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RESUMO

Agentes que possam interagir e/ou clivar a molécula de DNA
possuem uma grande importancia devido a sua potencial aplicacdo
antitumoral ou ainda como antibidticos. Varios compostos de coordenagdo
clivam o DNA de forma oxidativa. Porém este mecanismo de clivagem possui
uma grande desvantagem por afetar as biomoléculas de forma indiscriminada
e aleatdria, o que é indesejavel em aplicagbes bioquimicas ou mesmo em
estudos de interacdo com DNA.

Desta forma ¢é absolutamente necessario nestes estudos o
desenvolvimento de compostos que possam clivar o DNA através de um
mecanismo hidrolitico. Algumas metalonucleases naturais fazem uso de ions
metdlicos em seus sitios ativos de modo a se beneficiar das caracteristicas
desses metais. Dentre elas podem-se destacar a acidez de Lewis que pode ser
usada na ativagdo do atomo de fésforo bem como na formagdo de um
nucledéfilo em condigdes de pH fisioldgico. No caso de nucleases binucleares os
centros metdlicos podem atuar na orientagdo do nucledfillo em relagdo ao
substrato de modo a facilitar a hidrélise da ligagdo fésforo-diester.

Inspirados nestas metalonucleases varios complexos modelo foram
desenvolvidos visando a clivagem hidrolitica do DNA, porém em sua maioria
nao possuem seletividade quanto ao sitio de clivagem, sendo o grande desafio
atual o aumento da seletividade de interagdo compexo-DNA. Uma estratégia
que vem sendo utilizada é a insergdo de grupos intercalantes, que interagem
com o sulco maior ou menor do DNA. Estes grupos serviriam entdo 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 metalicos (sistemas conjugados) que apresentem as caracteristicas
requeridas para o estudo de interagdo e clivagem eficiente de acidos nucléicos.

Palavras-chave: Quimica Bioinorganica, Compostos de coordenacgado,
Interagao 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. INTRODUGAO

Ha muito se conhece sobre a presenca de ions metdlicos em sistemas
bioldgicos e também de sua importancia para a manutencgdo da vida. De fato,
alguns ions como Na*, K" e Ca®* 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 quimica
inorganica e principalmente a quimica de coordenagdo liderassem uma intensa
busca nesta area a partir dos anos 50. (ROAT-MALONE 2002)

Métodos tedricos e experimentais criados neste periodo e suas
aplicagdes em problemas bioquimicos levaram ao surgimento de um novo
campo do conhecimento conhecido hoje como quimica bioinorgdnica ou
quimica inorgénica bioldgica. (KAIM & SCHWEDERSKI 1994)

1.1. A Quimica Bioinorganica - O Inicio

Com o aparecimento de publicagdes na década de 50 envolvendo
ions metdlicos em sistemas bioldgicos, comegou-se a discutir sobre a
necessidade da criagdo de uma nova disciplina que residisse na interface entre
estas duas areas do conhecimento. Somente em 1962 foi realizado o primeiro
congresso cientifico com esta motivagdo, o Gordon Research Conference on
Metals in Biology. (GRAY 2003)

Em 1983, liderado pelo Prof. Ivano Bertini em Florenga, foi realizado o
primeiro “International Conference on Biological Inorganic Chemistry” (ICBIC),
que hoje estd na sua 162 edicdo (ICBIC-2013), e é o principal evento
internacional dedicado a esta area. Desde entdo o numero de publicagdes e
eventos envolvendo o tema vem crescendo de modo signifivicativo até os dias
de hoje. (GRAY 2003)

De um modo geral, o préprio termo Quimica Bioinorgdnica ja
demonstra a motivagado interdisciplinar desta area. Ela estd posicionada entre a
quimica e as ciéncias bioldgicas e abrange uma série de tépicos que vdo desde
o estudo da ocorréncia de ions metalicos em sistemas bioldgicos, o uso de ions
metalicos como farmacos e ainda a utilizagdo destes metais em compostos
modelo para a compreensdo de sistemas bioldgicos. (LIPPARD & BERG 1994;
DRENNAN & TOLMAN 2007)

Um dos sistemas bioldgicos de maior interesse tanto farmacoldgico
como industrial sdo as enzimas. Estas sdo as biomoléculas mais notdveis e
especializadas dos sistemas vivos e apresentam como caracteristica principal
uma extraordinaria eficiéncia catalitica. Ainda, algumas destas sdo alvos no
desenvolvimento de farmacos para uma série de doengas como osteoporose,
cancer, depressdo entre outras. Desta forma existe um grande interesse no
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estudo e conhecimento da fun¢do e atividades de enzimas em sistemas
biolégicos.(ROAT-MALONE 2002; MITIC, SMITH et al. 2006)

1.2. Metaloenzimas: Grandes compostos de coordenagao

Metaloenzimas podem ser definidas como biopolimeros constituidos
de aminodcidos, unidos por ligagcdes peptidicas, organizados de maneira a
formarem uma estrutura tridimensional (sitio ativo) que possui um ou mais
fons metalicos. Portanto, o sitio ativo de uma metaloenzima consiste de uma
cadeia de proteinas, pontes exdgenas e ligantes terminais que compdem a
primeira esfera de coordenacgdo de cada ion metalico. Esta composi¢do faz com
gue as metaloenzimas sejam consideradas como complexos metalicos
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 — Sitio Ativo da Enzima Fosfatase Acida Purpura extraida do Feijdo
Vermelho (Red kidney bean PAP) (SCHENK, ELLIOTT et al. 2008).

As enzimas sdo biocatalisadores altamente especializados em relagao
as reagOes que catalisam. A maior parte do seu poder catalitico vem da
capacidade de aproximar os substratos em orientacbes favoraveis que
promovam a formagdo dos estados de transi¢cdao. Assim, a enzima muda o
caminho de reagdo de modo a diminuir a energia livre de formac¢do do estado
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de transicdo, fazendo com que a energia livre de ativacdo da reagdo (AG*)
também diminua. Este efeito aumenta estatisticamente o numero de
moléculas com essa energia a uma mesma temperatura e, portanto, aumenta
a constante catalitica e a velocidade da reacdo. (WILCOX 1996; ROAT-MALONE
2002)

E, Nao Catalisado

Energia

Ea Catalisado

XY

Coordenada de Reagao

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

Inicialmente as enzimas recebiam nomes arbitrarios. Por exemplo,
primeira enzima descoberta, em 1833, recebeu na época o nome "diastase"
(hoje chamada amilase). Com o numero crescente de enzimas descobertas
houve a necessidade de sistematizar os nomes das mesmas e a partir de entdo
foi decidido atribuir nomes relativos aos substratos que catalisam e contendo a
terminagdo "-ase". Por exemplo, a amilase catalisa a hidrélise do amido e as
proteases quebram ligacGes peptidicas. Embora esta terminologia tenha
simplificado a nomenclatura, a quantidade de enzimas conhecidas (milhares)
levou a criagdo de um sistema de divisdo de diferentes tipos de enzimas.
Assim, a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB)
classifica as enzimas de acordo com as reagdes que catalisam. Dentro das seis
classes destaca-se a das hidrolases (enzimas que catalisam reagGes de
hidrdlise), que sdo 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 sitios ativos
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binucleares para catalisar a hidrélise de amidas, ésteres de fosfato e de acidos
carboxilicos. (CRICHTON 2008) A Figura 3 mostra o sitio ativo de algumas
enzimas desta classe, juntamente com seu conteudo metdlico e suas
propostas mecanisticas de acordo com as reacdes que catalisam. (WILCOX
1996)

A B a Cc 8 D

Tem TEH Nl\/ \l\N‘ ZT/ \|Zh ‘z" ‘Zn

OH (o] / NH 0. OR
o,/ Oy 2 -NH;

N G A Ay
o ’ RHN/ RSO 0// \o

E F G o H Ho\

Mn Mn Mg Mg Zn Mg M
HL\D/‘LH (L\O/ \O\\:/OR D\) (Lg
\| _/ \l oR . \P/

R — R
e W o ro on

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

Os ions metadlicos encontrados nestas enzimas tém efeitos
cooperativos atuando de trés maneiras distintas em mecanismos enzimaticos.
Primeiramente, podem agir diminuindo o valor do pKa de moléculas de agua
ligadas ao metal, podendo gerar nucledfilos em condigGes de pH fisioldgico. No
segundo caso, o metal pode agir como sitio de ligagdo da enzima com o
substrato. Finalmente, o centro metdlico pode atuar no mecanismo hidrolitico
por sua interagdo com o grupo de saida, desde que este possua uma carga
negativa durante o estado de transicdo. (MITIC, SMITH et al. 2006; HAAS &
FRANZ 2009)

Entretanto um fato curioso é que vdrias enzimas que possuem
atividades similares, ou atuam sobre substratos semelhantes, possuem metais
totalmente diferentes (conforme Figura 3). Isto demonstra a importancia dos
ions metdlicos nestes sitios ativos e como a natureza se beneficia das
propriedades destes ions metdlicos para execugdo de diversos processos
bioquimicos. (KAIM & SCHWEDERSKI 1994; HAAS & FRANZ 2009)
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Varias destas enzimas foram investigadas e tiveram suas estruturas
resolvidas por difratometria de raios X e técnicas espectroscépicas, bem como
seus mecanismos de atividade foram amplamente estudados. (COLEMAN
1992; BARON, STEVENS et al. 1994; KLABUNDE, STRATER et al. 1996)

Como exemplo pode-se citar a fosfatase acida purpura (PAPs), uma
enzima que catalisa a hidrélise de ésteres de fosfato em condi¢ées de pH
6timo entre 4 e 6 (Figura 4). As PAPs possuem um sitio ativo binuclear de
Fe"M" (M" = Fe, Zn, Mn) onde a molécula de éster de fosfato se liga no centro
de M", o que ativa o dtomo de fosforo facilitando o ataque de um hidroxo
ligado ao atomo de ferro. Vale destacar que as PAPs sdo as Unicas
metalohidrolases binucleares onde um sitio heterovalente (Fe"M") se faz
necessario para catalise. (DAVIS, LIN et al. 1981; KLABUNDE, STRATER et al.

1996; THAN, FELDMANN et al. 1999; SCHENK, GAHAN et al. 2005)

Mo
Asn

O
Tyr)O \
(Tyr) \__ Fe /r_l N(His)

~

- zn

(Hi NO/ ./{4
e

Figura 4 — Esquema do Sitio Ativo das PAPs.

