
 

Tiago Pacheco de Camargo 
 
 
 

  
 
 
 
 

DESENVOLVIMENTO DE COMPLEXOS HETEROBINUCLEARES DE FeIIIZnII 
A PARTIR DE LIGANTES CONTENDO O GRUPO PIRENO PARA ESTUDO 

DE INTERAÇÃO COM ÉSTERES DE FOSFATO E ÁCIDOS NUCLÉICOS 
 
 
 
 
Tese submetida ao Programa de Pós 
Graduação em Química da 
Universidade Federal de Santa 
Catarina para a obtenção do Grau de 
Doutor  em Química. 
Orientador: Prof. Dr. Ademir Neves 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Florianópolis 

2013 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Camargo, Tiago Pacheco de  
 
Desenvolvimento De Complexos Heterobinucleares De FeIIIZnII A Partir De 
Ligantes Contendo O Grupo Pireno Para Estudo De Interação Com Ésteres 
De Fosfato E Ácidos Nucléicos. Tiago Pacheco de Camargo  – 
Florianópolis: UFSC / Programa de Pós-Graduação em Química, 2013. 
          xxv, 113p. 
 
          Orientador: Ademir Neves 
          Tese (Doutorado): - Universidade Federal de Santa Catarina, UFSC, 
Programa de Pós-graduação em Química, 2013. 
 
Referências Bibliográficas: p. 107-112. 
1. Química Bioinorgânica. 2. Metalohidrolases binucleares. 3. Complexos 
Modelos – Tese, Neves, Ademir, Universidade Federal de Santa Catarina, 
UFSC, Programa de Pós-graduação em Química. 
 

 



 

Tiago Pacheco de Camargo 
 
 
 

DESENVOLVIMENTO DE COMPLEXOS HETEROBINUCLEARES DE FeIIIZnII 
A PARTIR DE LIGANTES CONTENDO O GRUPO PIRENO PARA ESTUDO 

DE INTERAÇÃO COM ÉSTERES DE FOSFATO E ÁCIDOS NUCLÉICOS 
 

 
 

Esta Tese foi julgada adequada para obtenção do Título de 
Doutor em Química, e aprovada em sua forma final pelo Programa de 
Pós-Graduação em Química da Universidade Federal de Santa Catarina. 
 

Florianópolis, 16 de outubro de 2013. 
 

________________________ 
Prof. Dr. Hugo Gallardo 

Coordenador do Programa de Pós-Graduação em Química 
 
Banca Examinadora: 
 

 
 

Prof. Dr. Ademir Neves 
Orientador 

Universidade Federal de Santa 
Catarina 

 

 Prof. Dr. Fernando R. Xavier 
Universidade do Estado de Santa 

Catarina 
 

 
 

  

Prof.  Dr. Roberto Santana  
USP - Ribeirão Preto 

 

 Prof.ª , Dr.ª Rosely A. Peralta 
Universidade Federal de Santa 

Catarina 
 

 
 

  
 

Prof. Dr. Ricardo José Nunes 
Universidade Federal de Santa 

Catarina 

 Prof. Dr. Antônio Luiz Braga  
Universidade Federal de Santa 

Catarina 
 

http://ppgqmc.posgrad.ufsc.br/szpoganicz/


 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Dedico este trabalho aos meus pais 
Janir e Alba. 



 

AGRADECIMENTOS 
 

Como cristão que sou, acredito que cheguei até aqui pois as 
mãos de Deus me guiaram e me guardaram sempre nos momentos em 
que mais precisei de sua proteção. Desta forma te agradeço ó Deus  
por tudo que tu És.  

Aos meus pais Janir e Alba, a minha irmã Tati, meu cunhado 
Jonas e ao Vitor e o Bernardo (mais novo membro da família), por 
sempre me apoiarem nestes longos anos que estou aqui em Floripa, e 
por sempre serem um exemplo de vida pra mim. Vocês são a melhor 
família que eu poderia ter. 
 Ao Professor Dr. Ademir Neves pela amizade, pelo exemplo e 
entusiasmo de sua orientação e constante presença durante o 
desenvolvimento deste trabalho. 
 A Professora Dra. Rosely A. Peralta pela amizade, carinho e 
paciência comigo. Nestes longos anos que convivemos no Labinc você 
tem sido uma pessoa muito especial e um exemplo como profissional e 
como pessoa.    
 Aos Prof. Drs. Adailton J. Bortoluzzi, Bruno Szpoganicz,  Hernán 
Terenzi pelas inestimáveis colaborações e discussões pertinentes a este 
trabalho.  
 Aos Prof. Dr. Fernando R. Xavier, Roberto Santana, Rosely A. 
Peralta, Ricardo J. Nunes e Antônio L. Braga por aceitarem participar 
desta banca examinadora e pelas valiosas contribuições para o 
enriquecimento do trabalho. 
 Aos amigos do LABINC: Bernardo, Fernando Xavier, Rafa,  
Clóvis, Renata, Geovana, Vítor, Sara, Joseph, Alfredo, Sandro   pelas 
conversas, brincadeiras e amizade, fazendo do ambiente de trabalho 
um local agradável e propício a discussões e fóruns depois do RU. 
 Aos amigos da graduação: Eduard, Michelle, Dai, Ismael, 
Juliana  pelo companheirismo e festas durante esses anos de estudo. 
Aos amigos da Banda e Orquestra da Assembléia de Deus pela amizade, 
apoio, e pelas orações. 

 A todos os professores e funcionários do Departamento de 
Química da Universidade Federal de Santa Catarina; Ao CNPq pela 
concessão da bolsa de estudos e a todos que torceram por mim e 
estiveram presentes em cada conquista nestes anos de UFSC. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
“The best way to get a good idea is to get a lot of 
ideas.” 

 
(Linus Pauling) 



 

RESUMO 
 

Agentes que possam interagir e/ou clivar a molécula de DNA 
possuem uma grande importância devido a sua potencial aplicação 
antitumoral ou ainda como antibióticos. Vários compostos de coordenação  
clivam o DNA de forma oxidativa. Porém este mecanismo de clivagem possui 
uma grande desvantagem por afetar as biomoléculas de forma indiscriminada 
e aleatória, o que é indesejável em aplicações bioquímicas ou mesmo em 
estudos de interação com DNA. 
 Desta forma é absolutamente necessário nestes estudos o 
desenvolvimento de compostos que possam clivar o DNA através de um 
mecanismo hidrolítico. Algumas metalonucleases naturais fazem uso de íons 
metálicos em seus sítios ativos de modo a se beneficiar das características 
desses metais. Dentre elas podem-se destacar a acidez de Lewis que pode ser 
usada na ativação do átomo de fósforo bem como na formação de um 
nucleófilo em condições de pH fisiológico. No caso de nucleases binucleares os 
centros metálicos podem atuar  na orientação do nucleófillo em relação ao 
substrato de modo a facilitar a hidrólise da ligação fósforo-diester. 

Inspirados nestas metalonucleases vários complexos modelo foram 
desenvolvidos visando a clivagem hidrolítica do DNA, porém em sua maioria 
não possuem seletividade quanto ao sítio de clivagem, sendo o grande desafio 
atual o aumento da seletividade de interação compexo-DNA. Uma estratégia 
que vem sendo utilizada é a inserção de grupos intercalantes, que interagem 
com o sulco maior ou menor do DNA. Estes grupos serviriam então como 
direcionadores, o que pode gerar um grande aumento da atividade de 
clivagem, bem como na seletividade.   

Considerando o exposto, o objetivo principal deste trabalho é 
sintetizar e caracterizar novos ligantes contendo grupos intercalantes e seus 
complexos metálicos (sistemas conjugados) que apresentem as características 
requeridas para o estudo de interação e clivagem eficiente de ácidos nucléicos. 
 

Palavras-chave: Química Bioinorgânica, Compostos de coordenação, 
Interação com DNA.  

 



ABSTRACT 
 

 
Agents that can interact and / or cleave the DNA molecule have a 

great importance due to their potential application as antibiotics or antitumor 
drugs. Several coordination compounds cleave DNA oxidatively. However, this 
cleaving mechanism has a great disadvantage because it affects the 
biomolecules indiscriminately and random, which is undesirable in applications 
or even biochemical studies of interaction with DNA. 

Thus, it is necessary in these studies to develop compounds that can 
cleave DNA by a hydrolytic mechanism. Some natural metallonucleases make 
use of metal ions in their active sites in order to benefit from the 
characteristics of these metals. Among them we can emphasize the Lewis 
acidity which can be used in activating the phosphorus atom as well as the 
formation of a nucleophile under conditions of physiological pH. In the case of 
the binuclear metal centers nucleases can act in nuclephile orientation relative 
to the substrate in order to facilitate hydrolysis of the phosphorus-diester. 

Inspired in these metallonucleases, various biommimetic models 
were developed to hydrolytic cleavage of DNA, but mostly lack selectivity 
regarding cleavage site, and the current challenge increased selectivity 
complex-DNA interaction. One strategy that has been used is the insertion of 
intercalating groups that interact with the major or minor groove of DNA. 
These groups then serve as drivers, which can generate a large increase in 
cleavage activity and selectivity. 

Considering the above, the main objective of this work is to 
synthesize and characterize new ligands containing intercalating groups and 
their metal complexes (conjugated systems) having the characteristics required 
for the study of interaction and efficient cleavage of nucleic acids. 
 
 

Keywords: Bioinorganic Chemistry, Coordination compounds, DNA 
Interaction.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

Há muito se conhece sobre a presença de íons metálicos em sistemas 
biológicos e também de sua importância para a manutenção da vida. De fato, 
alguns íons como Na+, K+ e Ca2+ podem ser facilmente encontrados em seres 
vivos. Entretanto, o papel de alguns metais e o impacto destes sobre 
organismos vivos permaneceram cheios de incertezas; até que a química 
inorgânica e principalmente a química de coordenação liderassem uma intensa 
busca nesta área a partir dos anos 50. (ROAT-MALONE 2002) 

Métodos teóricos e experimentais criados neste período e suas 
aplicações em problemas bioquímicos levaram ao surgimento de um novo 
campo do conhecimento conhecido hoje como química bioinorgânica ou 
química inorgânica biológica. (KAIM & SCHWEDERSKI 1994) 

 
 

1.1. A Química Bioinorgânica – O Início 

 
Com o aparecimento de publicações na década de 50 envolvendo 

íons metálicos em sistemas biológicos, começou-se a discutir sobre a 
necessidade da criação de uma nova disciplina que residisse na interface entre 
estas duas áreas do conhecimento. Somente em 1962 foi realizado o primeiro 
congresso científico com esta motivação, o Gordon Research Conference on 
Metals in Biology. (GRAY 2003) 

Em 1983, liderado pelo Prof. Ivano Bertini em Florença, foi realizado o 
primeiro “International Conference on Biological Inorganic Chemistry” (ICBIC), 
que hoje está na sua 16ª edição (ICBIC-2013), e é o principal evento 
internacional dedicado a esta área. Desde então o número de publicações e 
eventos envolvendo o tema vem crescendo de modo signifivicativo até os dias 
de hoje. (GRAY 2003) 

De um modo geral, o próprio termo Química Bioinorgânica já 
demonstra a motivação interdisciplinar desta área. Ela está posicionada entre a 
química e as ciências biológicas e abrange uma série de tópicos que vão desde 
o estudo da ocorrência de íons metálicos em sistemas biológicos, o uso de íons 
metálicos como fármacos e ainda a utilização destes metais em compostos 
modelo para a compreensão de sistemas biológicos. (LIPPARD & BERG 1994; 
DRENNAN & TOLMAN 2007)  

Um dos sistemas biológicos de maior interesse tanto farmacológico 
como industrial são as enzimas. Estas são as biomoléculas mais notáveis e 
especializadas dos sistemas vivos e apresentam como característica principal 
uma extraordinária eficiência catalítica. Ainda, algumas destas são alvos no 
desenvolvimento de fármacos para uma série de doenças como osteoporose, 
câncer, depressão entre outras. Desta forma existe um grande interesse no 
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estudo e conhecimento da função e atividades de enzimas em sistemas 
biológicos.(ROAT-MALONE 2002; MITIĆ, SMITH et al. 2006) 

 
1.2. Metaloenzimas: Grandes compostos de coordenação 

 
Metaloenzimas podem ser definidas como biopolímeros constituídos 

de aminoácidos, unidos por ligações peptídicas, organizados de maneira a 
formarem uma estrutura tridimensional (sítio ativo) que possui um ou mais 
íons metálicos. Portanto, o sítio ativo de uma metaloenzima consiste de uma 
cadeia de proteínas, pontes exógenas e ligantes terminais que compõem a 
primeira esfera de coordenação de cada íon metálico. Esta composição faz com 
que as metaloenzimas sejam consideradas como complexos metálicos 
altamente elaborados, conforme exemplificado na Figura 1: (LIPPARD & BERG 
1994; LINDQVIST, JOHANSSON et al. 1999; ROAT-MALONE 2002; SCHENK, 
ELLIOTT et al. 2008)   

 

 
 

 
Figura 1 – Sítio Ativo da Enzima Fosfatase Ácida Púrpura extraída do Feijão 
Vermelho (Red kidney bean PAP) (SCHENK, ELLIOTT et al. 2008).  

 
As enzimas são biocatalisadores altamente especializados em relação 

às reações que catalisam. A maior parte do seu poder catalítico vem da 
capacidade de aproximar os substratos em orientações favoráveis que 
promovam a formação dos estados de transição. Assim, a enzima muda o 
caminho de reação de modo a diminuir a energia livre de formação do estado 
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de transição, fazendo com que a energia livre de ativação da reação (ΔG‡) 
também diminua. Este efeito aumenta estatisticamente o número de 
moléculas com essa energia a uma mesma temperatura e, portanto, aumenta 
a constante catalítica e a velocidade da reação. (WILCOX 1996; ROAT-MALONE 
2002) 

 

  
Figura 2 – Diagrama  hipotético de Energia para um sistema catalisado por uma 
enzima. 

 
Inicialmente as enzimas recebiam nomes arbitrários. Por exemplo, 

primeira enzima descoberta, em 1833, recebeu na época o nome "diastase" 
(hoje chamada amilase). Com o número crescente de enzimas descobertas 
houve a necessidade de sistematizar os nomes das mesmas e a partir de então 
foi decidido atribuir nomes relativos aos substratos que catalisam e contendo a 
terminação "-ase". Por exemplo, a amilase catalisa a hidrólise do amido e as 
proteases quebram ligações peptídicas. Embora esta terminologia tenha 
simplificado a nomenclatura, a quantidade de enzimas conhecidas (milhares) 
levou à criação de um sistema de divisão de diferentes tipos de enzimas. 
Assim, a  União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB) 
classifica as enzimas  de acordo com as reações que catalisam. Dentro das seis 
classes destaca-se a das hidrolases (enzimas que catalisam reações de 
hidrólise), que são relacionadas com o presente trabalho. (LIPPARD & BERG 
1994) 

 
 

1.3. Metalohidrolases Binucleares 

 
 

Metalohidrolases binucleares constituem um grande e 
estruturalmente diverso grupo de enzimas que possuem sítios ativos 
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binucleares para catalisar a hidrólise de amidas, ésteres de fosfato e de ácidos 
carboxílicos. (CRICHTON 2008)  A Figura 3 mostra o sítio ativo de algumas 
enzimas desta classe,  juntamente com seu conteúdo metálico e suas 
propostas mecanísticas de acordo com as reações que catalisam. (WILCOX 
1996) 

 
 
 

 
 
Figura 3 – Esquema  demonstrativo do sítio ativo e seus substratoss para diferentes  
metaloenzimas binucleares: (a) fosfatase ácida púrpura, (b) urease, (c) leucina 
amino-peptidase, (d) fosfatase alcalina, (e) endonuclease, (f), inositol 
monofosfatase (g) fosfotriesterase e (h) EcoRV endonuclease. 

