitico. Além disso, a confirmacdo do acumulo de H,O,
durante os ciclos cataliticos por meio do experimento acelerado por
molibdato (I5"), o qual indica que a reox1dagﬁo da espécie Fe'Fe" da
origem novamente a espécie ativa Fe"Fe" com a estequiometria 1:1
(0,:3,5-dtbc) e concomitante formagao de peroxido de hidrogénio.

Vale ressaltar que os parametros cinéticos obtidos para o
complexo 3 ou 4 estio na mesma ordem de grandeza dos valores
encontrados para complexos binucleares de Cu''Cu" com ligantes
similares, mas sdo ativos em pHs mais baixos (6,0 vs 8-9). Isto se deve
ao fato da maior acidez de Lewis do fon Fe'" quando comparado ao ion
Cu".

Considerando todos os experimentos, 0 seguinte mecanismo pode
ser proposto (Figura 39):

CHs

e /?% e %
N N
N<F\e|\\/o\p|e”/N Fem/o\ I”/ Fe'”
éfO/"’“\ﬁ/oH\N h (gf E) (g
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Figura 39 Mecanismo proposto para a oxidagdo do substrato 3,5-dtbc, catalisada
por 3.

44. AVALIACAO DA PROMISCUIDADE CATALITICA DE
COMPLEXOS BIOINSPIRADOS — Fe"'Cu"(u-OH)bpbpmp (5),
Fe'""Cu"(u-OH)bpbpmp-CH; (6)

Foi reportada para os complexos 5 ¢ 6 a atividade de fosfatase,
além das propriedades fisico quimicas dos mesmos (NEVES, 1995;
NEVES, 1996; NEVES, 2010). Com o objetivo de avaliar a



89

promiscuidade catalitica desses complexos, o substrato 3,5-di-terc-
butilcatecol (3,5-dtbc) foi oxidado a sua respectiva quinona (3,5-dtbq) na
presenca dos complexos 5 ¢ 6 em solucdo metanol/dgua previamente
saturada com oxigénio. Primeiramente, o estudo do efeito do pH foi
realizado com o intuito de analisar a influéncia nas velocidades iniciais
de cada sistema e determinar o pK, cinético, além de encontrar o pH
otimo para a reagao de oxidagdo (Figura 37).

A dependéncia com o pH das velocidades iniciais mostrou
comportamento sigmoidal, obtendo-se pK,s de 5,6 ¢ 6,0 respectivamente,
para os complexos 5 e 6. Estas curvas revelam que as espécies ativas dos
complexos sdo [Fem(bpbpmp-X)(u-OH) Cu”(OH)] (onde X = H, CHy),
pois os PK,; determinados cineticamente estdo em boa concordancia com
o pK,, determinado por Casellato (pK,s 5,23 e 5,18, respectivamente)
(CASELLATO, 2007).

Ambos os complexos apresentaram perfil de saturagdo para as
velocidades iniciais (Vo) em fungdo da concentracdo do substrato 3,5-
dtbc (Figura 41), consistente com a coordenagdo do catecol aos
complexos metalicos. Os dados foram ajustados com a equagdo nio
linear de Michaelis-Menten e os pardmetros cinéticos obtidos estdo
sumarizados na Tabela 16.
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Figura 40 Dependéncia do pH nas velocidades iniciais da reacdo de oxidacdo do substrato 3,5-dtbc catalisada pelos complexos S e
6.
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O valor de k., aumenta discretamente do complexo 5 para 0 6. O
complexo 6, que apresenta na posi¢cdo para ao fenol terminal o grupo
doador de elétrons metila, apresenta a maior atividade catalitica. O
mesmo comportamento foi reportado por Peralta e colaboradores em
recente trabalho com complexos de cobre (PERALTA, 2010), indicando
que o carater doador/aceptor de elétrons do ligante influéncia a
densidade eletronica dos centros metalicos, o que ¢ refletido nos
pardmetros cinéticos.

Tabela 16 Parametros cinéticos na oxidagdo do substrato 3,5-dtbc, catalisada
pelos complexos 5 ¢ 6.

Parametros 5 6

Vi (mol L) 227x10°  3,42x10°
Ky (mol L) 8x10” 7x107
Keat (57 4,64x10°  5,25x107
E 58 75

AE, (mV) 30 28

Comparando-se os potenciais redox dos metais nos complexos 5 e
6 (H para CH3) ha uma diminui¢do da diferenga dos potenciais redox
(AE); 2 de apenas 2 mV entre os centros de Fe'' e Cu" paraSe6e,
consequentemente, a atividade catalitica tem um aumento discreto, ja que
a mesma depende da transferéncia simultanea de dois elétrons para a
oxidacdo do substrato 3,5-dtbc. Esta tendéncia foi reportada por Peralta e
colaboradores ¢ Neves e colaboradores que demonstraram que a
diferenga na reatividade K /Ky dentro de uma série de compostos
binucleares de cobre depende na diferenca entre os potenciais dos dois
metais (AE);, (PERALTA, 2010; NEVES, 2002). O mecanismo
proposto para a reacao esta mostrado na

Figura 42.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O Ligante 2-[N-bis-(2-piridilmetil) aminometil]-4-metil-6-[N-(2-
hidroxi-3-formil-5-metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometil] ~ fenol  —
H,py;mff foi sintetizado e devidamente caracterizado. Este possui as
caracteristicas coordenantes que tornaram o ligante H,bpbpmp o melhor
sistema para obtencdo de biomimeticos para Paps ja descrito e um
grupamento aldeido, que permite reagdes de condensacdo. Estdo abertas
assim inumeras possibilidades de derivatizagdo e ancoramento dos
compostos, algumas das quais ja estdo sendo realizadas com sucesso.