N(His)

Uma outra classe de enzimas com papéis fundamentais nos seres
vivos sdo as nucleases. Elas sdo responsaveis pela quebra da ligagdo
fosfodiester presente entre pentoses no esqueleto do DNA. Sdo comunmente
encontrados nos sitios ativos destas enzimas cations divalentes, como Mg”, ca"
ou Zn" como cofatores. De modo geral estes metais tem a funcao de
estabilizagdo dos intermedidrios formados, facilitando o mecanismo de
hidrdlise 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 dependéncia de Ca" quanto a sua atividade, e é produzida por certos
grupos de Staphylococcus aureus. Esta enzima é composta por 149
aminoacidos e apresenta uma massa molar de aproximadamente 17 KDa.
(COTTON, HAZEN et al. 1979)
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A estafilococos nuclease catalisa a hidrélise de DNA e RNA na posi¢do
5' da ligagdo fosfodiester, resultando na liberagdo de um grupo 5'-hidroxil e um
grupo 3'-fosfato. Recentemente foi demonstrada a depéncia dos ions Ca",
sendo que a substituicdo por outros ions metalicos acaba por tornar a enzima
inativa. Além da hidrdlise de acidos nucléicos, estafilococos nuclease também
apresenta a habilidade de hidrolisar ésteres de fosfato do tipo p-nitrofenil-
fosfato. Desta forma, para uma melhor compreensdo de como estas enzimas
interagem com estes acidos nucléicos, é necessario o conhecimento da
estrutura dessas moléculas, de vital importancia a vida. (COTTON, HAZEN et al.
1979)

1.4. Acidos Nucléicos

Acidos Nucléicos s3o moléculas de elevada massa molecular que
possuem um grupo fosfato, aglcares e bases purinicas e pirimidinicas, e sdo,
portanto macromoléculas formadas por nucleotideos. Dois acidos nucléicos
conhecidos sdo responsaveis por inumeras fungdes indispensaveis a vida, o
DNA e o RNA. (STRYER, BERG et al. 2002)

O acido desoxirribonucleico (DNA) é um composto organico cujas
moléculas contém as instrugdes genéticas que coordenam o desenvolvimento
e funcionamento de todos os seres vivos. O seu principal papel é armazenar as
informacgGes necessarias para a construgdo de proteinas. Os segmentos de
DNA que contém a informagdo genética sdo denominados genes. O acido
ribonucleico (RNA) é o responsavel pela sintese de proteinas da célula. O RNA
é um polimero de nucletideos, geralmente em cadeia simples, que pode por
vezes ser dobrado. As moléculas formadas por RNA possuem dimensdes muito
inferiores as formadas por DNA. A estrutura destes dois acidos nucléicos esta
demonstrada abaixo na Figura 5. (LIPPARD & BERG 1994; STRYER, BERG et al.
2002)
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Figura 5 — Estrura dos Acidos Ribonucléico e Desoxiribonucléico.(KOOLMANN &
ROEHM 2005)

Eles ocorrem naturalmente, como biopolimeros constituidos de
nucleotideos. Os nucleotideos (Figura 6) sdo grupos compostos por uma base
nitrogenada, uma pentose e um grupo fosfato. A base nitrogenada estd ligada
ao carbono 3 da pentose e o fosfato esta 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)

H H

\N/

?_
O=P—0——CH, oz
| Nitrogenada
o -
H H
Fosfato
OH H
Acucar

Figura 6 — Estrutura basica de um Nucleotideo. (STRYER, BERG et al. 2002)
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Acidos nucléicos adotam geralmente um arranjo de dupla fita como
estrutura secundaria. O DNA é quase que exclusivamente encontrado na forma
de dupla fita quando na forma negativa, enquanto que o RNA ocorre nesta
conformacgdo apenas sob certas condi¢es. (NELSON & COX 2004)

A dupla fita do DNA permanece ligada por meio de ligacdes de
hidrogénio 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 mutagdes e geralmente sdo corrigidos por mecanismos de
reparos dos genes. Uma caracteristica muito importante que ajuda na
manutencdo da estrutura do DNA é o empilhamento através de interagdes mt-1t
entre as bases nitrogenadas aromaticas da cadeia de nucleotideos. (STRYER,
BERG et al. 2002; KEENE, SMITH et al. 2009)

DNA
T H
) gtt—N  ©
N N—H---Q  CH, N
Q_< L / 7\
N~ \N ------- H—N \ /N N—H------- N
W = N N %N\
A g M G N—H-—0 3
H
RNA
H\ » .
L : - N O-----=-H—N

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 sdo denominadas ndo-duplex,
por se tratar de regides onde a dupla fita ndo é formada por alguma alteragdo
na cadeia de nucleotideos. As formas mais comuns s3o as regides de bases ndo
pareadas, os loops internos ou ainda as estruturas de hairpin loops
demonstrados na Figura 8. (NEIDLE 2008; KEENE, SMITH et al. 2009)

Base ndo pareadas

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

1.5. Modos De Interagdo Com Acidos Nucléicos

Dada a importancia do conhecimento da estrutura terciaria do DNA,
existe um grande interesse no desenvolvimento de moléculas que reconhegam
de alguma maneira estas estruturas. Compostos que possam tanto reconhecer
sequéncias de pares de bases ou estruturas do tipo ndo-duplex envolvidas no
controle da expressdao de genes sao considerados como potenciais agentes
quimioterapicos para uma variedade de doengas. (KEENE, SMITH et al. 2009)
Complexos metdlicos podem interagir com diferentes regides do DNA de
diversas formas tanto no DNA quanto no RNA.
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Uma das formas de interagdao conhecida hoje é a chamada ligacdo
covalente. Como o DNA e o RNA sdo polianions, sua associagdo é
particularmente significativa desde que o metal ou a forma ativa do complexo
esteja na forma catidnica. A cisplatina (cis-[PtCl,(NHs),]), por exemplo, é um
complexo neutro que em meio fisioldgico libera um de seus cloretos formando
um complexo carregado positivamente. Isto o torna altamente citotdxico, 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 intercalagdo. Os grupos intercaladores se
ligam ao DNA através de uma inser¢do de grupos planares poliaromaticos
entre as bases nitrogenadas (interagdes m-m). S30 conhecidos inimeros
complexos que possuem essa habilidade, geralmente compostos com a 1,10-
fenantrolina (Phen) ou outros grupos poliaromaticos como a acridina ou o
pireno. (SHELL & MOHLER 2007) Estes grupos apresentam certa especificidade
para pares do tipo C-G, mas ndo apresentam seletividade em estruturas do
tipo ndo-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
regides ricas em sequéncias A-T (LIANG, EASON et al. 1995). Foram
demonstrados varios exemplos de complexos com ligantes ndo intercalantes
como peptideos e a 2,2’-bipiridina que possuem esta mesma tendéncia. Isto
provavelmente ocorre devido a interagdes hidrofébicas e eletrostaticas
juntamente com grupos que possam compartilhar ligagbes de hidrogénio
nestas regides como apresentado na Figura 11 onde a distamicina aparece
ligada na regido 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 Quimica Bioinorganica

fons metélicos tem sido usados na formacdo de compostos de baixa
massa molecular, de modo a assumir conformagdes especificas para o estudo
de interagdes com biomoléculas. A facilidade com que se projetam ligantes (se
comparado a biomoléculas) para que assumam uma certa conformacdo
tridimensional em torno do metal é uma grande estratégia na utilizagdo destes
compostos para a interagdo com acidos 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 Fe"Zn" que mimetiza propriedades
estruturais e fisico-quimicas das fosfatases acidas purpuras (PAPs) por possuir
a mesma unidade estrutural presente no sitio ativo da enzima (Fe"(pn-OH)zn").
Isto foi conseguido justamente pela estrutura ndo simétrica do ligante
H,bpbpmp. Devido a presenga do grupo fenolato terminal coordenado ao
centro de Fe" o complexo reproduz vérias propriedades espectroscopicas
(TCLM fenolato-Fe = 486 nm) e eletroquimicas da enzima (E;;, = - 0,2 V). O
ligante ndo simétrico ainda consegue orientar seletivamente os ions metalicos
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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 K.,
=9,1x 10* s e um fator de aceleracio de aproximadamente 4800 vezes em
comparagdo a rea¢do ndo catalisada. (NEVES, LANZNASTER et al. 2007) Varios
outros complexos binucleares de Fe"M" foram publicados visando a
modelagem biomimética dessas metalohidrolases e tiveram suas atividades de
hidrélise de ésteres de fosfato estudadas. (GAHAN, SMITH et al. 2009) Além da
atividade de hidrdlise do substrato modelo 2,4-bdnpp os complexos foram
testados na atividade de clivagem da ligacdo fosfodiéster, presentes nos acidos
nucléicos.

1.6.1. Modelagem da Segunda Esfera de Coordenagdo

Outra preocupagdo recente, e que ainda ndo dispdes de muitos
exemplos na literatura é a tentativa de modelar a segunda esfera de
coordenagdo em complexos metalicos. Na primeira esfera de coordenagdo sdo
modelados diretamente as ligagles entre os centros metdlicos e seus atomos
doadores. Ja na segunda esfera estdo presentes ligagdes (interagdes) ndo
covalentes que estariam associadas a um aumento na interagdo entre o
catalisador e seu substrato.(FUNHOFF, WANG et al. 2005; SHOOK & BOROVIK
2010) Uma das principais razoes para haver poucos exemplos na modelagem
da segunda esfera de coordenagdo, se encontra na inabilidade de utilizar
interagGes ndo covalentes de uma forma planejada ou premeditada.

Em muitas enzimas esses efeitos ja sdo bem conhecidos, e sdo
responsaveis diretamente pela alta eficiéncia catalitica. Como exemplo pode-
se citar a carboxipeptidase A (CPA), que é uma enzima que catalisa a hidrdlise
de ligagOes peptidicas. Acredita-se que o mecanismo de hidrélise da CPA passa
por uma etapa de catdlise acido-base geral. ATyr248 (Figura 12) atua como um
direcionador do substrato via interagdes hidrofdbicas, enquanto a Argl45
realiza ligagbes de hidrogénio com o grupo carboxilato do substrato, atuando
como uma ancora, fixando o substrato. O Glu270 age como um
aceptor/doador de prétons, ajudando na desprotonagdo da dgua ligada ao ion
Zn" gerando o nucledfilo que fard o ataque nuceofilico da carbonila.(ZHAO,
WANG et al. 2013)



40

248Tyr

HN HN——"145Arg

Figura 12 — llustracdo do sitio atico da Carboxipeptidase A.

Outro sistema enzimdatico que apresenta uma influéncia significante
da segunda esfera de coordenagdo sao as fosfatases acidas purpuras. Averill e
colaboradores demonstraram a importancia da Histidina-92 nas reagGes de
hidrélise de ésteres de fosfato. Ao sintetisar uma enzima mutante e
substituindo a Histidina-92 por uma Alanina houve uma diminuicdo de 10
vezes na atividade catalitica. Entretanto, ao substituir a Histidina-92 por uma
Asparagina, que ndo pode agir como um aceptor/doador de prétons e sim
apenas por ligagdes de hidrogénio, 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 sintese e a atividade de hidrolase para o complexo
binuclear [Fe"Fe"(L*)(OH)(OH,),] (Figura 13), onde os autores sugerem que
uma amina aromatica proveniente do ligante é capaz de estabilizar a ligagdo
monodentada do ester de fosfato ao complexo, o que facilitaria o ataque do
grupo hidroxo terminal ligado ao 4tomo de Fe". Esta interacdo possibilita ao
complexo hidrolisar o substrato dnpp, send o primeiro exemplo descrito de
complexo binuclear de valéncia mista capaz de hidrolisar o monoester dnpp.
Isto por si s6 demonstra como estas interagbes na segunda esfera de
coordenagdo podem auxiliar no aumento da eficiéncia de novos catalisadores.
(COMBA, GAHAN et al. 2012)
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Figura 13 — llustragdo da estrutura do complexo [Fe Fe"(L3)(OH)(OH2)2] que

apresenta efeitos de segunda esfera de coordenagdo.