 
 
Os íons metálicos encontrados nestas enzimas têm efeitos 

cooperativos atuando de três maneiras distintas em mecanismos enzimáticos. 
Primeiramente, podem agir diminuindo o valor do pKa de moléculas de água 
ligadas ao metal, podendo gerar nucleófilos em condições de pH fisiológico. No 
segundo caso, o metal pode agir como sítio de ligação da enzima com o 
substrato. Finalmente, o centro metálico pode atuar no mecanismo hidrolítico 
por sua interação com o grupo de saída, desde que este possua uma carga 
negativa durante o estado de transição. (MITIĆ, SMITH et al. 2006; HAAS & 
FRANZ 2009) 

Entretanto um fato curioso é que várias enzimas que possuem 
atividades similares, ou atuam sobre substratos semelhantes, possuem metais 
totalmente diferentes (conforme Figura 3). Isto demonstra a importância dos 
íons metálicos nestes sítios ativos e como a natureza se beneficia das 
propriedades destes íons metálicos para execução de diversos processos 
bioquímicos. (KAIM & SCHWEDERSKI 1994; HAAS & FRANZ 2009) 
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Várias destas enzimas foram investigadas e tiveram suas estruturas 
resolvidas por difratometria de raios X e técnicas espectroscópicas, bem como 
seus mecanismos de atividade foram amplamente estudados. (COLEMAN 
1992; BARON, STEVENS et al. 1994; KLABUNDE, STRÄTER et al. 1996)        

Como exemplo pode-se citar a fosfatase ácida púrpura (PAPs), uma 
enzima que catalisa a hidrólise de ésteres de fosfato em condições de pH 
ótimo entre 4 e 6 (Figura 4).  As PAPs possuem um sítio ativo binuclear de 
FeIIIMII (MII = Fe, Zn, Mn) onde a molécula de éster de fosfato se liga no centro 
de MII, o que ativa o átomo de fósforo facilitando o ataque de um hidroxo 
ligado ao átomo de ferro. Vale destacar que as PAPs são as únicas 
metalohidrolases binucleares onde um sítio heterovalente (FeIIIMII) se faz 
necessário para catálise. (DAVIS, LIN et al. 1981; KLABUNDE, STRÄTER et al. 
1996; THAN, FELDMANN et al. 1999; SCHENK, GAHAN et al. 2005)            

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 – Esquema do Sítio Ativo das PAPs. 

 
Uma outra classe de enzimas com papéis fundamentais nos seres 

vivos são as nucleases. Elas são responsáveis pela quebra da ligação 
fosfodiester presente entre pentoses no esqueleto do  DNA. São comunmente 
encontrados nos sítios ativos destas enzimas cátions divalentes, como MgII, CaII 
ou ZnII como cofatores. De modo geral estes metais tem a funçao de 
estabilização dos intermediários formados, facilitando o mecanismo de 
hidrólise da cadeia de fosfatos.(NISHINO & MORIKAWA 2002) 

Um exemplo de nuclease é a estafilococos nuclease (nuclease 3'-
oligonucleotidiohidrolase, EC 3.1.4.7) que é uma enzima extracellular, com 
uma dependência de CaII quanto a sua atividade, e é produzida por certos  
grupos de Staphylococcus aureus. Esta enzima é composta por 149 
aminoácidos e apresenta uma massa molar de aproximadamente 17 KDa. 
(COTTON, HAZEN et al. 1979)  
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 A estafilococos nuclease catalisa a hidrólise de DNA e RNA na posição  
5' da ligação fosfodiester, resultando na liberação de um grupo 5'-hidroxil e um 
grupo  3'-fosfato. Recentemente foi demonstrada a depência dos íons CaII, 
sendo que a substituição por outros íons metálicos acaba por tornar a enzima 
inativa. Além da hidrólise de ácidos nucléicos, estafilococos nuclease também 
apresenta a habilidade de hidrolisar ésteres de fosfato do tipo p-nitrofenil-
fosfato. Desta forma, para uma melhor compreensão de como estas enzimas  
interagem com estes ácidos nucléicos, é necessário o conhecimento da 
estrutura dessas moléculas, de vital importância a vida. (COTTON, HAZEN et al. 
1979) 
 
 

1.4. Ácidos Nucléicos  
 
 

Ácidos Nucléicos são moléculas de elevada massa molecular que 
possuem um grupo fosfato, açúcares e bases purínicas e pirimidínicas, e são, 
portanto macromoléculas formadas por nucleotídeos. Dois ácidos nucléicos 
conhecidos são responsáveis por inúmeras funções indispensáveis à vida, o 
DNA e o RNA. (STRYER, BERG et al. 2002) 

O ácido desoxirribonucleico (DNA) é um composto orgânico cujas 
moléculas contêm as instruções genéticas que coordenam o desenvolvimento 
e funcionamento de todos os seres vivos. O seu principal papel é armazenar as 
informações necessárias para a construção de proteínas. Os segmentos de 
DNA que contêm a informação genética são denominados genes. O ácido 
ribonucleico (RNA) é o responsável pela síntese de proteínas da célula. O RNA 
é um polímero de nucletídeos, geralmente em cadeia simples, que pode por 
vezes ser dobrado. As moléculas formadas por RNA possuem dimensões muito 
inferiores às formadas por DNA. A estrutura destes dois ácidos nucléicos está 
demonstrada abaixo na Figura 5 . (LIPPARD & BERG 1994; STRYER, BERG et al. 
2002) 
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Figura 5 – Estrura dos Ácidos Ribonucléico e Desoxiribonucléico.(KOOLMANN & 
ROEHM 2005) 

 
Eles ocorrem naturalmente, como biopolímeros constituídos de 

nucleotídeos. Os nucleotídeos (Figura 6) são grupos compostos por uma base 
nitrogenada, uma pentose e um grupo fosfato. A base nitrogenada está ligada 
ao carbono 3 da pentose e o fosfato está esterificado ao carbono 5 da mesma. 
O DNA é composto por quatro diferentes bases nitrogenadas: adenina, 
citosina, timina e guanina (Figura 5). O RNA é composto pelas mesmas bases 
exceto pela uracila que substitui a timina. (STRYER, BERG et al. 2002) 
 
 

 
Figura 6 – Estrutura básica de um Nucleotídeo. (STRYER, BERG et al. 2002) 
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Ácidos nucléicos adotam geralmente um arranjo de dupla fita como 
estrutura secundária. O DNA é quase que exclusivamente encontrado na forma 
de dupla fita quando na forma negativa, enquanto que o RNA ocorre nesta 
conformação apenas sob certas condições. (NELSON & COX 2004) 
 A dupla fita do DNA permanece ligada por meio de ligações de 
hidrogênio entre as bases nitrogenadas opostas de cada fita. O pareamento 
das bases mais comuns (chamado de Pareamento de Watson-Crick - Figura 7) 
envolve um pareamento entre purinas e pirimidinas C-G e A-T. (WATSON & 
CRICK 1953) Em raros exemplos podem ocorrer outros tipos de pareamento, 
denominados como mutações e geralmente são corrigidos por mecanismos de 
reparos dos genes. Uma característica muito importante que ajuda na 

manutenção da estrutura do DNA é o empilhamento através de interações -  
entre as bases nitrogenadas aromáticas da cadeia de nucleotídeos. (STRYER, 
BERG et al. 2002; KEENE, SMITH et al. 2009)  
 
 

 
 
Figura 7 – Esquema demonstrativo do pareamento das bases nitrogenadas na 
cadeia do DNA e RNA. 
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 Existem ainda estruturas no DNA que são denominadas não-duplex, 
por se tratar de regiões onde a dupla fita  não é formada por alguma alteração 
na cadeia de nucleotídeos. As formas mais comuns são as regiões de bases não 
pareadas, os loops internos ou ainda as estruturas de hairpin loops 
demonstrados na Figura 8. (NEIDLE 2008; KEENE, SMITH et al. 2009) 
 

 
 
Figura 8 – Estruturas não-duplex encontradas na cadeia do DNA (destacadas em 
verde). (KEENE, SMITH et al. 2009) 

 
 

1.5. Modos De Interação Com Ácidos Nucléicos 
 
 

Dada a importância do conhecimento da estrutura terciária do DNA, 
existe um grande interesse no desenvolvimento de moléculas que reconheçam 
de alguma maneira estas estruturas. Compostos que possam tanto reconhecer 
sequências de pares de bases ou estruturas do tipo não-duplex envolvidas no 
controle da expressão de genes são considerados como potenciais  agentes 
quimioterápicos para uma variedade de doenças. (KEENE, SMITH et al. 2009) 
Complexos metálicos podem interagir com diferentes regiões do DNA de 
diversas formas tanto no DNA quanto no RNA. 
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Uma das formas de interação conhecida hoje é a chamada ligação 
covalente. Como o DNA e o RNA são poliânions, sua associação é 
particularmente significativa desde que o metal ou a forma ativa do complexo 
esteja na forma catiônica. A cisplatina (cis-[PtCl2(NH3)2]), por exemplo, é um 
complexo neutro que em meio fisiológico libera um de seus cloretos formando 
um complexo carregado positivamente. Isto o torna altamente citotóxico, uma 
vez que ele adquire a habilidade de se ligar covalentemente ao DNA (Figura 9). 
(KEENE, SMITH et al. 2009)  
 

 
 
Figura 9 – Estrutura de Raios X do DNA ligado covalentemente ao complexo 
cisplatina. (KEENE, SMITH et al. 2009) 

 
 
 

Outra forma conhecida é a intercalação. Os grupos intercaladores se 
ligam ao DNA através de uma inserção de grupos planares poliaromáticos 

entre as bases nitrogenadas (interações -). São conhecidos inúmeros 
complexos que possuem essa habilidade, geralmente compostos com a 1,10-
fenantrolina (Phen) ou outros grupos poliaromáticos como a acridina ou o 
pireno. (SHELL & MOHLER 2007) Estes grupos apresentam certa especificidade 
para pares do tipo C-G, mas não apresentam seletividade em estruturas do 
tipo não-duplex. (HOWE-GRANT & LIPPARD 1979; YANG, METERA et al. 2010) 
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Figura 10 – Estrutura de Raios X do DNA ligado ao agente intercalante Elipticina. 
(BOER, CANALS et al. 2009) 

 
 
 Sabe-se hoje que a maioria dos compostos contendo metais inertes 
ligam-se ao DNA por meio do sulco menor e possuem uma afinidade por 
regiões ricas em sequências A-T (LIANG, EASON et al. 1995). Foram 
demonstrados vários exemplos de complexos com ligantes não intercalantes 
como peptídeos e a 2,2’-bipiridina que possuem esta mesma tendência. Isto 
provavelmente ocorre devido a interações hidrofóbicas e eletrostáticas 
juntamente com grupos que possam compartilhar ligações de hidrogênio 
nestas regiões como apresentado na Figura 11 onde a distamicina aparece 
ligada na região do sulco menor (KEENE, SMITH et al. 2009).  
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Figura 11 – Estrutura de raios X do DNA com a distamicina ligada no sulco menor. 
(BOER, CANALS et al. 2009) 
 

 
 

1.6. Compostos Modelo em Química Bioinorgânica 
 
 

Íons metálicos tem sido usados na formação de compostos de baixa 
massa molecular, de modo a assumir conformações específicas para o estudo 
de interações com biomoléculas. A facilidade com que se projetam ligantes (se 
comparado a biomoléculas) para que assumam uma certa conformação 
tridimensional em torno do metal é uma grande estratégia na utilização destes 
compostos para a interação com ácidos nucléicos (LIPPARD & BERG 1994).  

Diversos grupos de pesquisa tem trabalhado com compostos modelo 
para o estudo comparativo de algumas metaloenzimas binucleares. Neves e 
colaboradores (NEVES, LANZNASTER et al. 2007) publicaram o primeiro 
exemplo de um complexo binuclear de FeIIIZnII que mimetiza propriedades 
estruturais e físico-químicas das fosfatases ácidas púrpuras (PAPs) por possuir 
a mesma unidade estrutural presente no sítio ativo da enzima (FeIII(µ-OH)ZnII). 
Isto foi conseguido justamente pela estrutura não simétrica do ligante 
H2bpbpmp. Devido à presença do grupo fenolato terminal coordenado ao 
centro de FeIII o complexo reproduz várias propriedades espectroscópicas 
(TCLM fenolato-Fe = 486 nm) e eletroquímicas da enzima (E1/2 = - 0,2 V). O 
ligante não simétrico ainda consegue orientar seletivamente os íons metálicos 
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para os centros duro e macio. (LANZNASTER, NEVES et al. 2002; XAVIER, NEVES 
et al. 2009; JARENMARK, HAUKKA et al. 2011; SMITH, PERALTA et al. 2012)  

A atividade de fosfatase deste complexo também foi estudada com o 
substrato bis(2,4-dinitrofenil)-fosfato (2,4-bdnpp) segundo o modelo de 
Michaelis-Menten. (STRYER, BERG et al. 2002) O composto apresentou um kcat 
= 9,1 x 10-4 s-1 e um fator de aceleração de aproximadamente 4800 vezes em 
comparação a reação não catalisada. (NEVES, LANZNASTER et al. 2007) Vários 
outros complexos binucleares de FeIIIMII foram publicados visando a 
modelagem biomimética dessas metalohidrolases e tiveram suas atividades de 
hidrólise de ésteres de fosfato estudadas. (GAHAN, SMITH et al. 2009) Além da 
atividade de hidrólise do substrato modelo 2,4-bdnpp os complexos foram 
testados na atividade de clivagem da ligação fosfodiéster, presentes nos ácidos 
nucléicos.  

 
1.6.1. Modelagem da Segunda Esfera de Coordenação 

 
Outra preocupação recente, e que ainda não dispões de muitos 

exemplos na literatura é a tentativa de modelar a segunda esfera de 
coordenação em complexos metálicos. Na primeira esfera de coordenação são 
modelados diretamente as ligações entre os centros metálicos e seus átomos 
doadores. Já na segunda esfera estão presentes ligações (interações) não 
covalentes que estariam associadas a um aumento na interação entre o 
catalisador e seu substrato.(FUNHOFF, WANG et al. 2005; SHOOK & BOROVIK 
2010) Uma das principais razões para haver poucos exemplos na modelagem 
da segunda esfera de coordenação, se encontra na inabilidade de utilizar 
interações não covalentes de uma forma planejada ou premeditada.  

Em muitas enzimas esses efeitos já são bem conhecidos, e são 
responsáveis diretamente pela alta eficiência catalítica. Como exemplo pode-
se citar a carboxipeptidase A (CPA), que é uma enzima que catalisa a hidrólise 
de ligações peptidicas. Acredita-se que o mecanismo de hidrólise da CPA passa 
por uma etapa de catálise ácido-base geral.  A Tyr248 (Figura 12) atua como um 
direcionador do substrato via interações hidrofóbicas, enquanto a Arg145 
realiza ligações de hidrogênio com o grupo carboxilato do substrato, atuando 
como uma âncora, fixando o substrato. O Glu270 age como um 
aceptor/doador de prótons,  ajudando na desprotonação da água ligada ao íon 
ZnII gerando o nucleófilo que fará o ataque nuceofílico da carbonila.(ZHAO, 
WANG et al. 2013) 
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Figura 12 – Ilustração do sítio atico da Carboxipeptidase A. 
 
 
Outro sistema enzimático que apresenta uma influência significante 

da segunda esfera de coordenação são as fosfatases ácidas púrpuras. Averill e 
colaboradores demonstraram a  importância da Histidina-92 nas reações de 
hidrólise de ésteres de fosfato. Ao sintetisar uma enzima mutante e 
substituindo a Histidina-92 por uma Alanina houve uma diminuição de 10 
vezes na atividade catalítica. Entretanto, ao substituir a Histidina-92 por uma 
Asparagina, que não pode agir como um aceptor/doador de prótons e sim 
apenas por ligações de hidrogênio, resulta num aumento da atividade de 3 
vezes maior. (FUNHOFF, WANG et al. 2005)    

Dentre os poucos exemplos existentes na literatura, Comba e 
colaboradores reportaram a síntese e a atividade de hidrolase para o complexo 
binuclear  [FeIIIFeII(L3)(OH)(OH2)2]  (Figura 13), onde os autores sugerem que 
uma amina aromática proveniente do ligante é capaz de estabilizar a ligação 
monodentada do ester de fosfato ao complexo, o que facilitaria o ataque do 
grupo hidroxo terminal ligado ao átomo de FeIII. Esta interação possibilita ao 
complexo hidrolisar o substrato dnpp, send o primeiro exemplo descrito de 
complexo binuclear de valência mista capaz de hidrolisar o monoester dnpp. 
Isto por si só demonstra como estas interações na segunda esfera de 
coordenação podem auxiliar no aumento da eficiência de novos catalisadores. 
(COMBA, GAHAN et al. 2012)  
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Figura 13 – Ilustração da estrutura do complexo [FeIIIFeII(L3)(OH)(OH2)2] que 
apresenta efeitos de segunda esfera de coordenação. 