Os primeiros compostos de coordenagdo com o novo ligante
H,py;mff foram obtidos e caracterizados. As estruturas cristalinas por
difragdo de raios-X foram coletadas, mostrando que a inser¢do do grupo
aldeido ndo causou mudangas estruturais significativas, quando estes sdo
comparados aos complexos similares obtidos a partir dos ligantes
H,bpbpmp ¢ H,bpbpmp-CHj3, fato que pode ser comprovado pela pouca
variacdo nas distdncias médias de ligacdo em torno dos centros
metalicos, menores que 0,0IA Nédo ocorrem também alteragdes
importantes nas propriedades fisico quimicas. Foram determinados para
os novos complexos fatores de aceleracdo de 5400 vezes (1) e 11000
vezes (2) para a hidroélise do 2,4-bdnpp, um pouco maiores que os fatores
relatados para os complexos similares obtidos a partir do ligante
H,bpbpmp, mostrando que ndo ha grande influéncia da adigdo do
grupamento aldeido no ligante sobre sua atividade. Se por um lado o
aldeido ndo tem interagdo relevante na segunda esfera de coordenagdo,
por outro temos esse grupo livre e em posi¢do adequada para reagdes
quimicas, podendo-se entdo utilizar o proprio complexo para realizar
derivatizagdes, mantendo-se assim a esfera de coordenagdo original em
compostos maiores, aumentando a possibilidade de controle da esfera de
coordenagdo dos compostos de coordenacdo a serem obtidos. Uma
derivatizagdo do ligante para posterior complexag¢do pode ser bem mais
trabalhosa, ainda mais se for pretendida a condensagdo do aldeido com
compostos que possuam atomos doadores de pares de elétrons. Deste
modo foi realizado o ancoramento de complexos em silica 3-aminopropil
modificada (PIOVEZAN, 2010) e pode se pensar na adi¢do a qualquer
grupamento amina, inclusive em proteinas.

O sistema binuclear de ferro com o ligante H,bpbpmp teve sua
capacidade catalitica avaliada quanto a hidrolise de ésteres de fosfato,
atividade exibida pela enzima para qual é um modelo biomimético, e
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quanto a oxidacdo de ortocatecdis. Para que os resultados fossem
interpretados, realizaram-se também titulagdes potenciométrica e
espectrofotométrica, através das quais se propde a formagdo de ponte
oxo entre os atomos de ferro, em pHs no intervalo entre 6 a 8. A
hidroélise do substrato modelo bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato pelo complexo
Fe'"Fe'" (4) tem como constante catalitica de 8,4x10” s™', um valor de
aproximadamente 5% daquele encontrado para o complexo Fe''Fe' 3),
1,64x10° s, o que também foi reportado nos estudos da formas oxidada
e reduzida da PAP (DIETRICH, 1991). Este fato confirma o quanto os
complexos com o ligante Hbpbpmp e seus derivados sdo adequaquados
para obten¢do de compostos modelos para as PAPs e leva a crer que os
mecanismos de ac¢do destes complexos sdo semelhantes aos da enzima.

Os compostos binucleares de ferro com o ligante H,bpbpmp
mostraram ser cataliticamente promiscuos, com uma apreciavel atividade
na oxida¢do de catecOis. Os valores das constantes cataliticas
determinadas sdo da mesma ordem dos valores encontrados para
complexos binucleares de Cu'Cu" com ligantes similares, mas em
valores de pH mais baixos (6,0 vs 8-9), o que pode ser uma vantagem
quanto a aplicabilidade como catalisadores. Mostram-se assim,
cataliticamente promiscuos. E notavel que, partindo-se de 3 ou de 4 a
espécie catalitica ativa na oxidacdo do 3,5-di-terc-butilcatecol ¢ a
mesma, .

Para o sistema FeCu foram estudados os complexos Fe''Cu" com
o ligante Hybpbpmp (5) e Fe''Cu'" com o ligante H,bpbpmp-CH; (6) na
oxidagdo do substrato 3,5-di-terc-butilcatecol, demonstrando que ambos
possuem promiscuidade catalitica e que, do mesmo modo que acontece
para os complexos Cu"Cu' tradicionalmente usados para producgio de
agentes oxidativos, quanto menor for a diferenca entre os potenciais
redox dos metais, maior sera a atividade catalitica.

Ficam aqui como perspectivas futuras novas utilizagdes destes
compostos, ja que inimeras sdo as possibilidades. O ancoramento dos
catalisadores, a inser¢do de grupos que possam atuar na segunda esfera
de coordenagdo (inclusive proteinas e pequenos peptideos comerciais) ou
sejam capazes de dar especificidade ao catalisador e o ancoramento em
particulas magnéticas sdo alguns dos trabalhos que podem ser ou ja estdo
sendo levados adiante. Também se deve testar os inimeros compostos ja
relatados na literatura na catalise de reagdes para os quais ndo foram
planejados, podendo-se ocorrer gratas surpresas quanto aos usos e
aplicagdes dos mesmos.
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