1.6.2. Complexos Modelos Como Nucleases Sintéticas

Atualmente, a hidrdlise biomimética de acidos nucléicos tem sido alvo
de intensa pesquisa em muitos segmentos da biotecnologia e medicina. A
habilidade de clivar essas macromoléculas eficientemente, de maneira ndo
degradativa e com alto grau de seletividade para sitios e/ou estruturas
especificas, pode oferecer muitas aplicagGes para a manipulagdo de genes,
devenvolvimento de sondas moleculares e ainda novos compostos com
finalidades terapéuticas. (MANCIN, SCRIMIN et al. 2012)

No inicio dos anos 2000 Scarpelini e colaboradores publicaram o
complexo [Cu(Hismima)(OH,)(OH)]** (Figura 14 A) que foi ativo na hidrdlise do
2,4-bdnpp. O mesmo complexo mostrou-se ativo na clivagem do DNA na
auséncia de O,, 0 que sugere que o0 processo ocorra através de um mecanismo
hidrolitico, o que segundo os autores concorda com o mecanismo de hidrdlise
do substrato modelo. (SCARPELLINI, NEVES et al. 2003)

Boseggia e colaboradores reportaram um exemplo de complexo
mononuclear de Zinco(ll) (Figura 14 B) com um ligante cis-cis-
triaminociclohexano contendo um grupo antraquinona. Eles demonstraram
gue o grupo antraquinona devido a sua capacidade de se intercalar ao DNA
gerou num aumento da atividade hidrolitica de 15 vezes em relagdo ao mesmo
complexo sem o grupo intercalante. Outra informagdo extremamente
importante reside no tamanho do grupo espagador. Eles demonstraram que
cadeias muito curtas acabam por diminuir ou ate inibir a atividade de hidrélise
do DNA. (BOSEGGIA, GATOS et al. 2004)



42

KY\ o] [o} z
NH n
b
N C[‘ N/ N/\/\/HN \NH?
\CU<CI H N
\N/ B
_—N A
N o

Figura 14 —Nucleases sintéticas: Cu(Hismima) e Zn(TriaminoHexano).

Barton e colabores apresentaram um complexo de Rh conjugado com
um peptideo. O [Rh2(bpy’)]-peptideo denominado Rh-P. Um peptideo de
cadeia curta foi tratado com o complexo de Rh através de um grupo espagador
(Figura 15 A) ligado ao grupo bipiridina. A adi¢do de duas histidinas localizadas
nas posicdes 7 e 11 do peptideo criaram um ambiente de coordenagdo para
um &tomo de Zn" orientado na parte externa da o-hélice. Testes com apenas o
complexo de Rh ou o peptideo com Zn" ndo possuem atividades significativas,
porém quando os dois complexos atuam em conjunto a atividade é aumentada
significativamente com uma taxa de aceleracdo na ordem de 10" vezes.
(FITZSIMONS & BARTON 1997; ERKKILA, ODOM et al. 1999; SREEDHARA &
COWAN 2001)

Finalmente, como exemplo de uma nuclease sintética contendo ions
Fe" podemos citar o trabalho de Chen e colaboradores, onde eles publicaram a
sintese e a atividade de um complexo binuclear de Fe" 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
ligagdo (K, = 7,6 x 10° M'"). Um resultado muito importante neste sistema foi
aumento de 300 vezes em relagdo ao complexo que ndo possui 0s grupos
acridina. Além disso experimentos na auséncia de oxigénio apontam para um
mecanismo hidrolitico o que é altamente desejavel para futuras aplicagGes
bioquimicas deste sistema.
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Figura 15 — Nucleases Sintéticas: [Rh2(bpy)]-peptideo (A) e [Fe"Fe"(L-Acridina)]

(B).

Um fato bastante importante demonstrado nos ultimos anos entre
nucleases sintéticas, é que a adi¢do de grupos que possam apresentar maior
interagdo com a cadeia do DNA fornecem atividade hidrolitica
significativamente maior na hidrélise destas biomoléculas. Chen e
colaboradores reportaram um trabalho com um complexo binuclear de Fe"
semelhante ao da Figura 15 B. (CHEN, WANG et al. 2008) Este complexo possui
um grupo pireno ligado por um grupo espagador na posigao 6 do fenol central.
A adigdo deste grupo pireno apresentou um aumento significativo na
ativididade hidrolitica do DNA em relagdo ao complexo sem o grupo pireno.

Neste sentido, apresenta-se neste trabalho o desenvolvimento de
novos complexos heterobimetélicos de Fe"Zn" com novos ligantes n3o
simétricos que possuem grupos intercalantes que possam aumentar a
afinidade e a atividade de clivagem do DNA. Além disso, serdo utilizadas
diaminas secunddrias como espagadores entre o centro catalitico e o
intercalador, as quais poderdo estar protonadas sob condi¢des de pH
fisiolégico podendo dessa forma, exercer atividades secundarias na
estabilizagdo das cargas negativas do substrato no estado de transi¢cdo (efeitos
de segunda esfera).
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2.

OBIJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Desenvolvimento de novos ligantes contendo grupos fendlicos e

piridinicos capazes de gerar complexos heterobinucleares de valéncia mista e
gue simultaneamente contenham grupos intercalantes para o estudo de
interacdo com acidos nucléicos.

2.2. Objetivos Especificos

Projetar, sintetizar e caracterizar novos ligantes ndo simétricos
baseados no ligante ja existente H,bpbpmp, contendo grupos
espacadores (diaminobutano) e grupos pireno como intercalantes.
Sintetizar novos compostos de coordenagdo heterobinucleares de
Fe"zn", e caracterizar os mesmos por meio de andlises
elementares, espectroscopicas.

Estudar comparativamente as propriedades fisico-quimcas dos
novos compostos sintetizados com metalohidrolases e nucleases
sintéticas descritas na literatura.

Avaliar a reatividade destes complexos frente a esteres de fosfato,
buscando compreender o efeito de segunda esfera de coordenagao
gerado pelos grupo diaminobutano e pireno no mecanismo de
atividade dos mesmos e comparar com outros modelos ja
descritos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais Métodos e Instrumentagao

3.1.1. Materiais

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes empregados nas
sinteses e analises, foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem
purificacdo prévia: hidréxido de sédio, acido cloridrico 37%, sulfato de sddio
anidro, acido trifluoracético, hidroxido de potassio, 1-hidroximetil-pireno,
pireno-carboxialdeido, 2-(2-aminometil)piridina, salicilaldeido, trietilamina,
bicarbonato de sédio, carbonato de sddio, borohidreto de sédio, hidréxido de
litio, acido sulfurico 98%, brometo de potdssio grau espectroscopico, cloreto
de potassio, piridina, tampdes bioldgicos MES, HEPES, CHES, perclorato de litio,
carvdo ativo, celite, silica gel azul, perclorato de ferro(lll) nonahidratado,
perclorato de zinco(ll) hexahidratado, acetato de sddio trihidratado,
perclorarto de cobre(ll), perclorato de sddio, ferroceno, argbnio 5.0,
hidrogénio, nitrogénio 2.0, cloroféormio deuterado, agua deuterada,
cloroférmio PA, acetonitrila PA, diclorometano PA, isopropanol PA, metanol
PA, tetrahidrofurano PA, etanol absoluto, éter etilico PA, acetona PA, etanol,
acetonitrila grau espectroscopico.

Foram purificados antes de utilizados os seguintes reagentes:
hexafluorfosfato de tetrabutilamonio recristalizado em etanol, 2-
piridinacarboxialdeido (destilado a pressdo reduzida), 2,4-dinitrofenol
(recristalizado em cloroférmio). 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 Instrumentagdo

3.1.2.1. Analise Elementar de CHN

As medidas para a determinagdo dos percentuais de carbono,
hidrogénio e nitrogénio 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
Quimica da Universidade de Sdo Paulo — USP.

3.1.2.2. Espectroscopia no Infravermelho - FT-IR

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotémetro Perkin Elmer Spectrum 100, na regido de 4000 a 450 cm™
no Laboratdrio de Bioinorgéanica e Cristalografia, Departamento de Quimica —
UFSC. As amostras solidas foram analisadas em pastilha de KBr (grau
espectroscdpico) e as amostras liquidas em filme.

3.1.2.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio RMN-"H

Os espectros de RMN-'H dos dos ligantes foram obtidos em um
espectrofotometro Bruker FT-NMR 200 MHz, na Central de Andlises do
Departamento de Quimica — UFSC. Os deslocamentos quimicos de hidrogénio
foram registrados em ppm utilizando como referéncia interna tetrametilsilano
(TMS, 6 = 0,00 ppm) e agua, acetonitrila e cloroférmio deuterados como
solvente.

3.1.2.4. Condutometria

As andlises de condutividade molar para todos os complexos foram
efetuadas em um condutivimetro Metrohm 900 Touch Control, utilizando-se
acetonitrila (grau espectroscépico) e concentracdes de 1,0 x 10° mol.L™" das
espécies a serem analisadas, no Laboratdrio de Bioinorganica e Cristalografia,
Departamento de Quimica — UFSC. As analises foram realizadas apds a
calibragdo do equipamento com solugio padrio de KCI (0,01 mol.L* - AM=
1408 Q'l.cmz.mol'l) a temperatura de 25,00 £ 0,05 °C estabilizada com auxilio
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 - lons Trap MS, em solucoes de Acetonitrila, Acetonitrila/Agua (1:1)
em concentracdes de 1-5 pmol.L” e fluxo de 180 pL.min™. A temperatura do
capilar foi mantida entre 180 e 200°C e a voltagem do capilar entre -400 e -500
V.

3.1.2.6. Espectroscopia Eletronica

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta, visivel e
infravermelho préximo foram obtidos para todos os complexos em um
espectrofotdmetro Perkin-Elmer modelo Lambda-750, no Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. As analises
foram realizadas utilizando-se solventes de grau espectroscépico e cubetas de
quartzo com capacidade para 4 mL e 1,00 cm de caminho 6ptico. Os valores de
& s30 dados em L.mol™*.cm™.

3.1.2.7. Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por
voltametria de onda quadrada potenciostato-galvanostato BAS (Bioanalytical
Systems, Inc.) modelo Epsilon, no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia,
Departamento de Quimica — UFSC. Nos experimentos realizados para os
compostos foram utilizadas solu¢des de acetonitrila/agua (2:1), sob atmosfera
de argdénio com hexafluorfosfato de tetrabutilaménio (0,1 mol.L™) como
eletrdlito suporte e a cela eletroquimica composta por trés eletrodos: eletrodo
de trabalho — carbono vitreo; eletrodo auxiliar — fio de platina; eletrodo de
referéncia — Ag/Ag+. Para correcdo do eletrodo de referéncia utilizou-se o
ferroceno (E;/; vs ENH = 400 mV) como padrdo interno (GAGNE, KOVAL et al.
1980).

A reversibilidade dos processos eletroquimicos foi analisada
considerando os seguintes pontos:
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Processos reversiveis

O moddulo da diferenga entre os potenciais de pico catddico e anddico (AEp =
|Epc—Epa|) deve ser de 58 mV para processos reversiveis que transferem
apenas 1 e-. Arazdo Ipc e Ipa deve ser aproximadamente igual a 1, sendo Ipc a
corrente maxima catddica e Ipa a corrente maxima anddica.

Processos quasi-reversiveis

Os potenciais de pico (Ep) aumentam com o aumento da velocidade de
varredura. Os valores de AEp variam de maneira pronunciada de acordo com a
velocidade de varredura de potenciais.

Processos irreversiveis

Ao efetuar varreduras em diferentes velociades os potenciais deslocam-se
sempre para sentidos anddicos (Epa) ou catddicos (Epc) ndo se observando,
geralmente, o pico de retorno.