 
 
 

1.6.2. Complexos Modelos Como Nucleases Sintéticas 
 
Atualmente, a hidrólise biomimética de ácidos nucléicos tem sido alvo 

de intensa pesquisa em muitos segmentos da biotecnologia e medicina. A 
habilidade de clivar essas macromoléculas eficientemente, de maneira não 
degradativa e com alto grau de seletividade para sítios e/ou estruturas 
específicas, pode oferecer muitas aplicações para a manipulação de genes, 
devenvolvimento de sondas moleculares e ainda novos compostos com 
finalidades terapêuticas. (MANCIN, SCRIMIN et al. 2012)  

No ínicio dos anos 2000 Scarpelini e colaboradores publicaram o 
complexo [Cu(Hismima)(OH2)(OH)]1+ (Figura 14 A) que foi ativo na hidrólise do 
2,4-bdnpp. O mesmo complexo mostrou-se ativo na clivagem do DNA na 
ausência de O2, o que sugere que o processo ocorra através de um mecanismo 
hidrolítico, o que segundo os autores concorda com o mecanismo de hidrólise 
do substrato modelo. (SCARPELLINI, NEVES et al. 2003)  

Boseggia e colaboradores reportaram um exemplo de complexo 
mononuclear de Zinco(II) (Figura 14 B) com um ligante cis-cis-
triaminociclohexano contendo um grupo antraquinona. Eles demonstraram 
que o grupo antraquinona devido a sua capacidade de se intercalar ao DNA 
gerou num aumento da atividade hidrolítica de 15 vezes em relação ao mesmo 
complexo sem o grupo intercalante. Outra informação extremamente 
importante reside no tamanho do grupo espaçador. Eles demonstraram que 
cadeias muito curtas acabam por diminuir ou ate inibir a atividade de hidrólise 
do DNA. (BOSEGGIA, GATOS et al. 2004)  
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Figura 14 –Nucleases sintéticas: Cu(Hismima) e Zn(TriaminoHexano). 

 
Barton e colabores apresentaram um complexo de Rh conjugado com 

um peptideo. O [Rh2(bpy’)]-peptídeo denominado Rh-P. Um peptideo de 
cadeia curta foi tratado com o complexo de Rh através de um grupo espaçador 
(Figura 15 A) ligado ao grupo bipiridina. A adição de duas histidinas localizadas 
nas posições 7 e 11 do peptídeo criaram um ambiente de coordenação para 

um átomo de ZnII orientado na parte externa da -hélice. Testes com apenas o 
complexo de Rh ou o peptídeo com ZnII não possuem atividades significativas, 
porém quando os dois complexos atuam em conjunto a atividade é aumentada 
significativamente com uma taxa de aceleração na ordem de 1011 vezes. 
(FITZSIMONS & BARTON 1997; ERKKILA, ODOM et al. 1999; SREEDHARA & 
COWAN 2001) 

Finalmente, como exemplo de uma nuclease sintética contendo íons 
FeIII podemos citar o trabalho de Chen e colaboradores, onde eles publicaram a 
síntese e a atividade de um complexo binuclear de FeIII contendo dois grupos 
acridina (Figura 15 B) (CHEN, FAN et al. 2009). O complexo apresentou uma 
grande afinidade pelo DNA demonstrado pelo alto valor na constante de 
ligação (Kb = 7,6 x 105 M-1). Um resultado muito importante neste sistema foi 
aumento de 300 vezes em relação ao complexo que não possui os grupos 
acridina. Além disso experimentos na ausência de oxigênio apontam para um 
mecanismo hidrolitico o que é altamente desejável para futuras aplicações 
bioquímicas deste sistema.  
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Figura 15 – Nucleases Sintéticas:  [Rh2(bpy)]-peptídeo (A) e [FeIIIFeIII(L-Acridina)] 
(B).  

 
Um fato bastante importante demonstrado nos últimos anos entre 

nucleases sintéticas, é que a adição de grupos que possam  apresentar maior 
interação com a cadeia do DNA fornecem atividade hidrolítica 
significativamente maior na hidrólise destas biomoléculas. Chen e 
colaboradores reportaram um trabalho com um complexo binuclear de FeIII 
semelhante ao da Figura 15 B. (CHEN, WANG et al. 2008) Este complexo possui 
um grupo pireno ligado por um grupo espaçador na posiçao 6 do fenol central. 
A adição deste grupo pireno apresentou um aumento significativo na 
ativididade hidrolítica do DNA em relação ao complexo sem o grupo pireno.  

Neste sentido, apresenta-se neste trabalho o desenvolvimento de 
novos complexos heterobimetálicos de FeIIIZnII com novos ligantes não 
simétricos que possuem grupos intercalantes que possam aumentar a 
afinidade e a atividade de clivagem do DNA. Além disso, serão utilizadas 
diaminas secundárias como espaçadores entre o centro catalítico e o 
intercalador, as quais poderão estar protonadas sob condições de pH 
fisiológico podendo dessa forma, exercer atividades secundárias na 
estabilização das cargas negativas do substrato no estado de transição (efeitos 
de segunda esfera).  
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2.  OBJETIVOS  
 

 
2.1. Objetivos Gerais  

 
 

Desenvolvimento de novos ligantes contendo grupos fenólicos e 
piridínicos capazes de gerar complexos heterobinucleares de valência mista e 
que simultaneamente contenham grupos intercalantes para o estudo de 
interação com ácidos nucléicos. 

 
 

2.2. Objetivos Específicos 

 
 Projetar, sintetizar e caracterizar novos ligantes não simétricos 

baseados no ligante já existente H2bpbpmp, contendo grupos 

espaçadores (diaminobutano) e grupos pireno como intercalantes. 

 Síntetizar novos compostos de coordenação heterobinucleares de 

FeIIIZnII, e caracterizar os mesmos por meio de análises 

elementares, espectroscópicas. 

 Estudar comparativamente as propriedades físico-químcas dos 

novos compostos sintetizados com metalohidrolases e nucleases 

sintéticas descritas na literatura. 

 Avaliar a reatividade destes complexos frente à esteres de fosfato, 

buscando compreender o efeito de segunda esfera de coordenação 

gerado pelos grupo diaminobutano e pireno no mecanismo de 

atividade dos mesmos e comparar com outros modelos já 

descritos. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 
 
 

 
3.1. Materiais  Métodos e Instrumentação 

 
 

3.1.1. Materiais 
 

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes empregados nas 
sínteses e análises, foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem 
purificação prévia: hidróxido de sódio, ácido clorídrico 37%, sulfato de sódio 
anidro, ácido trifluoracético, hidróxido de potássio, 1-hidroximetil-pireno, 
pireno-carboxialdeído, 2-(2-aminometil)piridina, salicilaldeído, trietilamina, 
bicarbonato de sódio, carbonato de sódio, borohidreto de sódio, hidróxido de 
lítio, ácido sulfúrico 98%, brometo de potássio grau espectroscópico, cloreto 
de potássio, piridina, tampões biológicos MES, HEPES, CHES, perclorato de lítio, 
carvão ativo, celite, sílica gel azul, perclorato de ferro(III) nonahidratado, 
perclorato de zinco(II) hexahidratado, acetato de sódio trihidratado, 
perclorarto de cobre(II), perclorato de sódio, ferroceno, argônio 5.0, 
hidrogênio, nitrogênio 2.0, clorofórmio deuterado, água deuterada, 
clorofórmio PA, acetonitrila PA, diclorometano PA, isopropanol PA, metanol 
PA, tetrahidrofurano PA, etanol absoluto, éter etílico PA, acetona PA, etanol, 
acetonitrila grau espectroscópico. 

Foram purificados antes de utilizados os seguintes reagentes: 
hexafluorfosfato de tetrabutilamônio recristalizado em etanol, 2-
piridinacarboxialdeído (destilado à pressão reduzida), 2,4-dinitrofenol 
(recristalizado em clorofórmio). O compostos bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-
bdnpp)(BUNTON & FARBER 1969), 1-bromometil-pireno (XU, SINGH et al. 
2009), N-Boc-1,4-diaminobutano (KRAPCHO & KUELL 1990) e o ligante 
binucleante H2py3mff (PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) foram sintetizados, 
purificados e caracterizados de acordo com seus respectivos procedimentos 
descritos na literatura. 
 
 

3.1.2. Métodos e Instrumentação 
 
 

3.1.2.1.  Análise Elementar de CHN 
 

As medidas para a determinação dos percentuais de carbono, 
hidrogênio e nitrogênio para os complexos sintetizados foram realizadas em 
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um analisador elementar de C, H, N e S – Perkin-Elmer 2400 usando uma 
balanca Perkin-Elmer AD-4 Autobalance e capsula de estanho, do Instituto de 
Química da Universidade de São Paulo  – USP. 
 

3.1.2.2. Espectroscopia no Infravermelho – FT-IR 
 

Os espectros na região do infravermelho foram obtidos em um 
espectrofotômetro Perkin Elmer Spectrum  100, na região de 4000 a 450 cm-1 
no Laboratório de Bioinorgânica e Cristalografia, Departamento de Química – 
UFSC. As amostras sólidas foram analisadas em pastilha de KBr (grau 
espectroscópico) e as amostras líquidas em filme. 
 
 

3.1.2.3. Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de 
Hidrogênio RMN-1H 

 
 

Os espectros de RMN-1H dos dos ligantes foram obtidos em um 
espectrofotômetro Bruker FT-NMR 200 MHz, na Central de Análises do 
Departamento de Química – UFSC. Os deslocamentos químicos de hidrogênio 
foram registrados em ppm utilizando como referência interna tetrametilsilano 
(TMS,  = 0,00 ppm) e água, acetonitrila e clorofórmio deuterados como 
solvente. 
 

3.1.2.4. Condutometria 
 
 

As análises de condutividade molar para todos os complexos foram 
efetuadas em um condutivímetro Metrohm 900 Touch Control, utilizando-se 
acetonitrila (grau espectroscópico) e concentrações de 1,0 x 10-3 mol.L-1 das 
espécies a serem analisadas, no Laboratório de Bioinorgânica e Cristalografia, 
Departamento de Química – UFSC. As análises foram realizadas após a 

calibração do equipamento com solução padrão de KCl (0,01 mol.L-1 - M=  
1408   Ω-1.cm2.mol-1) a temperatura de 25,00 ± 0,05 °C estabilizada com auxílio 
de um banho termostatizado. Os valores para sistemas nao aquosos foram 
ajustados segundo Geary e colaboradores. (GEARY 1971) 
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3.1.2.5. Espectrometria de massa – ESI-MS 
 
 
As analises de espectrometria de massa com ionizacao via eletrospray 

(ESI-MS) dos ligantes e complexos foram realizadas em um equipamento 
Amazon - Ions Trap MS, em solucoes de Acetonitrila, Acetonitrila/Agua (1:1) 
em concentracões de 1-5 µmol.L-1 e fluxo de 180 μL.min-1. A temperatura do 
capilar foi mantida entre 180 e 200oC e a voltagem do capilar entre -400 e -500 
V.  
 
 

3.1.2.6. Espectroscopia Eletrônica 
 
 

Os espectros eletrônicos nas regiões do ultravioleta, visível e 
infravermelho próximo foram obtidos para todos os complexos em um 
espectrofotômetro Perkin-Elmer modelo Lambda-750, no Laboratório de 
Bioinorgânica e Cristalografia, Departamento de Química – UFSC. As análises 
foram realizadas utilizando-se solventes de grau espectroscópico e cubetas de 
quartzo com capacidade para 4 mL e 1,00 cm de caminho óptico. Os valores de 

 são dados em L.mol-1.cm-1. 
 
 
 

3.1.2.7. Eletroquímica 
 
 

O comportamento redox dos complexos foi investigado por 
voltametria de onda quadrada potenciostato-galvanostato BAS (Bioanalytical 
Systems, Inc.) modelo Epsilon, no Laboratório de Bioinorgânica e Cristalografia, 
Departamento de Química – UFSC. Nos experimentos realizados para os 
compostos foram utilizadas soluções de acetonitrila/água (2:1), sob atmosfera 
de argônio com hexafluorfosfato de tetrabutilamônio (0,1 mol.L-1) como 
eletrólito suporte e a cela eletroquímica composta por três eletrodos: eletrodo 
de trabalho – carbono vitreo; eletrodo auxiliar – fio de platina; eletrodo de 
referência – Ag/Ag+. Para correção do eletrodo de referência utilizou-se o 
ferroceno (E1/2 vs ENH = 400 mV) como padrão interno (GAGNE, KOVAL et al. 
1980).  
 A reversibilidade dos processos eletroquímicos foi analisada 
considerando os seguintes pontos: 
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Processos reversíveis 
O módulo da diferença entre os potenciais de pico catódico e anódico (ΔEp = 
|Epc–Epa|) deve ser de 58 mV para processos reversíveis que transferem 
apenas 1 e-. A razão Ipc e Ipa deve ser aproximadamente igual a 1, sendo Ipc a 
corrente máxima catódica e Ipa a corrente máxima anódica. 
 
Processos quasi-reversíveis 
Os potenciais de pico (Ep) aumentam com o aumento da velocidade de 
varredura. Os valores de ΔEp variam de maneira pronunciada de acordo com a 
velocidade de varredura de potenciais. 
 
Processos irreversíveis 
Ao efetuar varreduras em diferentes velociades os potenciais deslocam-se 
sempre para sentidos anódicos (Epa) ou catódicos (Epc) não se observando, 
geralmente, o pico de retorno. 
 
 

3.1.2.8. Titulação Potenciométrica 
 
 

As constantes de protonação para os complexos FeZnLP1, FeZnLAB 
foram determinadas por titulação potenciométrica no Laboratório de 
Bioinorgânica e Cristalografia, Departamento de Química – UFSC. Estes 
experimentos foram realizados em solução de acetonitrila/água (50:50% v/v) 
devido à baixa solubilidade dos complexos em água. Utilizou-se titulador 
automático Metrohm 848 Titrino Plus acoplado a um eletrodo de vidro 
combinado (Ag/AgCl), calibrado com uma solução de HCl (0,010 mol.L-1) e uma 
solução padrão de KOH (0,100    mol.L-1) em acetonitrila/água 50:50% v/v, em 
uma célula termostatizada a 25,00  0,05 C para leitura direta de pH (p[H] = -
log[H+]). As soluções foram preparadas com água bidestilada na presença de 
KMnO4 e fervida e acetonitrila espectroscópica. As medidas foram realizadas 

em uma célula termostatizada a 25,00  0,05 C contendo uma solução do 
complexo (0,025 mmol) em 50 mL de solução acetonitrila/água 50:50% v/v e a 
força iônica ajustada para 0,100 mol.L-1 com KCl, sob fluxo de argônio para 
eliminar a presença de CO2 atmosférico. As soluções de complexos tiveram o 
pH ajustado para próximo de 3,0 pela adição de 0,100 mL de HCl 1,0 mol.L-1 
resultando em um volume final de 50,1 mL e foram tituladas com uma solução 
padrão de KOH 0,100 mol.L-1 até pH  11,5. O pKw da solução acetonitrila/água 
50:50% v/v contendo 0,100 mol.L-1 de KCl utilizado para os cálculos, foi 15,40. 
(HERRADOR & GONZÁLEZ 2002) As titulações foram realizadas em duplicata e 
os valores apresentados referem-se à média dos dois experimentos. As 
constantes de equilíbrio foram calculadas com o programa BEST7 (MARTELL & 
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MOTEKAITIS 1992) os diagramas de distribuição das espécies presentes em 
solução em função do pH foram obtidos com os programas SPE  e SPEPLOT 
(MARTELL & MOTEKAITIS 1992), através de uma colaboração com o Prof. Dr. 
Bruno Szpoganicz . 
 
 

3.1.2.9. Reatividade 
 
 

Os complexos tiveram sua atividade catalítica avaliada através da 
reação de hidrólise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp) 
(BUNTON & FARBER 1969). Os experimentos cinéticos foram realizados em 
triplicata sob condições de excesso de substrato monitorando-se 
espectrofotometricamente, em um espectrofotômetro UV-Vis Varian Cary 50 
BIO acoplado a um banho termostatizado. A variação de absorvância ocorrida 
em 400 nm (ε = 12100 L.mol-1.cm-1), está relacionada à liberação do ânion 2,4-
dinitrofenolato, como produto da reação de hidrólise, respectivamente 
(BATISTA, NEVES et al. 2003). As reações foram monitoradas até 5% de 
conversão de substrato a produto e os dados foram tratados pelo método das 
velocidades iniciais (PISZKIEWICZ 1977). As velocidades iniciais foram obtidas 
diretamente do gráfico da concentração de substrato as velocidades iniciais 
foram obtidas da concentração do 2,4-dnp liberado versus o tempo.  