3.1.2.8. Titulagao Potenciométrica

As constantes de protonagdo para os complexos FeZnLP1, FeZnLAB
foram determinadas por titulagdo potenciométrica no Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. Estes
experimentos foram realizados em solugdo de acetonitrila/agua (50:50% v/v)
devido a baixa solubilidade dos complexos em agua. Utilizou-se titulador
automatico Metrohm 848 Titrino Plus acoplado a um eletrodo de vidro
combinado (Ag/AgCl), calibrado com uma solugdo de HCI (0,010 mol.L™") e uma
solugdo padrdo de KOH (0,100 mol.L™") em acetonitrila/agua 50:50% v/v, em
uma célula termostatizada a 25,00 = 0,05 °C para leitura direta de pH (p[H] = -
log[H']). As solu¢Bes foram preparadas com &dgua bidestilada na presenca de
KMnO, e fervida e acetonitrila espectroscopica. As medidas foram realizadas
em uma célula termostatizada a 25,00 + 0,05 °C contendo uma solugdo do
complexo (0,025 mmol) em 50 mL de solugdo acetonitrila/agua 50:50% v/v e a
forca idnica ajustada para 0,100 mol.L"" com KCl, sob fluxo de argénio para
eliminar a presenca de CO, atmosférico. As solugdes de complexos tiveram o
pH ajustado para préximo de 3,0 pela adigio de 0,100 mL de HCl 1,0 mol.L™"
resultando em um volume final de 50,1 mL e foram tituladas com uma solugao
padrdo de KOH 0,100 mol.L™ até pH ~ 11,5. O pkw da solugo acetonitrila/agua
50:50% v/v contendo 0,100 mol.L™ de KCI utilizado para os calculos, foi 15,40.
(HERRADOR & GONZALEZ 2002) As titulagdes foram realizadas em duplicata e
os valores apresentados referem-se a média dos dois experimentos. As
constantes de equilibrio foram calculadas com o programa BEST7 (MARTELL &
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MOTEKAITIS 1992) os diagramas de distribuicdo das espécies presentes em
solugdo em fungdo do pH foram obtidos com os programas SPE e SPEPLOT
(MARTELL & MOTEKAITIS 1992), através de uma colaboragdo com o Prof. Dr.
Bruno Szpoganicz .

3.1.2.9. Reatividade

Os complexos tiveram sua atividade catalitica avaliada através da
reacdo de hidrélise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp)
(BUNTON & FARBER 1969). Os experimentos cinéticos foram realizados em
triplicata sob condicbes de excesso de substrato monitorando-se
espectrofotometricamente, em um espectrofotometro UV-Vis Varian Cary 50
BIO acoplado a um banho termostatizado. A variagdo de absorvancia ocorrida
em 400 nm (g = 12100 L.mol'l.cm'l), esta relacionada a liberagdo do anion 2,4-
dinitrofenolato, como produto da reagdo de hidrélise, respectivamente
(BATISTA, NEVES et al. 2003). As reagdes foram monitoradas até 5% de
conversdo de substrato a produto e os dados foram tratados pelo método das
velocidades iniciais (PISZKIEWICZ 1977). As velocidades iniciais foram obtidas
diretamente do grafico da concentragdo de substrato as velocidades iniciais
foram obtidas da concentragdo do 2,4-dnp liberado versus o tempo.

Os estudos em fungdo do pH para a atividade de hidrdlise dos
complexos, os quais visam a obtengdo do pH étimo de atividade frente a
hidrdlise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp) e os valores de
pKa cinéticos para cada complexo. Foram realizados estudos de variagdo da
concentracdo de substratos em diferentes pH’s (entre 5,0 e 9,0) a 25 °C.
Utilizaram-se cubetas de quartzo e/ou vidro éptico com capacidade para 4000
pL e caminho 6ptico de 1 cm, fechadas com tampa de teflon, nas quais foram
adicionados 500 pL de solugdo aquosa do tamp3o ([Tfinal = 3,3x10” mol.L™")
(MES pH 4,0, a 6,5; HEPES pH 7,0 a 8,5; CHES pH 9,00) com forga i6nica
mantida constante (I = 0,1 mol.L?, LiClO,), 940-500 uL de acetonitrila e 60-
500 pL de uma solugio em acetonitrila do substrato ([S]final = 0,7-6,4x10°
mol.L"). A reagdo foi iniciada com a adigio 60 pL de uma solugio em
acetonitrila do complexo ([C]final = 6,5x10° mol.L™). As velocidades iniciais
foram obtidas da inclinagdo da curva da absorvdncia versus tempo nos
primeiros 15 minutos de reagdo. O tratamento matematico utilizado para a
obtengdo dos parametros cinéticos foi o método ndo-linear de Michaelis-
Menten (PISZKIEWICZ 1977).

O estudo do efeito isotdpico de deutério na hidrdlise do 2,4-bdnpp
pelos complexos foi realizado pelo acompanhamento de duas reagdes
paralelas onde as solu¢bes tampdes HEPES pH e pD = 6,5 (corrigido) foram
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previamente preparadas em H,0 e D,0. As reagdes foram monitoradas, sob
condi¢Bes 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 correcdo da hidrdlise
espontanea do substrato foi realizada através da diferenca direta, ou seja,
experimentos em condig¢des idénticas exceto pela auséncia do complexo foram
acompanhados em paralelo, e a constante da reacdo ndo catalisada
descontada da constante total da reacdo.

3.1.2.10. Estudos de interacdo com DNA

Foram realizados trés tipos de experimentos para avaliar a interagdo
dos complexos com o DNA. Incialmente foi feito uma titulagdo via
espectroscopia eletronica dos complexos. Foi usado uma solugo 200 pmol L™
de DNA-CT, 50 mmol L™ de tamp3o Tris-HCL (pH 7,2), sendo a propor¢do de
acetonitrila/dgua de 25/75 (v/v). A concentragdo final da solugdo de DNA-CT
foi obtida através da absorbancia em 260 nm (¢ = 6.600 mol* cm™). Os
complexos foram titulados com diferentes aliquotas de DNA-CT e o espectro
obtido em cada ponto. Os valores de absorbancia foram corrigidos para a
diluicdo e a constante de equilibrio K, foi obtida por ajustar os valores a
equagao:

[DNA] _ [DNA] 1
(ca—cf) (sb—ef) Kb(eb—cf)

Onde &f e €b sdo as absortividades molares do complexo livre e
completamente ligado, respectivamente, e €a absortividade apds cada adigdo.
(WOLFE, SHIMER et al. 1987)

Outro experimento visando conhecer o modo de interagdao dos
complexos com DNA, foi utilizando uma titulagdo via espectrocopia de
fluorescéncia. O complexo FeZnlLP1l foi estudado através das medidas
espectrais de emissdo de fluorescéncia da forma de excimero, usando solugdo
do complexo CH;CN/H,O (25/75) Tris-HCI/NaCl (pH = 7,0) a 25° C. As
intensidades de emissdo em seus maximos foram captadas por volta de 452
nm com pequenos desvios. A excitagdo foi fixada em 396 nm. Os espectros
foram gerados a partir de adi¢Bes de CT-DNA (200 pmol.L™).

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

3.2. Sintese dos Ligantes

3.2.1. Sintese do terc-butil-N-[4-(1-pirenilmetil)Jamino-butil]-
carbamato (Pir-dab-Boc)

"\/\/\Hj\ok

E/\ J< i) NaBH,
C’C’ II

Em um baldo de fundo redondo de uma boca e 125 mL contendo
0,46g (2,0 mmol; 230,26 g.mol’l) de pirenocarboxialdeido em uma solugdo
metanol/THF (1:1), foram adicionados lentamente 0,38 g (2,0 mmol; 188,27
g.mol’) em pequenas porcdes a 1,4-diaminobutano-Boc previamente
dissolvida em metanol/THF (1:1). O sistema permaneceu sob agitacdo por 3 h.
(Acompanhado por CCD - Silica — diclorometano).

A solugdo foi entdo resfriada a 0°C e o Borohidreto de sédio (0,075 g;
2,0 mmol; 37,83 g.mol™) foi adicionado lentamente em pequenas porcdes
sélidas em intervalos de 5 min. O sistema permaneceu sob agitacdo a
temperatura ambiente por 12 h. Em seguida o pH foi ajustado para
aproximadamente 5 com a adicdo de HCl 4 mol.L™ e permaneceu em agitacdo
por 30 min. O pH foi novamente ajustado para 9 (com NaHCO;) e o solvente
foi removido. Foi entdo resolubilizado em CH,Cl, e foi extraido (3 x 30 mL) com
solugdo saturada de NaHCO;. A fase organica foi seca com Na,SO, e o solvente
removido em rota evaporador restando um 6leo amarelo claro. Este foi entdo
seco em bomba de vécuo, obtendo-se 0,68 g (75 %) de uma espuma amarela
clara. O composto foi caracterizado por IV e RMN-"H.

IV em KBr (cm™)- v(N-H) 3371,3294; v(C-H,,) 3046; v(C-Hai) 2927,2815; v(C=0)
1705; v(C=C) 1515; §(C-H,,) 848; 8(C-H,,) 716.
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Figura 16 — Espectro no Infravermelho do Pir-dab-boc em pastilha de KBr.

RMN-'H (CDCl;) 8 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).
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Figura 17 — Espectro de RMN-"H do Pir-dab-boc em CDCl;.
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3.2.2. Sintese do 4-aminometil-1-pirenilmetil-amina (Pir-dab)

o
o i) CF;COOH NH,

B —
) e

Em um baldo de fundo redondo de uma boca de 125 mL foram
dissolvidos 0,68 g (1,7 mmol; 230,26 g.mol’l) 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 acido
trifluoracético (com a adi¢do o sistema adquiriu uma coloragdo esverdeada).
Apds a adigdo o sistema permaneceu sob agitagdo e temperatura ambiente
por 3 h.

O solvente foi removido em rotaevaporador e lavado por 2x com
diclorometano. Com o auxilio de um funil de extragdo uma solugdo do
composto em diclorometano foi lavada com uma solugdo de NaOH 2,0 mol.L™
(3x 20 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, e o solvente removido em
rotaevaporador e também em bomba de vacuo. O composto foi caracterizado
por IV e RMN-"H.

IV em KBr (cm’l) - v(N-H) 3367,3290; v(C-Hp,) 3043; v(C-Hui) 2934,2810; v(C=C)
1594; v(CH,) 1443; 8(C-H,,) 843,801, 5(C-H,,) 708.
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Figura 18 - Espectro no Infravermelho do Pir-dab em pastilha de KBr.

RMN-'H (CDCl;) 8 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 (1H, d).

CHCI,

(8) ppm

Figura 19 - Espectro de RMN-"H do Pir-dab em CDCl;.
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3.2.3. Sintese do terc-butil-N-[4-bis-(1-pirenilmetil)Jamino-butil]-
carbamato (Pir2-dab-Boc)

>
(NHZA o O‘ i) Et;N “‘O o)\NH
L) e A

. THF seco |

Em um baldo de fundo redondo de uma boca de 125 mL (com torneira
acoplada) contendo 0,56g (3,0 mmol; 188,26 g.mol’l) de 1,4-diaminobutano-
Boc em uma solugdo de THF (seco), foram adicionados lentamente 1,77 g (6,0
mmol; 295,17 g.mol™) em pequenas por¢des do 1-bromometil-pireno sob fluxo
positivo de argbnio e também uma quantidade estequiométrica de
trietilamina. O sistema permaneceu sob agitacdo 12 h sob atmosfera saturada
de argobnio. (Houve a formagdo de um sélido branco)

O precipitado foi removido por filtragdo, e o filtrado foi levado ao
rotaevaporador, obtendo-se um sélido amarelado. Este foi entdo
resolubilizado em diclorometano e lavado com pequenas porgdes de
NaHCO;(,q (3x20 mL) e com brine (2x20 mL). A fase organica foi seca com
Na,SO, 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-"H.

IV em KBr (cm’l) - v(N-H) 3430; v(C-Hp,) 3043; v(C-Hpi) 2922-2794; v(C=0)
1697; v(C=C) 1505; v(CH,) 1362; 8(C-H,,) 843, 5(C-H,,) 708.
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Figura 20 - Espectro no Infravermelho do Pir2-dab-boc em pastilha de KBr.

RMN-'H (CDCl;) 8 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 (4H,s); 8,05 (16 H, m); 8,34 (2 H, d).

5 (ppm)

Figura 21 - Espectro de 'H-RMN do Pir2-dab-boc em CDCl,.
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3.2.4. Sintese do (4-aminobutil)-bis-(1-pirenil-metil)-amina (Pir2-
Dab)

O)\NH NH,
\/\) i) CF;COOH \/\)
N —_— > N

CH,Cl,

Em um baldo de fundo redondo de uma boca de 125 mL foram
dissolvidos 1,24 g (2,0 mmol; 620,82 g.mol'l) 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 acido
trifluoracético (com a adi¢do o sistema adquiriu uma coloragdo esverdiada).
Apds a adigdo o sistema permaneceu sob agitagdo e temperatura ambiente
por 3 h.

O solvente foi removido em rotaevaporador e lavado por 2x com
diclorometano. Com o auxilio de um funil de extragdo uma solugdo do
composto em diclorometano foi lavada com uma solugdo de NaOH 2,0 mol.L™
(3x 20 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, e o solvente removido em
rotaevaporador e também em bomba de vacuo. O composto foi caracterizado
por IV e RMN-"H.

IV em KBr (cm'l) - v(N-H) 3423,3360; v(C-Hp,) 3093; v(C-Hpi) 2928,2798; v(C=C)
1590; v(CH,) 1366; 8(C-H,,) 838; 6(C-H,,) 708.
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Figura 22 - Espectro no Infravermelho do Pir2-dab em pastilha de KBr.
RMN'H (CDCl3) 8 ppm —1,03 (2H, m); 1,12 (1 H, s largo); 1,39 (2 H, m) 2,39 (2
H,t),2,61(2H,t);4,32(4H,s); 7,99 (16 H, m); 8,37 (2 H, d).
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Figura 23 — Espectro de RMN-'H do Pir2-dab em CDCl,.
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3.2.5. Sintese do 2-({[(3-{[(4-aminobutil)Jamino]metil}-2-hidroxi-5-
metilfenil)metil](piridin-2-ilmetil)Jamino}metil)-6-{[bis(piridin-2-
ilmetil)amino]metil}-4-metilfenol — H,LAB

Z
i) Dab-Boc " |
ii) NaBH, N NH,
iii) CF43COOH N N_ OH N
—_—
g ) bgj
N l Z

CH3OH

Em um baldo de fundo redondo de uma boca de 125 mL foram
dissolvidos 1,32 g (2,25 mmol; 587,71 g.mol'l) do H,py3mff em metanol.
(PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) Em seguida foram adicionados lentamente
pequenas por¢des de uma solugdo metandlica contendo 0,42 g do Dab-Boc
(2,25 mmol; 187,27 g.mol™). Apés a adicdo o sistema permaneceu sob
agitacdo e temperatura ambiente por 3 h. O sistema foi resfriado a 0 °C com
banho de gelo, e em seguida pequenas por¢Ges de NaBH, foram adicionadas
diretamente (0,08 g; 2,25 mmol; 37,83 g.mol’l). Com o passar do tempo a
solugdo foi perdendo a coloragdo amarelada e permaneceu sob agitagdo por
14 h.

O pH foi ajustado para 5 com adi¢do de HCl 4 mol.L" e permaneceu
sob agitagdo por 30 minutos. O solvente foi removido em rotaevaporador
restando um éleo marrom. Este foi solubilizado em 40 mL uma solugdo aquosa
de HCl 0,01 mol.L" e esta solucdo foi extraida com CH,Cl, (3x30 mL). O pH da
fase aquosa foi ajustado para 10 e foi novamente extraida com CH,Cl, (3x30
mL). A fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o solvente removido a
pressdo reduzida. Foram obtidos 1,56 g de um sodlido esponjoso marrom
claro.

Este sélido foi entdo dissolvido em 30 mL de CH,Cl, e resfriado com
um banho de gelo. Em seguida, foram adicionados 2,5 mL (aprox. ImL/mmol)
de acido trifluoracético (CF;COOH) em pequenas porgdes. Apds a adigdo a
solugdo se tornou verde escura e permaneceu sob agitacdo e banho de gelo
por 3 h.

Em seguida o sistema foi lavado com H,O (1x20 mL) e NaOH 2,0
mol.L? (3x20 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, 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-'H.
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IV em KBr (cm™) - v(N-H) 3368; v(C-Ha) 3011; v(C-Huy) 2927-2854; v(C=C)
1592; v(C=N) 1562; v(C=C) 1478; 5(0-H) 1362; 5(C-Ha,) 859; &(C-H,,) 768.

80

754

704

65

60

% T

554

50

45

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

cm’

Figura 24 — Espectro no Infravermelho do H,LAB em pastilha de KBr.

RMN-'H (CDCl;) & 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 'H-RMN do H,LAB em CDCls.

3.2.6. Sintese do 2-{[bis(piridin-2-ilmetil)Jamino]metil}-6-{[({2-
hidroxi-5-metil-3-[({4-[(piren-1-ilmetil)Jamino]butil}amino)
metil]fenil}metil)(piridin-2-ilmetil)Jamino]metil}-4-metilfenol
—-H,LP1

(]
i) Pir-Dab Sy N
i) NaBH, 4 1 [ I \)/\H ‘
MeOH / THF O‘]
Z N o Nl N O
~ ‘ Z

Em um baldo de fundo redondo de uma boca de 125 mL foram
dissolvidos 1,32 g (2,20 mmol; 587,71 g.mol'l) do H,py3mff em 40 mL de uma
mistura metanol/THF (1:1). Em seguida foram adicionados lentamente
pequenas por¢des de uma solugdo em THF contendo 0,66 g do Pir-Dab-Boc
(2,20 mmol; 302,41g.mol™). Apds a adicdo o sistema permaneceu sob agitacdo
e temperatura ambiente por 3 h. O sistema foi resfriado a 0 °C com banho de
gelo, e em seguida pequenas por¢des de NaBH, foram adicionadas
diretamente (0,08 g; 2,20 mmol; 37,83 g.mol’l). Com o passar do tempo a
solugdo foi perdendo a coloragdo amarelada e permaneceu sob agitagdo por 3
h.

Em seguida foi adicionado HCl 4 mol.L" em pequenas porcdes para
ajustar o pH entre 5-6, e o solvente foi entdo removido em rotaevaporador. O
dlelo resultante foi entdo solubilizado em CH,Cl, e extraido com NaHCO; (3X20
mL). A fase organica foi seca com Na,SO, e o sovente remvido a pressdo
reduzida. Oram obtidos 1,48 g (77 %) de um sdélido esponjoso amarelo palha.
O composto foi caracterizado por IV e RMN-"H.

IV em KBr (cm™) - v(O-H) 3430; v(N-H) 3186; v(C-H,) 3043,3007; v(C-Hup)
2922,2810; v(C=C) 1586; v(C=N) 1568; 5(0-H) 1365; 5(C-H,,) 843; §(C-H,,) 768.
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Figura 26 — Espectro no Infravermelho do H,LP1 em pastilha de KBr.

RMN-'H (CDCl;) 8 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 (3H, 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).

10 8 6 4 2 0
& (ppm)

Figura 27 — Espectro de "H-RMN do H,LP1 em CDCl,.
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3.2.7. Sintese do 2-{[({3-[({4-[bis(piren-1-
ilmetil)amino]butil}lamino)metil]-2-hidroxi-5-metilfenil}metil)
(piridin-2-ilmetil)Jamino]metil}-6-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]
metil}-4-metilfenol — H,LP2

\/@\/(@\ i) Pir2-Dab \/5;\/(@\ OO

ii) NaBH, Sk

MeOH / THF \ \/\/\ 00
p O

Em um baldo fundo redondo de uma boca de 125 mL foram
dissolvidos 1,17 g (2,0 mmol; 587,71 g.mol'l) do H,py3mff em uma mistura
metanol/THF (1:1). Em seguida foram adicionados lentamente pequenas
por¢cOes de uma solugdo metandlica contendo 1,03 g do Pir2-Dab (2,0 mmol;
516,67 g.mol™). Apds a adicdo houve a formagdo de uma suspensdo que foi
solubilizando aos poucos e o sistema permaneceu sob agitagdo e temperatura
ambiente por 2 h.

O sistema foi resfriado a 0 °C com banho de gelo, e em seguida
pequenas porgdes de NaBH, foram adicionadas diretamente (0,07 g; 2,00
mmol; 37,83 g.mol™®) Com o passar do tempo a solugio foi perdendo a
coloragdo amarelada e permaneceu sob agitacdo por 1 h. Apds este intervalo
de tempo HCI foi adicionado para ajustar o pH entre 5-6 e o solvente foi
removido. O 6leo restante foi dissolvido em CH,Cl, e extraido com HCl 1 mol.L™
(3x10 mL) e com NaHCO3s,y (3x30 mL). A fase organica foi seca com Na,SO, e
o solvente removido em rotaevaporador. Foram obtidos 1,52 g (69 %) de um
sélido esponjoso marrom claro. O composto foi caracterizado por IV e RMN-"H.

IV em KBr (cm™) - v(O-H) 3423; v(C-Hp,) 3041,3004; v(C-Hpi) 2919,2804; v(C=C)
1591; v(C=N) 1569; v(C=C) 1472; 5(0-H) 1362; §(C-Hx) 843; 8(C-Hn) 754;
§(C=C,,) 708.
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Figura 28 — Espectro no Infravermelho do H,LP2 em pastilha de KBr.

RMN-'H (CDCl;) & 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
(3H,m) 7,37 (3H,d); 7,51 (3 H, q); 7,82-8,11 (16 H, m); 8,35 (2 H, d); 8,53 (3 H,
d).
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Figura 29 — Espectro de "H-RMN do H,LP2 em CDCls.
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3.3. Sintese dos Complexos

3.3.1. Sintese do Perclorato de p-hidroxo-2-({[(3-{[(4-aminobutil
amino]metil} -2-hidroxi-5-metilfenil)metil](piridin-2-ilmetil)
amino}metil)-6-{[bis(piridin-2-ilmetil)Jamino]metil}-4-metilfenol
Ferro(lll) Zinco(ll) - FeZnLAB

=

| i) Zn(CI0,), 6H,0
X

N ii) Fe(C10,); 9H,0

N N HN\/j iii) NaOH
[ it

-~ i o i N

x Z

MeOH

Em um bal3do de fundo redondo de 250 mL contendo 20 mL de uma
solugdo metandlica do ligante H,LAB (0,39 g, 0,60 mmol, 659,86 g.mol’l), foram
adicionados 20 mL de uma solugdo metanolica contendo 0,22 g de
Zn(ClO,),.6H,0 (0,6 mmol, 372,36 g.mol™) diretamente ao meio reacional.
Apds a adigdo deixou-se o sistema sob agitagdo por 15 minutos. Entdo 80 mL
de uma solugdo metandlica contendo 0,31 g de Fe(Cl0,);.9H,0 (0,6 mmol,
516,29 g.mol™) foram adicionados lentamente por um periodo de 7 horas com
o auxilio de um funil de adigdo com equalizador de pressao.