Os estudos em função do pH para a atividade de hidrólise dos 
complexos, os quais visam a obtenção do pH ótimo de atividade frente a 
hidrólise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp) e os valores de 
pKa cinéticos para cada complexo. Foram realizados estudos de variação da 

concentração de substratos em diferentes pH’s (entre 5,0 e 9,0) a 25 C. 
Utilizaram-se cubetas de quartzo e/ou vidro óptico com capacidade para 4000 
L e caminho óptico de 1 cm, fechadas com tampa de teflon, nas quais foram 

adicionados 500 L de solução aquosa do tampão ([T]final = 3,3x10-2 mol.L-1) 
(MES pH 4,0, a 6,5; HEPES pH 7,0 a 8,5; CHES pH 9,00) com força iônica 

mantida constante (I = 0,1 mol.L-1, LiClO4),  940-500  L de acetonitrila e  60-
500 μL de uma solução em acetonitrila do substrato ([S]final = 0,7-6,4x10-3 
mol.L-1). A reação foi iniciada com a adição 60 μL de uma solução em 
acetonitrila do complexo ([C]final = 6,5x10-5 mol.L-1). As velocidades iniciais 
foram obtidas da inclinação da curva da absorvância versus tempo nos 
primeiros 15 minutos de reação. O tratamento matemático utilizado para a 
obtenção dos parâmetros cinéticos foi o método não-linear de Michaelis-
Menten (PISZKIEWICZ 1977). 

O estudo do efeito isotópico de deutério na hidrólise do 2,4-bdnpp 
pelos complexos foi realizado pelo acompanhamento de duas reações 
paralelas onde as soluções tampões HEPES pH e pD = 6,5 (corrigido) foram 
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previamente preparadas em H2O e D2O. As reações foram monitoradas, sob 
condições de 300 vezes de excesso do substrato, em 400 nm a 25 °C. para 
todos os complexos que tiveram sua reatividade avaliada. 

Em todos os experimentos cinéticos a correção da hidrólise 
espontânea do substrato foi realizada através da diferença direta, ou seja, 
experimentos em condições idênticas exceto pela ausência do complexo foram 
acompanhados em paralelo, e a constante da reação não catalisada 
descontada da constante total da reação. 
 
 
 

3.1.2.10. Estudos de interação com DNA 
 
 

Foram realizados três tipos de experimentos para avaliar a interação 
dos complexos com o DNA. Incialmente foi feito uma titulação via 
espectroscopia eletrônica dos complexos. Foi usado  uma solução 200 μmol L-1 
de DNA-CT, 50 mmol L-1 de tampão Tris-HCL (pH 7,2), sendo a proporção de 
acetonitrila/água de 25/75 (v/v). A concentração final da solução de DNA-CT 
foi obtida através da absorbância em 260 nm ( = 6.600 mol-1 cm-1). Os 
complexos foram titulados com diferentes alíquotas de DNA-CT e o espectro 
obtido em cada ponto. Os valores de absorbância foram corrigidos para a 
diluição e a constante de equilíbrio Kb foi obtida por ajustar os valores à 
equação:  
 

[ ] [ ] 1

( ) ( ) ( )

DNA DNA

a f b f Kb b f     
 

  
 

 
  Onde f e b são as absortividades molares do complexo livre e 
completamente ligado, respectivamente, e a absortividade após cada adição. 
(WOLFE, SHIMER et al. 1987) 

Outro experimento visando conhecer o modo de interação dos 
complexos com DNA, foi utilizando uma titulação via espectrocopia de 
fluorescência. O complexo FeZnLP1 foi estudado através das medidas 
espectrais de emissão de fluorescência da forma de excímero, usando solução 
do complexo CH3CN/H2O (25/75) Tris-HCl/NaCl (pH = 7,0) a 25° C. As 
intensidades de emissão em seus máximos foram captadas por volta de 452 
nm com pequenos desvios. A excitação foi fixada em 396 nm. Os espectros 
foram gerados a partir de adições de CT-DNA (200 µmol.L-1).  

Os ensaios de dicroismo circular (CD) foram realizados com o 
espectropolarímetro de CD modelo J-815 (Jasco, USA). Uma amostra de 100 
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μM de CT-DNA em 5 mM de Tris-HCl (pH 7,4) foi titulada com concentrações 
crescentes dos complexos (10 a 50 μM). As varreduras foram realizadas na 
faixa de 220 a 450 nm, a 37 ºC, imediatamente após a adição dos complexos. 
Para servir de controle, o mesmo procedimento foi realizado com uma 
amostra contendo somente os complexos tamponados, não sendo observado 
nenhum sinal de CD. Os espectros de CD correspondem a no mínimo 3 
varreduras acumuladas. 
 
  

3.2. Síntese dos Ligantes 
 

 
3.2.1. Síntese do terc-butil-N-[4-(1-pirenilmetil)amino-butil]-

carbamato (Pir-dab-Boc) 
 
 

 
 
 Em um balão de fundo redondo de uma boca e 125 mL contendo 
0,46g (2,0 mmol; 230,26 g.mol-1) de pirenocarboxialdeído em uma solução  
metanol/THF (1:1), foram adicionados lentamente 0,38 g (2,0 mmol; 188,27 
g.mol-1) em pequenas porções a 1,4-diaminobutano-Boc previamente 
dissolvida em metanol/THF (1:1).  O sistema permaneceu sob agitação por 3 h. 
(Acompanhado por CCD – Sílica – diclorometano).  
 A solução foi então resfriada a 0˚C e o Borohidreto de sódio (0,075 g; 
2,0 mmol; 37,83 g.mol-1) foi adicionado lentamente em pequenas porções 
sólidas em intervalos de 5 min. O sistema permaneceu sob agitação a 
temperatura ambiente por 12 h. Em seguida o pH foi ajustado para 
aproximadamente 5 com a adição de HCl 4 mol.L-1 e permaneceu em agitação 
por 30 min. O pH foi novamente ajustado para 9 (com  NaHCO3) e o solvente 
foi removido. Foi então resolubilizado em CH2Cl2 e foi extraído (3 x 30 mL) com 
solução saturada de NaHCO3. A fase orgânica foi seca com Na2SO4 e o solvente 
removido em rota evaporador restando um óleo amarelo claro. Este foi então 
seco em bomba de vácuo, obtendo-se 0,68 g (75 %) de uma espuma amarela 
clara. O composto foi caracterizado por IV e RMN-1H. 

IV em KBr (cm-1)-  (N-H) 3371,3294; (C-HAr) 3046; (C-HAlif) 2927,2815; (C=O) 

1705; (C=C) 1515; (C-HAr) 848; (C-HAr) 716. 
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Figura 16 – Espectro no Infravermelho do Pir-dab-boc em pastilha de KBr. 

 
 

RMN-1H (CDCl3)  ppm – 1,44 (9 H, s); 1,56 (4 H, s); 2,77 (2 H, m); 3,13 (2 H, m); 
4,45 (2 H, d); 8,01 (4 H, m); 8,15 (4 H, m); 8,33 (1 H, d). 
 

 
 
Figura 17 – Espectro de RMN-

1
H do Pir-dab-boc em CDCl3. 
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3.2.2. Síntese do 4-aminometil-1-pirenilmetil-amina (Pir-dab) 

 
 
 

 
 
 Em um balão de fundo redondo de uma boca de 125 mL foram 
dissolvidos 0,68 g (1,7 mmol; 230,26 g.mol-1) do Pir-dab-Boc em 
diclorometano. O sistema foi resfriado a 0 ˚C com um banho de gelo. Em 
seguida foram adicionados lentamente 0,7 mL (cerca de 1 mL/mmol) do ácido 
trifluoracético (com a adição o sistema adquiriu uma coloração esverdeada).  
Após a adição o sistema permaneceu sob agitação e temperatura ambiente 
por 3 h. 
 O solvente foi removido em rotaevaporador e lavado por 2x com 
diclorometano. Com o auxílio  de um funil de extração uma solução do 
composto em diclorometano foi lavada com uma solução de NaOH 2,0 mol.L-1 
(3x 20 mL). A fase orgânica foi seca com Na2SO4 e o solvente removido em 
rotaevaporador e também em bomba de vácuo. O composto foi caracterizado 
por IV e RMN-1H. 
IV em KBr (cm-1) - (N-H) 3367,3290; (C-HAr) 3043; (C-HAlif) 2934,2810; (C=C) 

1594; (CH2) 1443; (C-HAr) 843,801, (C-HAr) 708. 
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Figura 18 - Espectro no Infravermelho do Pir-dab em pastilha de KBr.  
 

RMN-1H (CDCl3)  ppm – 1,53 (4 H, m); 2,73 (4 H, m); 4,46 (2 H, s); 5,76 (1 H, s) 
8,05 (8 H, m); 8,35 (1 H, d). 

 
 
Figura 19 - Espectro de RMN-1H do Pir-dab em CDCl3. 
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3.2.3.    Síntese do terc-butil-N-[4-bis-(1-pirenilmetil)amino-butil]-
carbamato (Pir2-dab-Boc)  

 
 

 
Em um balão de fundo redondo de uma boca de 125 mL (com torneira 

acoplada) contendo 0,56g (3,0 mmol; 188,26 g.mol-1) de 1,4-diaminobutano-
Boc em uma solução  de THF (seco), foram adicionados lentamente 1,77 g (6,0 
mmol; 295,17 g.mol-1) em pequenas porções do 1-bromometil-pireno sob fluxo 
positivo de argônio e também uma quantidade estequiométrica de 
trietilamina.  O sistema permaneceu sob agitação 12 h sob atmosfera saturada 
de argônio. (Houve a formação de um sólido branco)   

O precipitado foi removido por filtração, e o filtrado foi levado ao 
rotaevaporador, obtendo-se um sólido amarelado. Este foi então 
resolubilizado em diclorometano e lavado com pequenas porções de 
NaHCO3(aq) (3x20 mL) e com brine (2x20 mL). A   fase orgânica foi seca com 
Na2SO4 e o solvente removido em rotaevaporador restando uma espuma 
amarelo claro. Foram obtidos 1,32 g (71 %) do produto bruto. O composto foi 
caracterizado por IV e RMN-1H. 
IV em KBr (cm-1) - (N-H) 3430; (C-HAr) 3043; (C-HAlif) 2922-2794; (C=O) 
1697; (C=C) 1505; (CH2) 1362; (C-HAr) 843, (C-HAr) 708. 
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Figura 20 - Espectro no Infravermelho do Pir2-dab-boc em pastilha de KBr. 
 
 
RMN-1H (CDCl3)  ppm – 1,39 (9 H, s); 1,46 (2 H, m); 1,68 (2 H, t); 2,61 (2 H, t); 
2,86 (2 H, m); 4,31 (4 H, s); 8,05 (16 H, m); 8,34 (2 H, d). 
 

 
 
Figura 21 - Espectro de 

1
H-RMN do Pir2-dab-boc em CDCl3. 
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3.2.4.    Síntese do (4-aminobutil)-bis-(1-pirenil-metil)-amina (Pir2-
Dab) 

 
  

 
 

Em um balão de fundo redondo de uma boca de 125 mL foram 
dissolvidos 1,24 g (2,0 mmol; 620,82 g.mol-1) do Pir2-dab-Boc em 
diclorometano. O sistema foi resfriado a 0 ˚C com um banho de gelo. Em 
seguida foram adicionados lentamente 2,0 mL (cerca de 1 mL/mmol) do ácido 
trifluoracético (com a adição o sistema adquiriu uma coloração esverdiada).  
Após a adição o sistema permaneceu sob agitação e temperatura ambiente 
por 3 h. 
 O solvente foi removido em rotaevaporador e lavado por 2x com 
diclorometano. Com o auxílio  de um funil de extração uma solução do 
composto em diclorometano foi lavada com uma solução de NaOH 2,0 mol.L-1 
(3x 20 mL). A fase orgânica foi seca com Na2SO4 e o solvente removido em 
rotaevaporador e também em bomba de vácuo. O composto foi caracterizado 
por IV e RMN-1H. 
IV em KBr (cm-1) - (N-H) 3423,3360; (C-HAr) 3093; (C-HAlif) 2928,2798; (C=C) 

1590; (CH2) 1366; (C-HAr) 838; (C-HAr) 708. 
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Figura 22 - Espectro no Infravermelho do Pir2-dab em pastilha de KBr. 

RMN1H (CDCl3)  ppm – 1,03 (2 H, m); 1,12 (1 H, s largo); 1,39 (2 H, m)  2,39 (2 
H, t), 2,61 (2 H, t); 4,32 (4 H, s); 7,99 (16 H, m); 8,37 (2 H, d). 
 

 
 
Figura 23 – Espectro  de RMN-

1
H do Pir2-dab em CDCl3. 
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3.2.5. Síntese do  2-({[(3-{[(4-aminobutil)amino]metil}-2-hidroxi-5-
metilfenil)metil](piridin-2-ilmetil)amino}metil)-6-{[bis(piridin-2-
ilmetil)amino]metil}-4-metilfenol – H2LAB 

 
 

 
 
 
 

Em um balão de fundo redondo de uma boca de 125 mL foram 
dissolvidos 1,32 g (2,25 mmol; 587,71 g.mol-1) do H2py3mff em metanol. 
(PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) Em seguida foram adicionados lentamente 
pequenas porções de uma solução metanólica contendo 0,42 g  do Dab-Boc 
(2,25 mmol; 187,27 g.mol-1).  Após a adição o sistema permaneceu sob 
agitação e temperatura ambiente por 3 h. O sistema foi resfriado a 0 ˚C com 
banho de gelo, e em seguida pequenas porções de NaBH4 foram adicionadas 
diretamente (0,08 g; 2,25 mmol; 37,83 g.mol-1). Com o passar do tempo a 
solução foi perdendo a coloração amarelada e permaneceu sob agitação por 
14 h.  

O pH foi ajustado para 5 com adição de HCl 4 mol.L-1 e permaneceu 
sob agitação por 30 minutos. O solvente foi removido em rotaevaporador 
restando um óleo marrom. Este foi solubilizado em 40 mL uma solução aquosa 
de HCl 0,01 mol.L-1 e esta solução foi extraída com CH2Cl2 (3x30 mL).  O pH da 
fase aquosa foi ajustado para 10 e foi novamente extraída com CH2Cl2 (3x30 
mL). A fase orgânica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente removido a 
pressão reduzida. Foram obtidos   1,56 g de um sólido esponjoso marrom 
claro. 

Este sólido foi então dissolvido em 30 mL de CH2Cl2 e resfriado com 
um banho de gelo. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL (aprox. 1mL/mmol) 
de ácido trifluoracético (CF3COOH) em pequenas porções. Após a adição a 
solução se tornou verde escura e permaneceu sob agitação e banho de gelo 
por 3 h. 

Em seguida o sistema foi lavado com H2O (1x20 mL) e NaOH 2,0 
mol.L-1 (3x20 mL). A fase orgânica foi seca com Na2SO4 anidro e o solvente 
removido em rotaevaporador. Foram obtidos 1,32 g (90%) de uma espuma 
amarelo claro. O composto foi caracterizado por IV e RMN-1H. 



60 

 

IV em KBr (cm-1) - (N-H) 3368; (C-HAr) 3011; (C-HAlif) 2927-2854; (C=C) 

1592; (C=N) 1562; (C=C) 1478; (O-H) 1362; (C-HAr) 859; (C-HAr) 768. 
 

 
 
Figura 24 – Espectro no Infravermelho do H2LAB em pastilha de KBr. 

 
 

RMN-1H (CDCl3)  ppm – 1,44 (2 H, m); 1,85 (2 H, m);  2,22 (6 H, s); 2,.69 (2 H, 
m); 3,08 (2 H, m); 3,72-3,85 (14 H, s); 6,86-7,52 (13 H, m), 8,56 (3 H, d). 
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Figura 25 – Espectro  de 1H-RMN do H2LAB em CDCl3. 

 
 

3.2.6. Síntese do 2-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil}-6-{[({2-

hidroxi-5-metil-3-[({4-[(piren-1-ilmetil)amino]butil}amino) 

metil]fenil}metil)(piridin-2-ilmetil)amino]metil}-4-metilfenol 

– H2LP1 

 
 

 
 

Em um balão de fundo redondo de uma boca de 125 mL foram 
dissolvidos 1,32 g (2,20 mmol; 587,71 g.mol-1) do H2py3mff em 40 mL de uma 
mistura metanol/THF (1:1). Em seguida foram adicionados lentamente 
pequenas porções de uma solução em THF contendo 0,66 g do Pir-Dab-Boc 
(2,20 mmol; 302,41g.mol-1). Após a adição o sistema permaneceu sob agitação 
e temperatura ambiente por 3 h. O sistema foi resfriado a 0 ˚C com banho de 
gelo, e em seguida pequenas porções de NaBH4 foram adicionadas 
diretamente (0,08 g; 2,20 mmol; 37,83 g.mol-1). Com o passar do tempo a 
solução foi perdendo a coloração amarelada e permaneceu sob agitação por 3 
h. 

Em seguida foi adicionado HCl 4 mol.L-1 em pequenas porções para 
ajustar o pH entre 5-6, e o solvente foi então removido em rotaevaporador. O 
ólelo resultante foi então solubilizado em CH2Cl2 e extraído com NaHCO3 (3X20 
mL). A fase orgânica foi seca com Na2SO4 e o sovente remvido a pressão 
reduzida. Oram obtidos 1,48 g (77 %) de um sólido esponjoso amarelo palha.  
O composto foi caracterizado por IV e RMN-1H. 