Na sequéncia, foram adicionados lentamente 1,8 mL de uma solugdo
aquosa 1,0 mol.L'" de NaOH ao sistema ocorrendo uma mudanga na coloracio
de azul para purpura. O sistema foi deixado sob repouso por 3 dias havendo a
precipitacdo de um sdlido purpura que foi recristalizado em CH3;CN. Foram
obtidos 0,38 g (63 %) de um sdlido purpura cristalino.

IV em KBr (cm™) - v(O-H) 3553,3403; v(N-H) 3241; v(C-Ha) 3031; v(C-Haux)
2922,2861; v(C=C) 1638; v(C=N) 1610; v(C=C) 1478 ; v(Cl-0) 1098,1087;
§(C-H,,) 618.
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Figura 30 — Espectro no Infravermelho do FeZnLAB em pastilha de KBr.

3.3.2. Sintese do Perclorato de p-hidroxo-2-{[bis(piridin-2-ilmetil)
amino]metil} -6-{[({2-hidroxi-5-metil-3-[({4-[(piren-1-ilmetil)
amino]butil}amino)metillfenil}metil) (piridin-2-ilmetil)amino]
metil}-4-metilfenol Ferro(lll) Zinco(ll) - FeZnLP1

OO i) Zn(CI0,); 6H,0

SN @ f<
ii) Fe(Cl0,4); 9H,0
]N OH
\/@\/ ; \\ I\N ™

OH HN

N
é b MeCN I THF HO ﬁu
H

O ligante H,LP1 foi solubilizado em 40 mL de uma mistura 1:1 de
acetonitrila/THF (0,48 g, 0,55 mmol, 874,12 g.mol™) em um baldo de fundo
redondo de 500 mL. Logo em seguida 20 mL de uma solugdao em acetonitrila
contendo 0,20 g de Zn(ClO,),.6H,0 (0,55 mmol, 372,36 g.mol™) foram
adicionados diretamente. Apds a adi¢do deixou-se o sistema sob agitagdo por
20 minutos. Entdo 80 mL de uma solugao em acetonitrila contendo 0,28 g de
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Fe(Cl0,);.9H,0 (0,55 mmol, 516,29 g.mol™) foram adicionados lentamente por
um periodo de 8 horas, com o auxilio de uma coluna de adi¢do.

Em seguida, 1,7 mL de uma solucio aquosa 1,0 mol.L" de NaOH
foram adicionados lentamente ao sistema ocorrendo uma mudan¢a na
coloragdo de azul para purpura. O sistema foi deixado sob repouso por uma
semana, havendo a precipitacdo de um sélido purpura que foi recristalizado
em CH;CN. Foram obtidos 0,36 g (53 %) de um sdlido purpura microcristalino.
IV em KBr (cm'l) - v(0-H) 3437; v(C-Hp) 3037; v(C-Hai) 2922,2861; v(C=C)
1607; v(C=N) 1571; v(C=C) 1470; v(CI-O) 1090; &(C-H,,) 843; 3(C-H,,) 758;
d(C=C,) 622.

704

%T

Hont—r—7—7—7
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
cm

Figura 31 — Espectro no Infravermelho do FeZnLP1 em pastilha de KBr.
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3.3.3. Sintese do Perclorato de p-hidroxo-2-{[({3-[({4-[bis(piren-1-
ilmetil)amino]butil}lamino)metil] -2-hidroxi-5-metilfenil}metil)
(piridin-2-ilmetil)Jamino]metil} -6-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]
metil}-4-metilfenol Ferro(lll) Zinco(ll) — FeZnLP2

O‘ i) ZN(CIOy), 6H,0 ﬁ<>\ [
— N v
ii) Fe(CIOy); 9H;0 \ ‘
_wNeow % Z"/o\n//° Q
N/ \2/ N, Q
CH3CN/ THF )

é & n‘o R

O ligante H,LP2 foi solubilizado em 60 mL de uma mistura 1:1 de
acetonitrila/THF (0,54 g, 0,50 mmol, 1088,39 g.mol'l) em um baldo de 500 mL.
Logo em seguida 20 mL de uma solugdo em acetonitrila contendo 0,19 g de
Zn(Cl0O,),.6H,0 (0,50 mmol, 372,36 g.mol™) foram adicionados diretamente.
Apds a adicdo deixou-se o sistema sob agitagdo por 20 minutos. Entdo 100 mL
de uma solugdo em acetonitrila contendo 0,26 g de Fe(ClO,);.9H,0 (0,50 mmol,
516,29 g.mol™) foram adicionados lentamente por um periodo de 8 horas.

Entdo 1,5 mL de uma solugdo 1,0 mol.L"! de NaOH foram adicionados
lentamente ao sistema ocorrendo uma mudanga na coloragdo de azul para
purpura. O sistema foi deixado sob repouso por uma semana, havendo a
precipitacdo de um sélido purpura que foi recristalizado em CH3;CN. Foram
obtidos 0,40 g (56 %) de um sdlido purpura microcristalino.

IV em KBr (cm’l) - v(O-H) 3443; v(C-Ha) 3043; v(C-Hpi) 2919,2857; v(C=C)
1610; v(C=C) 1474; v(CI-0) 1112,1090; &(C-H,,) 847; 5(C-Ha,) 762; 8(C=C,,) 620.
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Figura 32 — Espectro no Infravermelho do FeZnLP2 em pastilha de KBr.

ATENGCAO: Embora nenhum problema tenha sido encontrado nas sinteses e
purificagées dos complexos, sempre devem ser tomadas precaugées no manuseio
de sais de perclorato, por serem potencialmente explosivos!
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo tratados os resultados obtidos na caracterizagdo
dos ligantes e dos compostos de coordenac¢do desenvolvidos neste trabalho.
Desta forma também serdo aqui apresentados os estudos de reatividade com
ésteres de fosfato e de interacdo com 4acidos nucléicos. Na Figura 33 estdo
apresentados os ligantes ndo simétricos utilizados neste trabalho.

G g
w
N NH,
"\/@" OH "N\f
OH
~ N
f b H,LAB
7

’ 0 e
|

Figura 33 — Representacdo dos ligantes preparados no presente trabalho.

4.1. Caracterizagdo dos ligantes

Os ligantes binucleantes H,LAB, H,LP1 e H,LP2 foram obtidos com
rendimentos adequados, de acordo com as rotas sintéticas descritas na se¢do
experimental, para a sintese dos complexos. Esses compostos apresentaram
grau de pureza aceitavel, possibilitando o seu uso nas sinteses dos compostos
de coordenagdo propostos e foram caracterizados por espectroscopia na
regido do infravermelho, ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e
espectrometria de massa.
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4.1.1. Espectroscopia no Infravermelho — IV

Como mencionado anteriormente, todos os compostos organicos,
(ligantes e precursores), foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho e suas principais bandas foram atribuidas com base em
semelhanc¢a, de modo a serem utilizadas para acompanhar a formagdo dos
compostos em cada etapa da reac¢do. (SILVERSTEIN, BASSLER et al. 1991)

No espectro de IV do precursor Pir-dab-boc nota-se a presenca da
banda intensa em 1704 cm™ refente ao estiramento da ligacio C=0 do
grupamento carbonila (Boc). Esta banda foi usada como referéncia para
verificar a desprotecdo do grupo Boc na sintese do precursor Pir-Dab
conforme demonstrado na figura abaixo.

Pir-Dab-Boc
—— Pir-Dab

T T T T T T T T T T T T ]
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
cm’

Figura 34 — Comparagdo dos Espectros no IV do Pir-dab-boc e Pi-Dab.

Os ligantes H,LAB, H,LP1 e H,LP2 apresentaram bandas de absorgdo
caracteristicas e similares as apresentadas pelos seus precursores. Na regido
de 3060 e 3030 cm™ s3o encontradas bandas de estiramento das ligacdes C-H
dos anéis aromaticos. Entre 2980 e 2800 cm™ aproximadamente, nota-se
bandas relativas aos estiramentos das ligagées C-H das cadeias alifaticas. Em
1589 cm™ tem-se bem pronunciada a absorcdo dos anéis aromaticos (C=C e
C=N) e em 1223 cm™ o estiramento da ligacdo C-O, indicando a presenca dos
grupos fendlicos. De forma pronunciada também sdo encontradas as bandas
nas regides de 843 e 750 cm™ referentes a deformacdo angular fora do plano
da ligagdo C-H dos anéis aromaticos. A ocorréncia de varias bandas
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pronunciadas nesta regido é caracteristica de grupos aromdticos polinucleares,
o que reforga a indicagdo da ocorréncia dos grupos pireno nos ligantes. No
ligante H,LAB a a faixa entre 850 e 750 cm™ aparece com bandas mais
alargadas, uma vez que nessa regido também aparecem bandas referentes a
tor¢do da ligagdo N-H, conforme demonstrado na figura a seguir.

H,LAB

H.LAB

T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1800 1800 1400 1200 1000 800 600

.1 1
cm om

Figura 35 — Comparacgdo entre os espectros no infravermelho dos ligantes H,LAB,
H,LP1 e H,LP2.

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

A espectroscopia de RMN-"H também foi uma ferramenta bastante
util para a caracterizagdo de cada composto sintetizado. Os deslocamentos
quimicos e a integragdo dos sinais observados nos espectros permitiram
determinar o numero de hidrogénios presentes em cada composto. Desta
forma foi possivel distingui-los entre os atomos de hidrogénio metilicos,
metilénicos e aromaticos.

Os valores de deslocamento quimico (6 em ppm), numero de
hidrogénios correspondentes e as atribui¢cGes dos sinais estdo sumarizados na
Tabela 1. (SILVERSTEIN, BASSLER et al. 1991)
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Tabela 1 — Deslocamentos quimicos (ppm) observados nos espectros de
RMN-'H para os ligantes H,LAB, H,LP1 e H,LP2.

Atribuic3o H,LAB H,LP1 H,LP2
1
H
Metila 2,22 (6H) 2,16 (6H) 2,17 (6H)
1,32 (2H)
1,44 (2H) 1,52 (4H) 1,68(2H)
1 1,85 (2H) 2,63 (2H) 2,22(2H)
) 2,69 (2H) 2,75 (2H) 2,58 (2H)
Metileno
3,08 (2H) 3,66-3,80 (14H) 3,44 (2H)
3,72-3,85 (14H) 4,43 (2H) 3,69-3,82 (12H)
4,29 (4H)
6,79 (4H) 6,84 (4H)
S’fg g:; 7,09 (3H) 7,07 (3H)
1 ! 7,34 (3H) 7,37 (3H)
H 7,39 (3H)
Aromaticos 7,58 (3H) 7,55 (3H) 7,51 (3H)
8,56 (3H) 8,09 (8H) 7,79-8,11 (16H)
! 8,29 (1H) 8,35 (2H)
8,50 (3H) 8,53 (3H)

Os precursores Dab-Boc (KRAPCHO & KUELL 1990), e 1-bromometil-
pireno (XU, SINGH et al. 2009) apresentaram espectros caracteristicos com
deslocamentos, multiplicidades e integracdo compativeis com seus
procedimentos ja descritos na literatura.

Durante a praparagao dos precursores, a integracdo dos picos
referentes aos atomos de hidrogénio pertencentes aos anéis aromaticos dos
grupos pireno foram bastante Uteis, podendo-se observar a entrada de um
grupo pireno no Pir-dab-boc ou dois grupos pireno do Pir2-dab-boc.

Nas etapas de desprotecdo 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 regido de 1,45 ppm. Este comportamento é
apresentado na Figura 36, onde fica evidente a mudanga no espectro de 'H-
RMN.
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Pir-dab-Boc
Pir-dab
T T T T
5 4 3 2 1 0
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Figura 36 — Comparacgao 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 "H-RMN complexo, com regies onde n3o se é
possivel atribuir adequadamente uma multiplicidade de sinal para cada
hidrogénio. Entre as principais diferengas podem-se destacar na regido dos
hidrogénios aromaticos, onde a presenga ou o aumento de grupos pireno
acaba por intensificar a populagdo de sinais na regido entre 6-9 ppm. Um
grafico comparativo desta regido é apresentado na Figura 37.
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H,LP2

b M
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Figura 37 — Comparagao dos espectros de "H-RMN para os trés ligantes finais na
regido entre 5e 11 ppm.

4.1.3. Espectrometria de Massa com lonizagdo por Eletrospray — ESI-
MS

A espectrometria de massa com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS)
apresentou-se como uma técnica de analise aplicada com sucesso na
caracterizagdo dos ligantes, ao produzir ions em fase gasosa diretamente da
solugdo contendo o composto a ser analisado, obtendo-se assim informagdes
qualitativas acerca das espécies carregadas existentes neste sistema. Desta
forma foi possivel determinar a presenga dos ions moleculares para todos os
ligantes indicando a obten¢do dos mesmos.

A e Figura 38 apresentam os espectros de massa e a Tabela 2
demonstram as espécies identificadas para os ligantes H,LAB, H,LP1 e H,LP2:
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Figura 38 — Espectros de massa no modo positivo dos ligantes H,LAB (acima),
H,LP1 (esquerda) e H,LP2 (direita) em acetonitrila. Em destaque as simulag¢Bes das
distribui¢des isotodpicas.

Tabela 2 — Espécies determinadas na espectrometria de massa.

Espécie m/z Representagcao
H,LAB CaqHsgNgO3 (14) 760,4  H,LAB + H* + H,0 + 2CH;CN
H,LP1 Cs7HeoN;0; (1+) 874,5 H,LP1 + H
H,LP2 + H
H,LP2 Cy4H-oN50; (1+) 1088,4 2
H,LP2 + 2H

C74H7:N;0, (2+) 544,8
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4.2. Caracterizacdo dos Complexos

Os complexos descritos neste presente trabalho foram caracterizados
por diferentes métodos fisicos e quimicos tanto em estado sélido (analise
elementar de CHN, medidas espectroscépicas), quanto em solugdo
(eletroquimica, potenciometria, espectrometria de massa e espectroscopia
eletronica). Tais estudos tem por objetivo elucidar a composicdo quimica,
arranjo estrutural e propriedades acido-base destes complexos, bem como
compara-los com outros compostos semelhantes descritos na literatura .

O conhecimento dessas propriedades é fundamental para a
identificacdo da espécie ativa nos processos de clivagem hidrolitica de ésteres
de fosfato (substratos modelo), bem como para obtengdo de informagdes
mais completas nos estudos de interagdo com 4cidos nucléicos. A Figura 39
apresenta os complexos sintetizados neste (FeZnLAB, FeZnLP1l e FeZnlLP2)
trabalho e também dois complexos que foram usados como comparagdo
(FeZnbpbpmp e FeZnlald) por suas semelhangas estruturais. (NEVES,
LANZNASTER et al. 2007; PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010)

FeZnbpbpmp FeZnLAld FZLAB HaN

(CI0); (CI0y);
= N N, \ = N N,
/ \ , (LA
! W
>

LSS h LN L
Q o NS o I ~,
= wo | P \—/_\u D Ho

FZLP1 FZLP2

Figura 39 — Representacdo dos complexos sintetizados e utilizados para
comparagdo neste trabalho.
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4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho — IV

A espectroscopia no IV é geralmente utilizada como uma analise
preliminar e mostrou-se muito Util na caracterizagdo inicial dos complexos,
uma vez que a formagdo dos mesmos pode ser acompanhada pela presenca
das bandas caracteristicas de cada ligante. Sendo assim, os espectros no
infravermelho dos complexos sdo bastante similares aos espectros dos
respectivos ligantes, indicando a presenca dos mesmos nos compostos
isolados. Bandas adicionais, referentes ao contra-ion, e moléculas de agua,
bem como deslocamentos dos numeros de onda (para maior energia) em
relacdo aos ligantes livres, também sdo observados. Abaixo estdo apresentadas
figuras com comparagdes entre as bandas para os complexos e seus
respectivos ligantes.

Complexo

Ligante

FeZnLAB

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

Complexo

Complexo

Ligante

% T

Ligante

FeZnLP1 FeZnLP2

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm’ cm’

Figura 40 — Comparagdo dos espectros no infravermelho entre cada complexo e
seu respectivo ligante.
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Figura 40 ilustra uma sobreposicdo dos ligantes livres com os
respectivos complexos onde podem ser observadas as similaridades e
diferengas entre estes compostos. Os ligantes H,LAB H,LP1 e H,LP2
apresentam bandas intensas entre 1600 e 1500 cm?, referentes aos
estiramentos das ligages C=N e C=C dos anéis aromaticos. Nos complexos
FeZnLAB, FeZnLP1l e FeZnlLP2 estas bandas também sdo observadas com
intensidades relativas similares. A auséncia da banda de média intensidade em
aproximadamente 1370 cm™ 8(O-Hieny) NOs espectros dos complexos, indica a
coordenacio dos grupos fenolato ao centro de Fe" em todos os complexos.

Outra caracteristica interessante refere-se a presenga do anion
perclorato. Em todos os complexos a absorgdo referente ao contra-ion é
visualizada o que indica a presenga do mesmo na molécula, o qual é facilmente
detectado pela banda intensa em 1091 cm™ referente ao estiramento da
ligagdo CI-O.

4.2.2. Analise Elementar de CHN
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Os complexos sintetizados foram caracterizados por andlise
elementar de CHN e apresentaram resultados concordantes com as férmulas
moleculares propostas. As amostras foram deixadas sob atmosfera inerte e
pressao reduzida antes de serem acondicionadas em frascos apropriados para
posterior analise.

Os resultados obtidos apresentaram uma boa corrrelagdo entre os
valores calculados e tedricos. Para os complexos FeZnLP1 e FeZnLAB foram
observados a presenca de dgua, moléculas de solvente adsorvidas na amostra
ou proveniente dos ligantes. A Tabela 3 apresenta a formula molecular e as
porcentagens de C, H, e N (calculada/experimental) para os complexos
sintetizados.

Tabela 3 — Resultados da analise elementar de C, H e N para os complexos FeZnLAB,
FeZnlLP1 e FeZnLP2 (Calculado/Experimental).

Férmula

Molecular %C %H %N
FeZnLAB FeZnCy,He,N;Cl,046 45,32 /44,83 5,61/5,54 8,81/8,75
FeZnLP1 FeZnCq,H74N;Cl,0;5 52,43 /52,58 5,25/5,26 6,90/6,91
FeZnLP2 FeZnC,Hg,N;ClgO46 54,22 /55,03 4,91/4,98 5,82/ 5,85

Composi¢des Quimicas Propostas

FeZnLAB [FeZn(nOH)(H,0)1(ClO,),.(CH30H),.(H,0),
FeZnLP1 [FeZn(LP1)(nOH)(H,0)1(CIO,),.(THF).(CH,Cl,).(H,0),
FeZnLP2 [FeZn(LP2)(OH)(H,0),](Cl0,),.(CH,Cl),.(H,0)3

4.2.3. Condutometria

As medidas de condutividade molar para os complexos FeZnLAB,
FeZnLP1 e FeZnlLP2 foram efetuadas em solugbes recém preparadas em
acetonitrila com concentragdes 1,0 x 10 mol.L* a 25 °C. Os resultados de
condutividade molar (Ay) e as atribuigdes dos tipos de eletrdlitos para todos
os complexos sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Dados de Condutimetria.

Aw (1S.cm™) Atribuigdo do Eletrdlito
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
pS.cm™ sdo tipicos de solugdes de eletrdlito 2:1 em acetonitrila a 25 °C e
valores de condutividade entre 220-260 uS.cm™ sdo encontrados em
eletrélitos divalentes em concentragdo 1,0 x 10° mol.L". (GEARY 1971)
Portanto pode-se constatar que os compostos FeZnLP1 e FeZnLP2 apresentam
cation de carga +2.

4.2.4. Espectroscopia Eletronica — UV-vis

Os espectros de absor¢do UV-Vis de todos os complexos foram
investigados na regido entre 300 e 900 nm, utilizando-se acetonitrila e dgua
como solventes. Os resultados obtidos estdo apresentados sumarizados na
Tabela 5 e os espectros de cada complexo nos diferentes solventes encontram-
se na Figura 41. Em todos os complexos, foi possivel a observagdo de uma
banda intensa na regido de 500 nm, atribuida a um processo de transferéncia
de carga do tipo ligante - metal (TCLM) proveniente dos orbitais pm do
fenolato para os orbitais dn* do fon Fe". (GABER, MISKOWSKI et al. 1974) Um
segundo processo de TCLM ocorre na regido de 330 nm, envolvendo os orbitais
pr do fenolato e do* do Fe", e aparece na forma de um ombro parcialmente
encoberto pelas bandas devido as transig0es dos anéis fendlicos e piridinicos
do ligante. (NEVES, LANZNASTER et al. 2007)
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Figura 41 — Espectro eletrénico dos complexos FeZnLAB (acima), FeZnLP1
(esquerda) e FeZnLP2 (direita): Solucio - [c] = 3x10™ mol.L™ e no estado sdlido.

Tabela 5 — Dados do espectro eletrénico para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e
FeZnLP2.

Amax. (nm) / & (L.mol™.cm™)

Complexo CH,;CN CH;CN/H,0 Base Sélido
FeZnLAB 553 (2180) 524 496 548
FeZnlLP1 512 (2100) 506 500 514
FeZnLP2 510 (2300) 491 476 528

Recentemente Smith e colaboradores reportaram uma série do
compostos heterobinucleares de Fe"zn" com o ligantes similares ao H,bpbpmp
gue 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>Fe" estio na faixa de 550 nm em acetonitrila pura. (PERALTA,
BORTOLUZZI et al. 2010) E importante mencionar que os valores de
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absortividade molar (g) para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1l e FeZnlLP2
apresentaram valores coerentes para a banda de transferéncia de carga
Fenolato>Fe" quando comparado a complexos heterobinucleares de Fe"zn".
Este fato indica fortemente a coordenagdo de um fenolato terminal e o
fenolato ponte ao centro de Fe", 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 FeZnlLP2 apresentam valores de A.s deslocados para
valores de menor comprimento de onda. (NEVES, LANZNASTER et al. 2007;
PERALTA, BORTOLUZZI et al. 2010; SMITH, PERALTA et al. 2012) Esta diferenca
pode ser justificadas uma vez que eles possuem grupamentos amina lateral
que podem realizar uma ligagdo de hidrogénio com a molécula de agua
terminal ou com o ion hidréxido ponte. Isto pode fazer com que o hidrogénio
da agua terminal no dtomo de Fe" fique comprometido com essa ligagdo de
hidrogénio, desta forma a densidade eletrénica sob o dtomo de ferro seria
alterada significativamente. Outra possibilidade seria a formagdo 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/dgua) e com a adi¢do de um esquivalente de NaOH para verificar o
efeito na banda de transferéncia de carga. Observou-se que os complexos
FeZnLP1 e FeZnLP2 apresentam uma menor deslocamento hipsocrémico com a
adicdo de agua se comparado ao complexo FeZnLAB. Os espectros eletrénicos
medidos em pastilha de KBr apresentam um perfil semelhante ao apresentado
em solugdo. Esta é uma forte indicagdo que os complexos mantém a mesma
estrutura tanto no estado sélido como em solugéo.