IV em KBr (cm-1) - (O-H) 3430; (N-H) 3186; (C-HAr) 3043,3007; (C-HAlif) 
2922,2810; (C=C) 1586; (C=N) 1568; (O-H) 1365; (C-HAr) 843; (C-HAr) 768. 
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Figura 26 – Espectro no Infravermelho do H2LP1 em pastilha de KBr. 

 
 
 

RMN-1H (CDCl3)  ppm – 1,52 (4 H, m); 2,16 (6 H, s); 2,63 (2 H, m); 2,75 (2 H, 
m); 3,66-3,80 (14 H, s); 4,43 (2 H, s) 6,76 (4 H, q); 7,09 (3 H, m) 7,34 (3 H, d); 
7,55 (3 H, t); 8,03 (8 H, m); 8,29 (1 H, d); 8,50 (3 H, d). 
 

 
Figura 27 – Espectro  de 1H-RMN do H2LP1 em CDCl3. 
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3.2.7. Síntese do 2-{[({3-[({4-[bis(piren-1-
ilmetil)amino]butil}amino)metil]-2-hidroxi-5-metilfenil}metil) 
(piridin-2-ilmetil)amino]metil}-6-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino] 
metil}-4-metilfenol – H2LP2 

 
 

 
 

Em um balão fundo redondo de uma boca de 125 mL foram 
dissolvidos 1,17 g (2,0 mmol; 587,71 g.mol-1) do H2py3mff em uma mistura 
metanol/THF (1:1). Em seguida foram adicionados lentamente pequenas 
porções de uma solução metanólica contendo 1,03 g  do Pir2-Dab (2,0 mmol; 
516,67 g.mol-1).  Após a adição houve a formação de uma suspensão que foi 
solubilizando aos poucos e o sistema permaneceu sob agitação e temperatura 
ambiente por 2 h.                                                                                

O sistema foi resfriado a 0 ˚C com banho de gelo, e em seguida 
pequenas porções de NaBH4 foram adicionadas diretamente (0,07 g; 2,00 
mmol; 37,83 g.mol-1) Com o passar do tempo a solução foi perdendo a 
coloração amarelada e permaneceu sob agitação por 1 h. Após este intervalo 
de tempo HCl foi adicionado para ajustar o pH entre 5-6 e o solvente foi 
removido. O óleo restante foi dissolvido em CH2Cl2 e extraído com HCl 1 mol.L-1    
(3x10 mL) e com NaHCO3(sat)  (3x30 mL). A fase orgânica foi seca com Na2SO4 e 
o solvente removido em rotaevaporador. Foram obtidos 1,52 g (69 %) de um 
sólido esponjoso marrom claro. O composto foi caracterizado por IV e RMN-1H. 
  

IV em KBr (cm-1) - (O-H) 3423; (C-HAr) 3041,3004; (C-HAlif) 2919,2804; (C=C) 

1591; (C=N) 1569; (C=C) 1472; (O-H) 1362; (C-HAr) 843; (C-HAr) 754; 
(C=CAr) 708. 
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Figura 28 – Espectro no Infravermelho do H2LP2 em pastilha de KBr. 

 
RMN-1H (CDCl3)  ppm – 1,32 (2 H, q); 1,68 (2 H, q); 2,17 (6 H, s); 2,22 (2 H, m); 
2,58 (2 H, m); 3,44 (2 H, s); 3,69-3,82 (12 H, s); 4,29 (4 H, s); 6,84 (4 H, q); 7,07 
(3 H, m) 7,37 (3 H, d); 7,51 (3 H, q); 7,82-8,11 (16 H, m); 8,35 (2 H, d); 8,53 (3 H, 
d). 
 

 
Figura 29 – Espectro  de 1H-RMN do H2LP2 em CDCl3. 
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3.3. Síntese dos Complexos 
 
 

3.3.1. Síntese do Perclorato de µ-hidroxo-2-({[(3-{[(4-aminobutil 

amino]metil} -2-hidroxi-5-metilfenil)metil](piridin-2-ilmetil) 

amino}metil)-6-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil}-4-metilfenol 

Ferro(III) Zinco(II) – FeZnLAB 

 

 

 

Em um balão de fundo redondo de 250 mL contendo 20 mL de uma 
solução metanólica do ligante H2LAB (0,39 g, 0,60 mmol, 659,86 g.mol-1), foram 
adicionados 20 mL de uma solução metanolica contendo 0,22 g de 
Zn(ClO4)2.6H2O (0,6 mmol, 372,36 g.mol-1)  diretamente ao meio reacional. 
Após a adição deixou-se o sistema sob agitação por 15 minutos. Então 80 mL 
de uma solução metanólica contendo 0,31 g de Fe(ClO4)3.9H2O (0,6 mmol, 
516,29 g.mol-1) foram adicionados lentamente por um período de 7 horas com 
o auxílio de um funil de adição com equalizador de pressão. 

Na sequência, foram adicionados lentamente 1,8 mL de uma solução 
aquosa 1,0 mol.L-1 de NaOH ao sistema ocorrendo uma mudança na coloração 
de azul para púrpura. O sistema foi deixado sob repouso  por 3 dias havendo a 
precipitação de um sólido púrpura que foi recristalizado em CH3CN. Foram 
obtidos 0,38 g (63 %) de um sólido púrpura cristalino.  

IV em KBr (cm-1) - (O-H) 3553,3403; (N-H) 3241; (C-HAr) 3031; (C-HAlif) 
2922,2861;  (C=C) 1638; (C=N) 1610; (C=C) 1478 ; (Cl-O) 1098,1087;           
(C-HAr) 618. 
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Figura 30 – Espectro no Infravermelho do FeZnLAB em pastilha de KBr. 
 
 
 

3.3.2. Síntese do Perclorato de µ-hidroxo-2-{[bis(piridin-2-ilmetil) 

amino]metil} -6-{[({2-hidroxi-5-metil-3-[({4-[(piren-1-ilmetil) 

amino]butil}amino)metil]fenil}metil) (piridin-2-ilmetil)amino] 

metil}-4-metilfenol Ferro(III) Zinco(II) – FeZnLP1 

 
 

 
 
 

O ligante H2LP1 foi solubilizado em 40 mL de uma mistura 1:1 de 
acetonitrila/THF (0,48 g, 0,55 mmol, 874,12 g.mol-1) em um balão de fundo 
redondo de 500 mL. Logo em seguida 20 mL de uma solução em acetonitrila 
contendo 0,20 g de Zn(ClO4)2.6H2O (0,55 mmol, 372,36 g.mol-1)  foram 
adicionados diretamente. Após a adição deixou-se o sistema sob agitação por 
20 minutos. Então 80 mL de uma solução em acetonitrila contendo 0,28 g de 
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Fe(ClO4)3.9H2O (0,55 mmol, 516,29 g.mol-1) foram adicionados lentamente por 
um período de 8 horas, com o auxílio de uma coluna de adição. 

Em seguida, 1,7 mL de uma solução aquosa 1,0 mol.L-1 de NaOH 
foram adicionados lentamente ao sistema ocorrendo uma mudança na 
coloração de azul para púrpura. O sistema foi deixado sob repouso  por uma 
semana, havendo a precipitação de um sólido púrpura que foi recristalizado 
em CH3CN. Foram obtidos 0,36 g (53 %) de um sólido púrpura microcristalino.    

IV em KBr (cm-1) - (O-H) 3437; (C-HAr) 3037; (C-HAlif) 2922,2861;  (C=C) 

1607; (C=N) 1571; (C=C) 1470;  (Cl-O) 1090; (C-HAr) 843; (C-HAr) 758; 
(C=CAr) 622. 
 

 
 
Figura 31 – Espectro no Infravermelho do FeZnLP1 em pastilha de KBr. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



68 

 

3.3.3. Síntese do Perclorato de µ-hidroxo-2-{[({3-[({4-[bis(piren-1-

ilmetil)amino]butil}amino)metil] -2-hidroxi-5-metilfenil}metil) 

(piridin-2-ilmetil)amino]metil} -6-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino] 

metil}-4-metilfenol Ferro(III) Zinco(II) – FeZnLP2 

 
 

 
 
 

O ligante H2LP2 foi solubilizado em 60 mL de uma mistura 1:1 de 
acetonitrila/THF (0,54 g, 0,50 mmol, 1088,39 g.mol-1) em um balão de 500 mL. 
Logo em seguida 20 mL de uma solução em acetonitrila contendo 0,19 g de 
Zn(ClO4)2.6H2O (0,50 mmol, 372,36 g.mol-1)  foram adicionados diretamente. 
Após a adição deixou-se o sistema sob agitação por 20 minutos. Então 100 mL 
de uma solução em acetonitrila contendo 0,26 g de Fe(ClO4)3.9H2O (0,50 mmol, 
516,29 g.mol-1) foram adicionados lentamente por um período de 8 horas. 

Então 1,5 mL de uma solução 1,0 mol.L-1 de NaOH foram adicionados 
lentamente ao sistema ocorrendo uma mudança na coloração de azul para 
púrpura. O sistema foi deixado sob repouso  por uma semana, havendo a 
precipitação de um sólido púrpura que foi recristalizado em CH3CN. Foram 
obtidos 0,40 g (56 %) de um sólido púrpura microcristalino.    
IV em KBr (cm-1) - (O-H) 3443; (C-HAr) 3043; (C-HAlif) 2919,2857;  (C=C) 

1610; (C=C) 1474; (Cl-O) 1112,1090; (C-HAr) 847; (C-HAr) 762; (C=CAr) 620. 
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Figura 32 – Espectro no Infravermelho do FeZnLP2 em pastilha de KBr. 
 
 
 
ATENÇÃO: Embora nenhum problema tenha sido encontrado nas sínteses e 
purificações dos complexos, sempre devem ser tomadas precauções no manuseio 
de sais de perclorato, por serem potencialmente explosivos! 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

Nesta seção serão tratados os resultados obtidos na caracterização 
dos ligantes e dos compostos de coordenação desenvolvidos neste trabalho. 
Desta forma também serão aqui apresentados os estudos de reatividade com 
ésteres de fosfato e de interação com ácidos nucléicos. Na Figura 33 estão 
apresentados os ligantes não simétricos utilizados neste trabalho. 

 
 

 
 

Figura 33 – Representação dos ligantes preparados no presente trabalho. 

 
 
 

4.1. Caracterização dos ligantes 
 
Os ligantes binucleantes H2LAB, H2LP1 e H2LP2 foram obtidos com 

rendimentos adequados,  de acordo com as rotas sintéticas descritas na seção 
experimental, para a síntese dos complexos. Esses compostos apresentaram 
grau de pureza aceitável, possibilitando o seu uso nas sínteses dos compostos 
de coordenação propostos e foram caracterizados por espectroscopia na 
região do infravermelho, ressonância magnética nuclear de hidrogênio e 
espectrometria de massa. 
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4.1.1. Espectroscopia no Infravermelho – IV  

 
 

Como mencionado anteriormente, todos os compostos orgânicos, 
(ligantes e precursores), foram caracterizados por espectroscopia no 
infravermelho e suas principais bandas foram atribuídas com base em 
semelhança, de modo a serem utilizadas para acompanhar a formação dos 
compostos em cada etapa da reação. (SILVERSTEIN, BASSLER et al. 1991) 
 No espectro de IV do precursor Pir-dab-boc nota-se a presença da 
banda intensa em 1704 cm-1 refente ao estiramento da ligação C=O do 
grupamento carbonila (Boc). Esta banda foi usada como referência para 
verificar a desproteção do grupo Boc na síntese do precursor Pir-Dab  
conforme demonstrado na figura abaixo. 
 

 
 
Figura 34 – Comparação dos Espectros no IV do Pir-dab-boc e Pi-Dab.  

 
 Os ligantes H2LAB, H2LP1 e H2LP2 apresentaram bandas de absorção 
características e similares às apresentadas pelos seus precursores. Na região 
de 3060 e 3030 cm-1 são encontradas bandas de estiramento das ligações C-H 
dos anéis aromáticos. Entre 2980 e 2800 cm-1 aproximadamente, nota-se 
bandas relativas aos estiramentos das ligações C-H das cadeias alifáticas. Em 
1589 cm-1 tem-se bem pronunciada a absorção dos anéis aromáticos (C=C e 
C=N) e em 1223 cm-1 o estiramento da ligação C-O, indicando a presença dos 
grupos fenólicos. De forma pronunciada também são encontradas as bandas 
nas regiões de 843 e 750 cm-1 referentes a deformação angular fora do plano 
da ligação C-H dos anéis aromáticos. A ocorrência de várias bandas 
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pronunciadas nesta região é característica de grupos aromáticos polinucleares, 
o que reforça a indicação da ocorrência dos grupos pireno nos ligantes. No 
ligante H2LAB a a faixa entre 850 e 750 cm-1 aparece com bandas mais 
alargadas, uma vez que nessa região também aparecem bandas referentes a 
torção da ligação N-H, conforme demonstrado na figura a seguir. 
 

 
 
Figura 35 – Comparação entre os espectros no infravermelho dos ligantes H2LAB, 
H2LP1 e H2LP2. 

 
 

4.1.2. Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de 

Hidrogênio – RMN-1H  

 
 

A espectroscopia de RMN-1H também foi uma ferramenta bastante 
útil para a caracterização de cada composto sintetizado. Os deslocamentos 
químicos e a integração dos sinais observados nos espectros permitiram 
determinar o número de hidrogênios presentes em cada composto. Desta 
forma foi possível distingui-los entre os átomos de hidrogênio metílicos, 
metilênicos e aromáticos.  

Os valores de deslocamento químico ( em ppm), número de 
hidrogênios correspondentes e as atribuições dos sinais estão sumarizados na 
Tabela 1. (SILVERSTEIN, BASSLER et al. 1991) 
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Tabela 1 – Deslocamentos químicos (ppm) observados nos espectros de 
RMN-1H para os ligantes H2LAB, H2LP1 e H2LP2. 

Atribuição H2LAB H2LP1 H2LP2 
1H 

Metila 
2,22 (6H) 2,16 (6H) 2,17 (6H) 

1H 
Metileno 

1,44 (2H) 
1,85 (2H) 
2,69 (2H) 
3,08 (2H) 

3,72-3,85 (14H) 

1,52 (4H) 
2,63 (2H) 
2,75 (2H) 

3,66-3,80 (14H) 
4,43 (2H) 

1,32 (2H) 
1,68(2H) 
2,22(2H) 
2,58 (2H) 
3,44 (2H) 

3,69-3,82 (12H) 
4,29 (4H) 

1H 
Aromáticos 

6,86 (4H) 
7,12 (3H) 
7,39 (3H) 
7,58 (3H) 
8,56 (3H) 

 

6,79 (4H) 
7,09 (3H) 
7,34 (3H) 
7,55 (3H) 
8,09 (8H) 
8,29 (1H) 
8,50 (3H) 

6,84 (4H) 
7,07 (3H) 
7,37 (3H) 
7,51 (3H) 

7,79-8,11 (16H) 
8,35 (2H) 
8,53 (3H) 

 
 
 
Os precursores Dab-Boc (KRAPCHO & KUELL 1990), e 1-bromometil-

pireno (XU, SINGH et al. 2009) apresentaram espectros característicos com 
deslocamentos, multiplicidades e integração compatíveis com seus 
procedimentos já descritos na literatura. 

Durante a praparação dos precursores, a integração dos picos 
referentes aos átomos de hidrogênio pertencentes aos anéis aromáticos dos 
grupos pireno foram bastante úteis, podendo-se observar a entrada de um 
grupo pireno no Pir-dab-boc ou dois grupos pireno do Pir2-dab-boc.  

Nas etapas de desproteção do grupo Boc (Pir-dab-boc e Pir2-dab-
boc), pode-se observar claramente o desaparecimento dos sinais referentes as 
metilas do grupo Boc na região de 1,45 ppm. Este comportamento é 
apresentado na Figura 36, onde fica evidente a mudança no espectro de 1H-
RMN.    
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Figura 36 – Comparação dos espectros de 1H-RMN do Pir-dab-boc e Pir-Dab 
 
 
Os ligantes finais por serem moléculas com elevada massa molar 

apresentam um espectro de 1H-RMN complexo, com regiões onde não se é 
possivel atribuir adequadamente uma multiplicidade de sinal para cada 
hidrogênio. Entre as principais diferenças podem-se destacar na região dos 
hidrogênios aromáticos, onde a presença ou o aumento de grupos pireno 
acaba por intensificar a população de sinais na região entre 6-9 ppm. Um 
gráfico comparativo desta região é apresentado na Figura 37. 
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Figura 37 – Comparação dos espectros de 1H-RMN para os três ligantes finais na 
região entre 5 e 11 ppm. 

 
 

4.1.3. Espectrometria de Massa com Ionização por Eletrospray – ESI-

MS 

 
 

A espectrometria de massa com ionização por eletrospray (ESI-MS) 
apresentou-se como uma técnica de análise aplicada com sucesso na 
caracterização dos ligantes, ao produzir íons em fase gasosa diretamente da 
solução contendo o composto a ser analisado, obtendo-se assim informações 
qualitativas acerca das espécies carregadas existentes neste sistema. Desta 
forma foi possível determinar a presença dos íons moleculares para todos os 
ligantes indicando a obtenção dos mesmos. 

A e Figura 38 apresentam os espectros de massa e a Tabela 2 
demonstram as espécies identificadas para os ligantes H2LAB, H2LP1 e H2LP2: 
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Figura 38 – Espectros de massa no modo positivo dos ligantes H2LAB (acima),   
H2LP1  (esquerda) e H2LP2  (direita) em acetonitrila. Em destaque as simulações das 
distribuições isotópicas. 

 
Tabela 2 – Espécies determinadas na espectrometria de massa.  

 Espécie m/z Representação 

H2LAB 
 

C44H58N9O3 (1+) 760,4 H2LAB + H+ + H2O + 2CH3CN 

H2LP1 
 

C57H60N7O2 (1+) 874,5 H2LP1 + H 

H2LP2 
 

C74H70N7O2 (1+) 
 

C74H71N7O2 (2+) 

1088,4 
 

544,8 

H2LP2 + H 
 

H2LP2 + 2H 
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4.2. Caracterização dos Complexos 
 
 

Os complexos descritos neste presente trabalho foram caracterizados 
por diferentes métodos físicos e químicos tanto em estado sólido (análise 
elementar de CHN, medidas espectroscópicas), quanto em solução 
(eletroquímica, potenciometria, espectrometria de massa e espectroscopia 
eletrônica). Tais estudos tem por objetivo elucidar a composição química, 
arranjo estrutural e propriedades ácido-base destes complexos, bem como 
compará-los com outros compostos semelhantes descritos na literatura .  

O conhecimento dessas propriedades é fundamental para a 
identificação da espécie ativa nos processos de clivagem hidrolítica de ésteres 
de fosfato (substratos modelo), bem como  para obtenção de informações 
mais completas nos estudos de interação com ácidos nucléicos. A Figura 39 
apresenta os complexos sintetizados neste (FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2) 
trabalho e também dois complexos que foram usados como comparação 
(FeZnbpbpmp e FeZnLald) por suas semelhanças estruturais. (NEVES, 
LANZNASTER et al. 2007; PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) 
 

 
 
Figura 39 – Representação dos complexos sintetizados e utilizados para 
comparação  neste trabalho. 
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4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho – IV  

 
 

A espectroscopia no IV é geralmente utilizada como uma análise 
preliminar e mostrou-se muito útil na caracterização inicial dos complexos, 
uma vez que a formação dos mesmos pôde ser acompanhada pela presença 
das bandas características de cada ligante. Sendo assim, os espectros no 
infravermelho dos complexos são bastante similares aos espectros dos 
respectivos ligantes,  indicando a presença dos mesmos nos compostos 
isolados. Bandas adicionais, referentes ao contra-íon, e moléculas de água, 
bem como deslocamentos dos números de onda (para maior energia) em 
relação aos ligantes livres, também são observados. Abaixo estão apresentadas 
figuras com comparações entre as bandas para os complexos e seus 
respectivos ligantes. 
 

 
 
Figura 40 – Comparação dos espectros no infravermelho entre cada complexo e 
seu respectivo ligante. 

 
 
A  
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Figura 40 ilustra uma sobreposição dos ligantes livres com os 
respectivos complexos onde podem ser observadas as similaridades e 
diferenças entre estes compostos. Os ligantes H2LAB H2LP1 e H2LP2 
apresentam bandas intensas entre 1600 e 1500 cm-1, referentes aos 
estiramentos das ligações C=N e C=C dos anéis aromáticos. Nos complexos 
FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 estas bandas também são observadas com 
intensidades relativas similares. A ausência da banda de média intensidade em 
aproximadamente 1370 cm-1 (O-Hfenol) nos espectros dos complexos, indica a 
coordenação dos grupos fenolato ao centro de FeIII em todos os complexos. 

Outra característica interessante refere-se à presença do ânion 
perclorato. Em todos os complexos a absorção referente ao contra-íon é 
visualizada o que indica a presença do mesmo na molécula, o qual é facilmente 
detectado pela banda intensa em 1091 cm-1 referente ao estiramento da 
ligação Cl−O. 
 
 

4.2.2. Análise Elementar de CHN 

 



80 

 

 Os complexos sintetizados foram caracterizados por análise 
elementar de CHN e apresentaram resultados concordantes com as fórmulas 
moleculares propostas. As amostras foram deixadas sob atmosfera inerte e 
pressão reduzida antes de serem acondicionadas em frascos apropriados para 
posterior análise. 
 Os resultados obtidos apresentaram uma boa corrrelação entre os 
valores calculados e teóricos. Para os complexos FeZnLP1 e FeZnLAB foram 
observados a presença de água, moléculas de solvente adsorvidas na amostra 
ou proveniente dos ligantes. A Tabela 3 apresenta a fórmula molecular e as 
porcentagens de C, H, e N (calculada/experimental) para os complexos 
sintetizados. 
 
Tabela 3 – Resultados da análise elementar de C, H e N para os complexos FeZnLAB, 
FeZnLP1 e FeZnLP2 (Calculado/Experimental).  

 
Fórmula 

Molecular 
%C %H %N 

FeZnLAB FeZnC42H62N7Cl2O16 45,32 / 44,83 5,61 / 5,54 8,81 / 8,75 

FeZnLP1 FeZnC62H74N7Cl4O15 52,43 / 52,58 5,25 / 5,26 6,90 / 6,91 

FeZnLP2 FeZnC76H82N7Cl6O16 54, 22 / 55,03 4,91 / 4,98 5,82/ 5,85 

Composições Químicas Propostas 

FeZnLAB [FeZn(µOH)(H2O)](ClO4)2.(CH3OH)2.(H2O)2  

FeZnLP1 [FeZn(LP1)(µOH)(H2O)](ClO4)2.(THF).(CH2Cl2).(H2O)2  

FeZnLP2 [FeZn(LP2)(OH)(H2O)2](ClO4)2.(CH2Cl2)2.(H2O)3  

4.2.3. Condutometria 

 
As medidas de condutividade molar para os complexos FeZnLAB, 

FeZnLP1 e FeZnLP2 foram efetuadas em soluções recém preparadas em 
acetonitrila com concentrações 1,0 x 10-3 mol.L-1 a 25 °C. Os resultados de 
condutividade molar (M) e as atribuições dos tipos de eletrólitos para todos 
os complexos são apresentados na Tabela 4. 
 
 
Tabela 4 – Dados de Condutimetria. 

 M (µS.cm-1) Atribuição do Eletrólito 

FeZnLAB 191,39 2:1 

FeZnLP1 219,72 2:1 

FeZnLP2 232,29 2:1 
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Segundo Geary, valores de condutividade molar na faixa de 120-160 
µS.cm-1 são típicos de soluções de eletrólito 2:1 em acetonitrila a 25 °C e 
valores de condutividade entre 220-260 µS.cm-1 são encontrados em 
eletrólitos divalentes em concentração 1,0 x 10-3 mol.L-1. (GEARY 1971) 
Portanto pode-se constatar que os compostos FeZnLP1 e FeZnLP2 apresentam 
cátion de carga +2.  
 
 

4.2.4. Espectroscopia Eletrônica – UV-vis  

 
Os espectros de absorção UV-Vis de todos os complexos foram 

investigados na região entre 300 e 900 nm, utilizando-se acetonitrila e água 
como solventes. Os resultados obtidos estão apresentados sumarizados na 
Tabela 5 e os espectros de cada complexo nos diferentes solventes encontram-
se na Figura 41. Em todos os complexos, foi possível a observação de uma 
banda intensa na região de 500 nm, atribuída a um processo de transferência 

de carga do tipo ligante → metal (TCLM) proveniente dos orbitais p do 

fenolato para os orbitais d* do íon FeIII. (GABER, MISKOWSKI et al. 1974) Um 
segundo processo de TCLM ocorre na região de 330 nm, envolvendo os orbitais 

p do fenolato e d* do FeIII, e aparece na forma de um ombro parcialmente 
encoberto pelas bandas devido as transições dos anéis fenólicos e piridínicos 
do ligante. (NEVES, LANZNASTER et al. 2007) 
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Figura 41 – Espectro eletrônico dos complexos FeZnLAB (acima), FeZnLP1 
(esquerda) e FeZnLP2 (direita): Solucão - [c] = 3x10-4 mol.L-1 e no estado sólido.  

 
 
 
Tabela 5 – Dados do espectro eletrônico para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e 
FeZnLP2. 

 
Complexo 

máx. (nm) /  (L.mol-1.cm-1) 

CH3CN CH3CN/H2O Base Sólido 

FeZnLAB 553 (2180) 524 496 548 

FeZnLP1 512 (2100) 506 500 514 

FeZnLP2 510 (2300) 491 476 528 

 
 

Recentemente Smith e colaboradores reportaram uma série do 
compostos heterobinucleares de FeIIIZnII com o ligantes similares ao H2bpbpmp 
que possuem a mesma estrutura base dos ligantes usados neste trabalho. Os 
valores de comprimento de onda por eles apresentados para a banda de TCLM 
FenolatoFeIII estão na faixa de 550 nm em acetonitrila pura. (PERALTA, 
BORTOLUZZI et al. 2010) É importante mencionar que os valores de 
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absortividade molar () para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 
apresentaram valores coerentes para a banda de transferência de carga 
FenolatoFeIII quando comparado a complexos heterobinucleares de FeIIIZnII. 
Este fato indica fortemente a coordenação de um fenolato terminal e o 
fenolato ponte ao centro de FeIII, assim como determinado nas estruturas de 
raios X para os complexos FeZnbpbpmp e FeZnLald. (NEVES, LANZNASTER et al. 
2007; GAHAN, SMITH et al. 2009; XAVIER, NEVES et al. 2009; PERALTA, 
BORTOLUZZI et al. 2010; PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) 

Quando comparados aos complexos FeZnbpbpmp e FeZnLald os 
complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 apresentam valores de máx deslocados para 
valores de menor comprimento de onda. (NEVES, LANZNASTER et al. 2007; 
PERALTA, BORTOLUZZI et al. 2010; SMITH, PERALTA et al. 2012) Esta diferença 
pode ser justificadas uma vez que eles possuem grupamentos amina lateral 
que podem realizar uma ligação de hidrogênio com a molécula de água 
terminal ou com o íon hidróxido ponte. Isto pode fazer com que o hidrogênio 
da água terminal no átomo de FeIII fique comprometido com essa ligação de 
hidrogênio, desta forma a densidade eletrônica sob o átomo de ferro seria 
alterada significativamente. Outra possibilidade seria a formação da espécie 
Fe-OH com a amina do grupo diaminobutano estando protonadao. (DE SOUZA, 
KREFT et al. 2013) 

Foram feitos estudos variando o solvente (Acetonitrila, 
Acetonitria/água) e com a adição de um esquivalente de NaOH para verificar o 
efeito na banda de transferência de carga. Observou-se que os complexos 
FeZnLP1 e FeZnLP2 apresentam uma menor deslocamento hipsocrômico com a 
adição de água se  comparado ao complexo FeZnLAB. Os espectros eletrônicos 
medidos em pastilha de KBr apresentam  um perfil semelhante ao apresentado 
em solução. Esta é uma forte indicação que os complexos mantém a mesma 
estrutura tanto no estádo sólido como em solução. 
 
 

4.2.5. Espectrometria de massa – ESI-MS  

 
 

A espectrometria de massa foi de grande importância no estudo dos 
complexos em solução. Através desta técnica pôde-se determinar de maneira 
precisa as espécies geradas em solução e seus respectivos íons moleculares. É 
de extrema importância comentar que alguns íons com carga elevada (3+, 4+), 
devido ao seus potênciais redox podem sofrer processos de redução durante a 
ionização. Ions metálicos como FeIII, MnIV e CuII são exemplos de sistemas que 
apresentam este comportamento nos  experimentos de ESI-MS. (HENDERSON 
& MCINDOE 2005) 
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O complexo FeZnLAB foi estudado em uma solução de acetonitrila 
pura (grau MS) a 500 nmol.L-1. Ele apresentou um grupo de picos com o 
máximo (100%) em um relação de massa/carga 433,6 com carga 2+. Este sinal 
foi atribuido ao sistema [FeIIZnII(µ-OH)LAB(OH2)2]+(OH2)2+H+, que corresponde 
ao íon molecular do complexo possuindo duas águas terminais ligadas aos 
centros metálicos, duas águas de hidratação e com um dos grupos amino 
protonados. A Figura 42 apresenta o espectro de massa para o complexo 
FeZnLAB. 

 
 

 
Figura 42 – Espectro de massa no modo positivo para o complexo FeZnLAB em 
solução de acetonitrila 500 nmol.L-1. Simulação da distribuição isotópica em 
destaque. 

 
O complexo FeZnLP1 foi estudado em uma solução de acetonitrila 

pura (grau MS) a 500 nmol.L-1. Ele também apresentou apresentou um grupo 
de picos com o máximo (100%) em um relação de massa/carga 517,1 com 
carga 2+. Este sinal foi atribuido ao sistema [FeIIZnII(µ-OH)LP1(OH2)]+(OH2)+Li+, 
que corresponde ao íon molecular do complexo possuindo uma molécula de 
água terminal ligada a um dos centros metálicos, uma água de hidratação e um 
íon Lítio. O aduto formado com alguns íons como Na+, K+, Li+ e NH4+ ocorre 
comumente em experimentos de espectrometria de massa. Ele provavelmente 
oriunda de recipientes de vidro usados no preparo das amostras ou da própria 
linha da injeção da amostra. (HOFFMANN 2007) A Figura 43 apresenta o 
espectro de massa para o complexo FeZnLP1. 
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Figura 43 – Espectro de massa no modo positivo para o complexo FeZnLP1 em 
solução de acetonitrila 500 nmol.L-1. Simulação da distribuição isotópica em 
destaque. 

 
 

O complexo FeZnLP2 foi estudado, da mesma forma, em uma solução 
de acetonitrila (grau MS) a 500 nmol.L-1. Ele apresentou apresentou um grupo 
de picos com o máximo (100%) em um relação de massa/carga 649,2 com 
carga 2+. Este sinal foi atribuido ao sistema [(OH)FeIII(µ-OH)ZnIILP1 
(OH2)]+(OH2)+Na+, que corresponde ao íon molecular do complexo possuindo 
uma molécula de água e um íon hidroxo terminal ligados aos centros 
metálicos, uma água de hidratação e um íon Sódio. 
 

 
Figura 44 – Espectro de massa no modo positivo para o complexo FeZnLP1 em 
solução de acetonitrila 500 nmol.L-1. Simulação da distribuição isotópica em 
destaque. 
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Os resultados obtidos nos espectros de massa para os complexos 
FeZnLAB,  FeZnLP1 e FeZnLP2 estão resumidos na tabela abaixo: 
 
Tabela 6 – Espécies encontradas na espectrometria de massa. 

 Espécie m/z 
(Da) 

Representação 

FeZnLAB FeZnC40H50N7O2 (2+) 433,6 FeZnLAB + 2H2O  

FeZnLP1 FeZnC57H60N7O4Li (2+) 517,1 FeZnLP1 + H2O + Li 

FeZnLP2 FeZnC74H71N7O6Na (2+) 648,2 FeZnH2LP2 + 2OH + Na 

 
 
 

4.2.6. Eletroquímica   

 
O comportamento redox dos complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 

foi avaliado através da voltametria de onda quadrada em acetonitrila. Os 
voltamogramas desses complexos são apresentados na Figura 45, e os 
potenciais redox estão resumidos na Tabela 7. Todos os potenciais redox foram 
referenciados ao eletrodo normal de hidrogênio (NHE) através dos padrões 
internos ferroceno (E1/2 = 0,400 V vs NHE) para permitir a comparação entre os 
potenciais determinados em meio orgânico e aquoso. (GAGNE, KOVAL et al. 
1980) 
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Figura 45 – Votamograma de onda quadrada para os complexos FeZnLAB (verde),  
FeZnLP1 (preto) e FeZnLP2 (azul) Em solução de acetonitrila/água (2:1). Eletrodo de 
trabalho: Carbono Vitreo; Eletrodo Auxiliar: Platina; Eletrodo de Referência: 
Ag/Ag+; Eletrólito suporte TBAPF6 0,1 mol.L

-1
; padrão interno: Ferroceno.  

 
 
Tabela 7 – Dados eletroquímicos de Onda Quadrada para os compexos. 

Complexo E1/2 V vs. ENH 

FeZnLAB 
 

-0,532 

FeZnLP1 
 

-0,438 

FeZnLP2 
 

-0,482 

 
 
Sabe-se que íons ZnII não apresentam processos eletroquímicos na 

região de pontencial estudados. Desta forma os potenciais aqui apresentados 
referem-se apenas a redução dos íons FeIII. (PERALTA, BORTOLUZZI et al. 2010) 
Os potenciais determinados para todos os complexos (contendo a unidade 
estrutural FeIII(μ-OH)MII) na região de –0,40 a –0,80 V vs ENH, são atribuídos a 
processos quasi-reversíveis de redução do tipo FeIII + e-  FeII e possuem 
valores próximos aos determinados para os complexos de mesmo arranjo 
estrutural já reportados na literatura. (NEVES, LANZNASTER et al. 2007) 

Surpreendentemente os potenciais para a redução do par FeIII/FeII 
encontrados diferem entre sí significativamente. Ainda que os ambientes de 
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coordenação sejam identicos, em cada complexo existe um ambiente de 
segunda esfera diferenciado. Para o FeZnLAB existe  uma amina primária (-
NH2), no FeZnLP1 uma amina secundaria (-NH-Pir) e para o FeZnLP2 uma 
amina terciária (-Npir2). Isto deve mudar consideravelmente a maneira como 
essas aminas interagem com a molécula de água terminal ligada ao íon FeIII, o 
que muda a densidade eletrônica em cada  complexo de modo a diferenciar os 
potenciais eletroquímicos. 

Lanznaster demonstrou no complexo FeZnbpbpmp que este processo 
redox FeIII/FeII é fortemente dependente do pH. O potencial redox na espécie 
Fe-OH2 é de ~ ≈ -0,06 V vs. NHE. Com o aumento do pH e consequente 
formação da espécie Fe-OH  o potencial é deslocado para ≈ -0,20 V vs. NHE. 
Este deslocamento é atribuído à desprotonação da molécula de água 
coordenada ao centro de FeIII e consequente aumento da densidade eletrônica 
sobre o centro metálico, o que concorda com os valores encontrados para os 
complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2.   

Um outro fator curioso se encontra no ganho de corrente observado. 
O complexo FeZnLAB tem um ganho de corrente muito maior do que o 
FeZnLP1 e o FeZnLP2. Isto ocorre provavelmente pela dificuldade maior destes 
complexos entrarem em contato com a superfície do eletrodo o que diminui a 
concentração de espécies reduzidas e também o ganho de corrente.  
 
 

4.2.7. Titulação Potenciométrica   

 
Os estudos de titulação potenciométrica dos complexos foram 

realizados em solução acetonitrila/água (1:1 V/V) devido à baixa solubilidade 
dos mesmos em água. Esses experimentos foram realizados para avaliar a 
presença de moléculas de água coordenadas aos centros metálicos, quando se 
encontram em solução. Isto é possível devido à influência da acidez de Lewis 
dos metais, que diminuem os valores de pKa destas moléculas de água 
possibilitando que estes possam ser titulados em meio aquoso. (MARTELL & 
RANCOCK 1996)  

Os resultados obtidos para os compostos FeZnLAB e FeZnLP1 
mostraram a neutralização de 4 mol de KOH por mol de complexo na região de 
pH entre 3,00 e 12,00. O tratamento destes dados levou à obtenção de quatro 
constantes de protonação. Para o complexo FeZnLP2 nao foi possivel obter os 
dados de constante via titulação potenciométrica, uma vez que ele precipita 
durante a titulaç. Como alternativa foi utilizada titulação espectrofotométrica 
para determinar os valores de constante de desprotonação deste complexo 
(Figura 46). Os valores são apresentados na Tabela 8 e os gráficos de 
distribuição das espécies podem ser vistos na Figura 47. 
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Figura 46 – Titulação espectrofotométrica do complexo FeZnLP2 em 
acetonitrila/água (1:1). Condições [complexo] = 2 x 10-4 mol.L-1; I = 0,1 mol.L-1 
NaClO4; Faixa de pH 3,5-6,0. 

 
A primeira constante de protonação pode ser atribuida a molécula de 

água ligada ao átomo de FeIII. Esta observação é consistente uma vez que 
valores de pKa para moléculas de água ligadas a um átomo de FeIII possuem 
valores próximo a 4,0. (SMITH, MARTELL et al. 1995) A segunda constante foi 
atribuida a desprotonação da molécula de água ligada ao átomo de ZnII. A 
terceira e quarta constantes foram atribuidas as duas aminas do grupo 
butanodiamino, sendo que a amina ligada ao fenolato sempre se mantém 
como amina secundária em todas as estruturas, e a amina ligada ao pireno 
muda em cada complexo (aminas primárias, secundárias e terciárias). Isto 
reflete diretamente nos valores de pKa encontrados.   
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Tabela 8 – Valores das constantes de protonação para os complexos FeZnLAB, 
FeZnLP1 e FeZnLP2. 

 
pKa1 pKa2 pKa3 pKa4 

FeZnLAB 
 

4,08  0,02 7,61  0,03 10,32  0,03 11,68  0,05 

FeZnLP1 
 

4,21  0,03 6,85  0,02 9,09  0,02 11,39  0,04 

FeZnLP2 
 

4,27  0,08  - - 

 
 

 
 
Figura 47 – Diagrama de distribuição de espécies em função do pH para os 
complexos FeZnLAB e FeZnLP1. 

 
 
 Os valores para o primeiro pKa encontram-se dentro do esperado 
para complexos similares já descritos na literatura, onde a variação de grupos 
substituintes ligados ao fenolato terminal alteram de forma considerável o 
valor da constante. O valor do segundo pKa apresenta-se consideravelmente 
mais ácido. (BATISTA, NEVES et al. 2003; XAVIER, NEVES et al. 2009; SMITH, 
PERALTA et al. 2012) Recentemente Souza e colaboradores reportaram um 
estudo envolvendo o complexo FeIIICuIIPy3mff ligados a um grupo poliamina 
(PEI). Neste estudo foi observado também este comportamento onde o pKa da 
água ligada ao metal divalente é menor do que o esperado. Neste caso os 
autores justificam que a presença dos grupos amino carregados (protonados) 
afetam a constante de protonação do íon CuII facilitando a formação do íon 
hidróxido ligado ao átomo de cobre. (DE SOUZA, KREFT et al. 2013) 
 Os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 também apresentam 
grupos amino próximos a molécula de água do íon ZnII. Este efeito de segunda 
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esfera de coordenação faz com que o pKa desta molécula de água seja 
diminuido pela presença dos grupos amino carregados positivamente (-NH3

+). 
Uma proposta para os equilíbrios observados nos complexos está apresentada 
na figura abaixo. 
 

  
 
Figura 48 – Proposta geral para os equilibrios de protonação observados nos 
complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2. 

 
4.2.8. Proposta de estrutura   

 
 

Baseando-se nas caracterizações apresentadas anteriormente e bem 
como pela comparação com os complexos FeZnbpbpmp (NEVES, LANZNASTER 
et al. 2007) e FeZnLald  (PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) que possuem ligantes 
com uma configuração semelhante ao H2LAB, H2LP1 e H2LP2. Desta forma 
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pôde-se propor uma estrutura para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e 
FeZnLP2, onde os complexos possuem o átomo de ZnII ligado ao lado macio do 
ligante e o átomo de FeIII

 ligado ao lado duro (fenolato). Os dois centros 
metálicos estão interligados por uma ponte fenoxo e uma ponte hidroxo, 
conforme a figura abaixo. 

 

 
 

Figura 49 – Proposta de estrutura para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2. 

 
 
 

4.3. Estudos de Reatividade 
 
 

Uma estratégia comum em compostos onde se visa o estudo de 
interação e clivagem de ácidos nucléicos, é o emprego de subtrastos modelo 
que possuam ligações fosfodiéster que mimetizem a ligação de ester de fosfato 
presente na cadeia do RNA e DNA.  Para conhecer a capacidade catalítica dos 
complexos aqui apresentados na hidrólise da ligação fosfodiester, os 
complexos foram submetidos a estudos cinéticos envolvendo o substrato 
modelo bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp). (BUNTON & FARBER 1969) 

A atividade catalítica dos complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 
frente à hidrólise de ésteres de fosfato ativados foi avaliada através da reação 
com o substrato modelo, sob condições de excesso de substrato a 25 °C, 
conforme ilustrado na Figura 50. Para obtenção dos parâmetros cinéticos 
utilizou-se o método das velocidades iniciais (PISZKIEWICZ 1977), onde as 
reações foram monitoradas por método espectrofotométrico durante 3 a 5 % 
da conversão de substrato modelo a produtos, através do incremento da 
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absorvância em 400 nm devido à liberação do íon 2,4-dinitrofenolato (2,4-dnp) 
como produto. (BATISTA, NEVES et al. 2003) 

A concentração de 2,4-dnp (2,4-dinitrofenolato) foi calculada com 
base nos valores de absorvância obtidos e do coeficiente de absortividade 

molar  = 12100 L.mol-1.cm-1.  A contribuição devido à hidrólise não catalisada 
do substrato foi compensada através da diferença direta de uma reação sob 
condições idênticas na ausência do catalisador.  A Figura 50 ilustra a reação de 
hidrólise do 2,4-bdnpp.  (BUNTON & FARBER 1969) 

 

 
 
Figura 50 – Reação de hidrólise  do substrato modelo bis(2,4-dinitrofenil)fosfato. 
 
 

4.3.1. Efeito do pH na Hidrólise do 2,4-bdnpp 

 
O estudo do efeito do pH sobre a velocidade da reação de hidrólise 

do substrato 2,4-bdnpp catalisada pelos complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e 
FeZnLP2 foi realizado com o intuito de analisar a influência do pH para cada 
sistema, encontrando o valor de pH ótimo para a reação. De forma semelhante 
é de grande interesse determinar o pKa cinético para cada reação, onde pode-
se comparar com o estudo de equilíbrio químico em solução e determinar a 
espécie responsável pela atividade hidrolítica. 

 A atividade de hidrólise desse substrato foi investigada em uma faixa 
de pH entre 4,0 a 9,0 e mostrou-se ser fortemente influenciada pelo pH. Os 
complexos FeZnLAB e FeZnLP1 apresentaram um comportamento de sino, 
onde foi possível extrair os valores de pKa cinéticos para cada sistema. O 
complexo FeZnLP2 inesperadamente apresentou um comportamento 
diferente com duas regiões de máximo de atividade, conforme apresentado na 
Figura 51.  
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Figura 51 – Dependência da eficiência catalítica com o pH para a reação de 
hidrólise do 2,4-bdnpp. Condições: [Complexo] = 6,5x10-5; [Substrato] = 
1,0-6,5x10-3 mol.L-1; [tampão] = 3,3x10-2 mol.L-1; I = 0,1 LiClO4 mol.L-1. 
 
 
 Recentemente Mitic e colaboradores reportaram estudos cinéticos 
com uma série de complexos heterobinucleares de FeIIIMII (MII = Zn, Cu, Ni, Mn) 
frente a hidrólise do substrato modelo 2,4-bdnpp. (MITIĆ, SMITH et al. 2006) 
Para esta série de compostos o primeiro pKa cinético é atribuido a 
desprotonação da molécula de água ligada ao íon FeIII, o que geraria o 
nucleófilo responsável pelo ataque ao átomo de fósforo do fosfato. O segundo 
pKa se refere a desprotonação da molécula de água ligada ao MII. Neste caso 
com a formação do íon hidroxo ligado ao MII dificultaria a ligação so substrato 
com o complexo o que diminuiria drasticamente a atividade catalítica.  Estes 
dois valores de pKa cinético coincidem com os valores de pKa potenciométrico 
o que sugere que a espécie ativa seja (OH)Fe(µOH)M(OH2).  

Já os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 também possuem as 
mesmas atribuições dos pKas 1 e 2, entretanto estes valores não coincidem 
com os valores de pKa potenciométrico. Uma vez que o substrato se ligue aos 
complexos, ele poderia afastar os grupos amino próximos a molécula de água. 
Desta forma se retiriraria a influência de uma carga positiva sob a molécula de 
água ligada ao íon FeIII, justificando o aumento no valor do pKa cinético em 
comparação ao valor de pKa potenciométrico, conforme ilustrado na figura 
abaixo.  
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Figura 52 – Esquema demonstrativo da aproximação do substrado ao sítio ativo do 
complexo. 

 
Tabela 9 – Comparação dos valores de pKa potênciométrico e cinético na hidrólise 
do 2,4-bdnpp.  

 pKa1 pKa2 pKa1 pKa2 

 Potenciométrico Cinético 

FeZnLAB 
 

4,08 7,61 4,94 6,89 

FeZnLP1 
 

4,21 6,85 5,34 7,54 

FeZnLP2 
 

4,27 7,76 5,49 - 

FeZnLald* 5,07 8,21 4,90 7,90 

*(PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) 
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Figura 53 – Dependência da eficiência catalítica com o pH para o complexo 
FeZnLP1.   

 
 
 O efeito da formação de íons hidroxo no centros de FeIII e ZnII 
influencia de forma distinta nos valores da eficiência catalítica. Inicialmente 
nas regiões de pH entre 4 e 6,5 ocorre a formação do íon hidroxido ligado ao 
centro de FeIII (nucleófilo) o que se reflete no aumento do valor de kcat. Quando 
é gerado o íon hidróxido na molécula de água do ZnII o efeito gerado reflete 
nos valores de KM (Figura 53). Este íon hidroxido dificulta a entrada do substrato 
refletindo diretamente nos valores de KAssoc. Estes valores estão demonstrados 
na tabela abaixo apenas para o complexo FeZnLP1:    
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Tabela 10 – Dependência dos valores de kcat e KM com o pH para o complexo 
FeZnLP1. 

pH kCat (s
-1) KM (mol.L-1) 

4,5 1,3 x 10-5 6,05 x10-4 

5,0 8,2 x10-5 5,8 x 10-4 

5,5 1,1 x 10-4 4,7 x 10-4 

6,5 2,1 x10-4 6,6  x 10-4 

7,5 3,1 x 10-4 1,2 x 10-3 

8,0 2,5 x10-4 1,6 x 10-3 

9,0 2,2 x10-4 1,9 x 10-3 

 

 
4.3.2. Efeito da Concentração do Substrato na Hidrólise do 2,4-bdnpp 

 
 

A avaliação do efeito da concentração do substrato 2,4-bdnpp, sobre 
a velocidade na reação de hidrólise, promovida pelos complexos FeZnLAB, 
FeZnLP1 e FeZnLP2 foi investigada nos valores de pH onde cada um teve seu 
máximo de atividade (ver Tabela 11).  Pode-se observar uma dependência da 
velocidade da reação com a concentração do 2,4-bdnpp apresentando um 
perfil de saturação. Desta forma foi aplicado o modelo de Michaelis-Menten de 
maneira a se obter os parâmetros cinéticos para este sistema (Figura 54).  
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Figura 54 – Dependência da velocidade de reação com a concentração de substrato  
para a reação de hidrólise do 2,4-bdnpp. Condições: [Complexo] = 6,5x10-5; 
[Substrato] = 1,0-6,5x10-3 mol.L-1; [tampão] = 3,3x10-2 mol.L-1; I = 0,1 LiClO4 mol.L-1. 
 
 
 
 
Tabela 11 – Parâmetros cinéticos para a reação de hidrólise do 2,4-bdnpp para ps 
complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2. 

 kcat s
-1 KM    

mol.L-1 

Kassoc  

mol.L-1 

kcat/KM  
L.mol

-1
.s

-1
 

kcat / knc pH 

ótimo 

FeZnLAB 1,6x10-4 8,2x10-4 1,2x103 0,18 - 6,0 

FeZnLP1 2.1x10-4 6,6x10-4 1,5x103 0,31 - 6,5 

FeZnLP2 2,8x10-4 5.1x10-4 1,9x103 0,54 - 6,5 

FeZnLald* 9.0x10-4 3,5x10-3 2,7x102 0,25 5,0x103 7,0 

*(PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) 

 
 
 Os valores encontrados de kcat mostram que os três compostos 
possuem uma constante catalítica semelhante. Isso ja seria esperado uma vez 
que os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 possuem um pKa de 
desprotonação da molécula de  água ligada ao FeIII semelhante (formação da 
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espécie ativa). Conforme demonstrado por Peralta e colaboradores, se a força 
do nucleófilo nos três complexos é similar espera-se então que apresentem 
uma atividade catalítica semelhante. (PERALTA, BORTOLUZZI et al. 2010)  
 A constante de associação demonstra a afinidade do substrato pelo 
catalizador. Os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 apresentaram valores 
de Kassoc aproximadamente dez vezes maior se comparado a serie de 
complexos FeIIIZnII(µ-OH)bpbpmp-R. A presença  dos grupos amino protonados 
gera uma carga positiva que faz com que o substrato se aproxime mais 
facilmente, uma vez que o substrato é um ânion.(SMITH, PERALTA et al. 2012)    
 Porém quando se avalia a eficiência catalítica (kcat/KM ) dos complexos 
é que se observa uma diferença significativa em suas propriedades catalíticas. 
O complexo FeZnLP2 mostrou ser o mais eficiente, apresentando um valor de 
efeiciência 3 vezes maior que o FeZnLAB e quase duas vezes maior que o 
FeZnLP1. Isto pode ser tentativamente atribuido a presença dos dois grupos 
pirenos neste sistema. A presença destes grupos estaria gerando uma região 
hidrofóbica onde o nucleófilo teria uma liberdade maior para fazer o ataque ao 
átomo de fosforo, o que reflete nos valores de eficiência catalítica. Este 
comportamento também é encontrado em diversas hidrolases onde a 
presença de aminoácidos no sítio ativo destas enzimas contribui 
significativamente para o aumento da atividade catalítica.  (COOK & CLELAND 
2012)   

Afim de avaliar se um ou os dois grupos 2,4-dinitrofenolato do 
substrato estariam sendo hidrolisados, realizou-se uma reação em proporção 
estequiométrica entre os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 e o 
substrato 2,4-bdnpp. Após um período de 24 horas a 25 oC os complexos foram 
capazes de hidrolisar apenas um fenolato, agindo apenas como uma 
diesterase.    

A partir deste resultado foi possível calcular o número de ciclos 
catalíticos. Para tanto, realizou-se um experimento onde a reação de hidrólise 
do substrato ([2,4-BDNPP] = 3,3x10-3 mol.L-1), catalisada pelos complexos 
FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 ([complexo] = 6,0x10-5), foi acompanhada 
espectrofotometricamente em 445 nm (ε = 3600 L.mol-1.cm-1). Após um 
período de 24 horas a 25 °C verificou-se que o complexo FeZnLAB catalisou a 
hidrólise de sete  moléculas de substrato, o complexo FeZnLP1 catalisou a 
hidrólise de 10 moléculas o por fim o complexo FeZnLP2 catalisou a hidrólise 
de  treze moléculas de substrato. Este valores estão em plena concordância 
com os encontrados por Piovezan e colaboradores, onde o complexo FeIIIZnII(µ-
OH)Lald foi capaz de hidrolisar dez moléculas de substrato em 24 h. 
(PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) 

Com o intuito de avaliar se o ataque nucleofílico ao átomo de fósforo 
do substrato estaria sendo realizado pelo meio (catálise básica geral) realizou-
se umexperimento de efeito isotópico de deutério sobre a velocidade de 
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hidrólise do 2,4-BDNPP pelos complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 em pH = 
6,5. De acordo com Deal e colaboradores (DEAL, HENGGE et al. 1996), caso a 
razão entre as constantes de velocidades de duas reações de hidrólise do 2,4-
bdnpp, sob as mesmas condições realizadas em H2O e D2O (kH/kD), estiver 
entre 0,80 e 1,50 indica que não há transferência de próton envolvida na etapa 
determinante da reação, sugerindo um ataque nucleofílico intramolecular. Os 
valores encontrados para a razão kH/kD para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 
e FeZnLP2 foram 1,53, 1,24 e 1,12 respectivamente. Isto indica que a reação de 
hidrólise, catalisadas pelos complexos ocorre através de um mecanismo 
intramolecular no qual um íon hidróxido presente no complexo promove o 
ataque nucleofílico ao átomo de fósforo. (LANZNASTER 2003)  
 
 
 

4.3.3. Proposta mecanística para a a Hidrólise do 2,4-bdnpp 

 
 
Levando-se em conta todos os resultados obtidos e discutidos nas 

seções anteriores, propõe-se que os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 
atuem na hidrólise do substrato 2,4-bdnpp via um mecanismo comum. Com 
base em estudos nos estudos cinéticos e técnicas em solução tais como 
medidas de, espectroscopia eletrônica UV-Vis e titulação potenciométrica,  
propõe-se que  os três complexos possuam a espécie [(OH)FeIII(μ-
OH)ZnII(L)(OH2)] como espécie responsável pela hidrólise do substrato 2,4-
bdnpp nas condições de concentração e pH estudados. 

Nos estudos de reatividade realizados manteve-se o controle da 
concentração dos complexos, do pH do meio, da força iônica, e grande excesso 
de substrato. Ambos os sistemas apresentaram uma cinética de saturação do 
tipo Michaelis-Menten. Portanto, propõe-se que a coordenação do substrato 
deva ocorrer por deslocamento da molécula de água, de modo que o substrato 
se oriente em posição cis ao íon hidróxido para que ocorra o ataque 
nucleofílico do mesmo sobre o átomo de fósforo. 

No mecanismo proposto, apresentado na Figura 55 , inicialmente o 
substrato coordena-se ao ZnII pelo deslocamento de uma molécula de água, 
em uma etapa rápida. A seguir, o íon hidroxido presente no centro de Fe(III) 
atua como nucleófilo, atacando o átomo de fósforo do substrato, ocorrendo 
então a clivagem da ligação fosfodiéster e a conseqüente liberação do                               
2,4-dinitrofenolato. O monoéster, 2,4-dinitrofenilfosfato, permanece 
coordenado ao complexo, podendo ser deslocado pela presença de excesso do 
substrato 2,4-bdnpp, reiniciando o processo catalítico.  

Considerando os elevados valores de Kassoc é provável que o grupo 
amino protonado tenha alguma interação com o substrato na formação do 



101 

 

intermediário de Michaélis complexo-substrato e que tal interação favoreça a 
estabilização do estado de transição. Medidas dos parâmetros de ativação 
poderão ajudar a esclarecer essa hipótese. (DE SOUZA, KREFT et al. 2013) 
 
 
 
 

 
 
Figura 55 – Proposta de mecanismo para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e 
FeZnLP2. Ilustrado apenas para o FeZnLP1.  
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4.4. Estudos de Interação com DNA 
 
 
 
 A interação de compostos de coordenação com DNA, via 
espectroscopia eletrônica, geralmente resultam num hipocromismo com 
deslocamento batocrômico das bandas de transferência de carga. Este 

comportamento é atribuido a interação -stacking resultante entre os anéis 
aromáticos da molécula ligante e os pares de base. A variação do 
hipocromismo dá uma estimativa da extensão da interação, que pode ser 
medido através de uma constante de ligação Kb. Os complexos FeZnLP1 e 
FeZnLP2 apresentaram um comportamento semalhante porém com grandezas 
diferentes. O compexos FeZnLP2 apresentou uma maior hipocromismo nas 
bandas em 343 nm e 327 nm quando comparado ao complexo FeZnLP1. 
 Estes complexos apresentaram interações que podem ser 
interpretadas como mistas, sendo parte de interações com sulcos do DNA e  
parte intercalativas devido ao valor de Kb e também pelo pequeno desvio para 
o vermelho associado ao hipocromismo. Em casos onde se sabe que há 
intercalação como em alguns complexos de rutênio, os desvios para o 
vermelho observados apresentam mudanças muito mais significativas 
(BARTON, DANISHEFSKY et al. 1984; FRIEDMAN, CHAMBRON et al. 1990).  

O complexo FeZnLP2 apresentou um valor de Kb cinco vezes maior 
que o complexo FeZnLP1. Isto sugere claramente o aumento da interação do 
complexo com o DNA pela presença do segundo grupo pireno. Visando obter 
informações acerca da especificidade desses sistemas foi realizada também 
uma titulação com diferentes oligonucleotídeo: poli-AT (rico em sítios A-T), 
poli-GC (rico em sítios G-C) e poli-AT50 (com aproximadamente 50% de sítios 
A-T). Os valores de Kb para o  oligonucleotídeo pAT é quatro vezes maior que o 
valor da constante para o pGC. Este experimento mostra que o complexo 
FeZnLP1 tem uma maior afinidade por regiões ricas em A-T conforme 
resultados na Tabela 12. O valor de Kb para o pAT é duas vezes maior que o 
pAT50, o que demonstra claramente que o aumento de pares A-T na estrutura 
do oligonucleotídeo favorece a interação do complexo.  
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Figura 56 – Titulação dos complexos FeZnLP1 e FeZnLP2 via espectroscopia 
eletrônica com adições de CT-DNA. 

 
 
Tabela 12 - Constantes de interação calculadas a partir das titulações com 
DNA-CT para os complexos FeZnLP1 e FeZnLP2.  

 
Kb    

 (mol.L-1) 
Kb  pAT   
(mol.L-1) 

Kb pGC  
(mol.L-1) 

Kb p50AT  
(mol.L-1) 

FeZnLP1 2.4x105 2.78x105 6,83x104 1.26X105 

FeZnLP2 1,2x106 - - - 

 
 
 
 Os grupos pireno possuem propriedades espectrocópicas bem 
conhecidas. A fluorescência do grupo pireno é aumentada consideravelmente 
com a formação de uma estrutura de excímero (Figura 57). Esta estrutura de 
excímero apresenta uma forte emissão na região de 450 nm.  (WINNIK 1993) 
 
 

 
   
 

Figura 57 – Representação da estrutura de excímero formada pelo pireno.  
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 Foi realizada uma titulação via fluorescência do complexo FeZnLP1 
baseada na emissão do estado de excímero formado em 453 nm. Sucessivas 
adições de uma solução de CT-DNA foram feitas, onde pode-se observar 
claramente a diminuição da banda de emissão do excímero. Este 
comportamento ja foi reportado por Groger e colaboradores, onde foram 
estudados diferentes compostos orgânicos com grupos pireno e diferentes 
tipos de DNA e oligonucleotídeos via fluorescência. (GROGER, BARETIC et al. 
2011) Sugere-se então que o DNA esteja quebrando essa estrutura de 
excímero pela interação dos anéis aromáticos do grupo pireno com as bases 
nitrogenadas do DNA (-stacking), porém não se pode afirmar o tipo de 
interação (intercalação ou via sulco) o complexo está realizando.   
 
 

 
Figura 58  - Titulação via Fluorescência do complexo FeZnLP1 com CT-DNA. 
 
 

A espectroscopia de dicroísmo circular (CD), permite se observar 
alterações na estrutura secundária do DNA pelos complexos em estudo, como 
o empilhamento de bases e a helicidade direita da dupla-fita. A inserção de 
uma molécula plana no DNA, causa uma extensão local do desenrolamento 
polinucleido da dupla hélice (Helicidade). Assim, na região afetada, as posições 
relativas das bases são substancialmente alteradas. A estrutura modificada 
contendo o ligante planar, além de afetar as propriedades hidrodinâmicas do 
DNA dramaticamente, altera a resposta chiral e optica do polinucleótido. 
(GRAY, HUNG et al. 1995) Os resultados dos ensaios ao abrigo de luz encontra-
se na Figura 59 para os complexos FeZnLP1 e FeZnLP2, respectivamente.  
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A adição de concentrações crescentes de FeZnLP1 à amostra de CT-
DNA (100 μM) resultou no hipocromismo da banda de 275 nm com um 
moderado deslocamento batocrômico de 275 para 283 nm. A banda em 245 
nm também sofreu um deslocamento hipocrômico e batocrômico de 245 para 
252 nm. A titulação do complexo FeZnLP2 e DNA, de forma semelhante 
resultou no hipocromismo da banda de 275 nm com um pequeno 
deslocamento batocrômico de 275 para 280 nm, e a banda em 245 nm sofreu 
deslocamentos hipocrômicos e batocrômicos de 245 para 250nm. Constata-se 
inicialmente que os dois complexos são capazes de alterar a estrutura 
secundária do DNA (Figura 59). 
  

 
 
Figura 59 - Espectro de dicroísmo circular de DNA na ausência e presença de 
complexo. Condições reacionais: [CT-DNA] = 100 μM; [Tampão] = 10 mM de 
Tris-HCl pH 7,0; [complexo] = 0 a 50 μM; Temperatura = 37 ºC. 

 
 

A análise do espectro CD para o DNA não é trivial devido a alta 
complexidade da estrutura dos ácidos nucleicos. Agentes intercalantes, como o 
brometo de etídio induzem o hipercromismo da banda em 275 nm do DNA e o 
hipocromismo da banda de 245 nm,  já agentes ligadores de sulco tendem a 
provocar exatamente o contrário. (GRAY, HUNG et al. 1995; TJIOE, MEININGER 
et al. 2011) 

O comportammento apresentado pelos complexos FeZnLP1 e 
FeZnLP2 sugerem uma interação mista, acarretando em mudanças na 
conformação do DNA, como por exemplo a conversão de uma forma do tipo B 
para uma estrutura mais parecida com tipo C (Figura 60). Interações com 
cátions podem  dissipar a carga negativa sobre as bases nitrogenadas,  átomos 
de oxigênios dos grupos fosfato simultaneamente, bem como na região do 
sulco da para promover estas mudanças conformationais. (BARTON, 
DANISHEFSKY et al. 1984) 
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Figura 60 – Representação das conformaões B e C do DNA. 

 
Desta forma os anéis dos grupos pireno devem estar se incerindo 

parcialmente entre as pares de base do DNA, e o complexo deve estar se 
ligando aos grupos fosfato numa interação direta pelo sulco maior. Na faixa de 
pH estudado as aminas dos grupos espaçador estão protonadas (carga 2+), o 
que deve também contribuir nesta interação com o sulco do DNA. (FISH, CHEN 
et al. 1983) 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 

Uma nova metodologia sintética desenvolvida para a obtenção de 
ligantes não simétricos foi aplicada com sucesso na obtenção de ligantes 
inspirados no H2bpbpmp. Através desta metodologia, foram sintetizados os 
ligantes H2LAB, H2LP1 e H2LP2. Todos foram obtidos com bons rendimentos e 
pureza adequada para síntese de compostos de coordenação e caracterizados 
por RMN- 1H, FT-IR e Espectrometria ESI-MS. 
 A partir dos ligantes H2LAB, H2LP1 e H2LP2 foram preparados os 
complexos FeZnLAB = [FeIIIZnIILAB(µOH)(OH2)](ClO4)2, FeZnLP1 = 
[FeIIIZnIILP1(µOH)(OH2)](ClO4)2, FeZnLP2 = [FeIIIZnIILP2(µOH)(OH2)](ClO4)2 além 
de outros complexos não descritos aqui. Todos foram caracterizados por 
análises espectroscópicas, eletroquímicas e titulados potenciometricamente.  
 Atravéz da comparação de propriedades físico-químicas destes 
complexos com o complexo [FeIIIZnII(bpbpmp)(µOH)(H2O)](ClO4)2  que quando 
em solução aquosa, geram espécies do tipo (HO)FeIII(μ-OH)MII(H2O), 
(demonstrada ser a forma ativa na catálise de hidrólise de esteres de fosfato) 
eles foram testados frente a hidrólise de ésteres de fosfato. Desta forma, todos 
os compostos estudados neste trabalho foram capazes de catalisar a hidrólise 
do diéster de fosfato 2,4-bdnpp. Os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 
apresentaram um valor de constante catalítica menor que o compostos 
FeZnbpbpmp, porém apresentaram uma alta eficiência catalítica, decorrente 
das interações de segunda esfera de coordenação que aumentaram a 
afinidade pelo substrato. 
 A partir dos dados espectroscópicos, eletroquímicos, cinéticos e de 
titulação potenciométrica foi possível propor um ciclo catalítico para a 
hidrólise do 2,4-bdnpp mediada pelos complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2. 
Onde o mecanismo proposto inclui ataques nucleofílicos intramoleculares, 
envolvendo um ataque do grupo hidróxido terminal coordenado ao centro de 
FeIII ao átomo de fósforo do substrato ligado ao centro de ZnII. 
 Estudos de interação dos complexos frente a molécula de DNA via 
titulação espectrofotométrica, fluorescência e dicroismo circular apontam um 
aumento significativo dos complexos na interação com a cadeia do DNA 
quando comparado aos complexos sem o grupo pireno. Dados de clivagem do 
DNA e de identificação dos produtos da clivagem via espectrometria de massas 
estão em andamento e serão alvo de futuras publicações. Estudos do 
complexo FeZnLP1 com diferentes oligonucleotídeos  mostraram claramente 
uma afinidade maior do composto por regiões ricas em pares de base A-T. 
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