4.2.,5. Espectrometria de massa — ESI-MS

A espectrometria de massa foi de grande importancia no estudo dos
complexos em solugdo. Através desta técnica pode-se determinar de maneira
precisa as espécies geradas em solucdo e seus respectivos fons moleculares. E
de extrema importancia comentar que alguns ions com carga elevada (3+, 4+),
devido ao seus poténciais redox podem sofrer processos de redugdo durante a
ionizacdo. lons metélicos como Fe", Mn" e Cu" s3o 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 solu¢do de acetonitrila
pura (grau MS) a 500 nmol.L". Ele apresentou um grupo de picos com o
maximo (100%) em um rela¢do de massa/carga 433,6 com carga 2+. Este sinal
foi atribuido ao sistema [Fe"Zn"(-OH)LAB(OH,),]+(OH,),+H*, que corresponde
ao ion molecular do complexo possuindo duas dguas terminais ligadas aos
centros metdlicos, duas aguas de hidratacdo e com um dos grupos amino
protonados. A Figura 42 apresenta o espectro de massa para o complexo
FeZnLAB.
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Figura 42 — Espectro de massa no modo positivo para o complexo FeZnLAB em
solucdo de acetonitrila 500 nmol.L™. Simulagdo da distribuicdo isotépica em
destaque.

O complexo FeZnlLP1 foi estudado em uma solugdo de acetonitrila
pura (grau MS) a 500 nmol.L™. Ele também apresentou apresentou um grupo
de picos com o maximo (100%) em um relagdo de massa/carga 517,1 com
carga 2+. Este sinal foi atribuido ao sistema [Fe"Zn"(u-OH)LP1(OH,)]+(OH,)+Li",
que corresponde ao ion molecular do complexo possuindo uma molécula de
agua terminal ligada a um dos centros metalicos, uma agua de hidratagdo e um
fon Litio. O aduto formado com alguns fons 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 propria
linha da injecdo 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
solucdo de acetonitrila 500 nmol.L™. Simulagdo da distribuicdo isotopica em
destaque.

O complexo FeZnLP2 foi estudado, da mesma forma, em uma solugdo
de acetonitrila (grau MS) a 500 nmol.L™. Ele apresentou apresentou um grupo
de picos com o maximo (100%) em um relagdo de massa/carga 649,2 com
carga 2+. Este sinal foi atribuido ao sistema [(OH)Fe"(u-OH)zn"LP1
(OH,)]+(0OH,)+Na", que corresponde ao ion molecular do complexo possuindo
uma molécula de agua e um ion hidroxo terminal ligados aos centros
metalicos, uma agua de hidratagdo e um ion Sddio.
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Figura 44 — Espectro de massa no modo positivo para o complexo FeZnLP1 em
solugdo de acetonitrila 500 nmol.L™. Simulagdo da distribuicdo isotdpica em
destaque.
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Os resultados obtidos nos espectros de massa para os complexos
FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 estdo resumidos na tabela abaixo:

Tabela 6 — Espécies encontradas na espectrometria de massa.

Espécie m/z Representacdo
(Da)
FeZnLAB FeZnCaoHsoN-,0; (2+) 433,6 FeZnLAB + 2H,0
FeZnLP1 FeZnCs;HgoN,O,Li (2+) 517,1 FeZnlLP1 + H,0 + Li
FeZnLP2 FeZnC;4H;:N,O¢Na (2+) 648,2 FeZnH,LP2 + 20H + Na

4.2.6. Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2
foi avaliado através da voltametria de onda quadrada em acetonitrila. Os
voltamogramas desses complexos sdo apresentados na Figura 45, e os
potenciais redox estdo resumidos na Tabela 7. Todos os potenciais redox foram
referenciados ao eletrodo normal de hidrogénio (NHE) através dos padrdes
internos ferroceno (E;/, = 0,400 V vs NHE) para permitir a comparagdo entre os
potenciais determinados em meio organico 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 solugdo de acetonitrila/agua (2:1). Eletrodo de
trabalho: Carbono Vitreo; Eletrodo Auxiliar: Platina; Eletrodo de Referéncia:
Ag/Ag+; Eletrdlito suporte TBAPFg 0,1 mol.L'%; padrdo interno: Ferroceno.

Tabela 7 — Dados eletroquimicos de Onda Quadrada para os compexos.

Complexo Ey/, Vvs. ENH
FeZnLAB -0,532
FeZnLP1 -0,438
FeZnLP2 -0,482

Sabe-se que ions Zn" n3o apresentam processos eletroquimicos na
regido de pontencial estudados. Desta forma os potenciais aqui apresentados
referem-se apenas a reducdo dos fons Fe". (PERALTA, BORTOLUZZI et al. 2010)
Os potenciais determinados para todos os complexos (contendo a unidade
estrutural Fe"(p-OH)M") na regido de —0,40 a —0,80 V vs ENH, s3o atribuidos a
processos quasi-reversiveis de reducio do tipo Fe" + e- > Fe" e possuem
valores proximos aos determinados para os complexos de mesmo arranjo
estrutural ja reportados na literatura. (NEVES, LANZNASTER et al. 2007)

Surpreendentemente os potenciais para a reducdo do par Fe"/Fe"
encontrados diferem entre si significativamente. Ainda que os ambientes de
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coordenacdo sejam identicos, em cada complexo existe um ambiente de
segunda esfera diferenciado. Para o FeZnLAB existe uma amina primaria (-
NH2), no FeZnLP1 uma amina secundaria (-NH-Pir) e para o FeZnLP2 uma
amina tercidria (-Npir2). Isto deve mudar consideravelmente a maneira como
essas aminas interagem com a molécula de dgua terminal ligada ao ion Fe", o
gue muda a densidade eletronica em cada complexo de modo a diferenciar os
potenciais eletroquimicos.

Lanznaster demonstrou no complexo FeZnbpbpmp que este processo
redox Fe"/Fe" é fortemente dependente do pH. O potencial redox na espécie
Fe-OH, é de ~ = -0,06 V vs. NHE. Com o aumento do pH e consequente
formacdo da espécie Fe-OH o potencial é deslocado para = -0,20 V vs. NHE.
Este deslocamento é atribuido a desprotonagdo da molécula de &agua
coordenada ao centro de Fe" e consequente aumento da densidade eletrdnica
sobre o centro metalico, 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 superficie do eletrodo o que diminui a
concentragdo de espécies reduzidas e também o ganho de corrente.

4.2.7. Titulagdo Potenciométrica

Os estudos de titulagdo potenciométrica dos complexos foram
realizados em solugdo acetonitrila/agua (1:1 V/V) devido a baixa solubilidade
dos mesmos em agua. Esses experimentos foram realizados para avaliar a
presenca de moléculas de dgua coordenadas aos centros metalicos, quando se
encontram em solugdo. Isto é possivel devido a influéncia da acidez de Lewis
dos metais, que diminuem os valores de pKa destas moléculas de agua
possibilitando que estes possam ser titulados em meio aquoso. (MARTELL &
RANCOCK 1996)

Os resultados obtidos para os compostos FeZnLAB e FeZnlP1
mostraram a neutralizagao de 4 mol de KOH por mol de complexo na regido de
pH entre 3,00 e 12,00. O tratamento destes dados levou a obtengdo de quatro
constantes de protonagdo. Para o complexo FeZnLP2 nao foi possivel obter os
dados de constante via titulagdo potenciométrica, uma vez que ele precipita
durante a titulag. Como alternativa foi utilizada titulagdo espectrofotométrica
para determinar os valores de constante de desprotonagdo deste complexo
(Figura 46). Os valores sdo apresentados na Tabela 8 e os graficos de
distribuicdo das espécies podem ser vistos na Figura 47.



89

8
<
400 500 600 700
% (nm)
Figura 46 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo FeZnlLP2 em
acetonitrila/agua (1:1). Condicdes [complexo] = 2 x 10 mol.L'Y; | = 0,1 mol.L*?

NaClQ,; Faixa de pH 3,5-6,0.

A primeira constante de protonagdo pode ser atribuida a molécula de
dgua ligada ao 4tomo de Fe". Esta observagio é consistente uma vez que
valores de pKa para moléculas de dgua ligadas a um &tomo de Fe" possuem
valores proximo a 4,0. (SMITH, MARTELL et al. 1995) A segunda constante foi
atribuida a desprotonagdo da molécula de dgua ligada ao dtomo de zn". 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 secundaria em todas as estruturas, e a amina ligada ao pireno
muda em cada complexo (aminas primarias, secunddrias e terciarias). Isto
reflete diretamente nos valores de pKa encontrados.



90

Tabela 8 — Valores das constantes de protonagdo para os complexos FeZnlLAB,
FeZnlLP1 e FeZnlLP2.

pKal pKa2 pKa3 pKa4d
FeZnLAB
esn 4,08 £ 0,02 7,61+0,03 10,32+0,03 11,68 + 0,05
FeZnLP1
ean 4,21+0,03 6,85 +0,02 9,09 £0,02 11,39+ 0,04
FeZnLP2

4,27 +£0,08 - -

FZLAB o0 FZLP1
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pKa1l pKaz2 pKaa"‘ pKa4 "‘
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Figura 47 — Diagrama de distribuicdo de espécies em fung¢do do pH para os
complexos FeZnLAB e FeZnLP1.

Os valores para o primeiro pKa encontram-se dentro do esperado
para complexos similares ja descritos na literatura, onde a variagdo de grupos
substituintes ligados ao fenolato terminal alteram de forma consideravel o
valor da constante. O valor do segundo pKa apresenta-se consideravelmente
mais 4cido. (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 Fe"Cu"Py3mff ligados a um grupo poliamina
(PEI). Neste estudo foi observado também este comportamento onde o pKa da
dgua ligada ao metal divalente é menor do que o esperado. Neste caso os
autores justificam que a presenga dos grupos amino carregados (protonados)
afetam a constante de protonacio do ion Cu" facilitando a formacdo do ion
hidroxido ligado ao atomo de cobre. (DE SOUZA, KREFT et al. 2013)

Os complexos FeZnlLAB, FeZnLP1l e FeZnlLP2 também apresentam
grupos amino proximos a molécula de agua do ion Zn". Este efeito de segunda
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esfera de coordenagcdo faz com que o pKa desta molécula de agua seja
diminuido pela presenca dos grupos amino carregados positivamente (-NH5").
Uma proposta para os equilibrios observados nos complexos esta apresentada
na figura abaixo.

pKa 2

pKa 4

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

4.2.8. Proposta de estrutura

Baseando-se nas caracterizages apresentadas anteriormente e bem
como pela comparagdo com os complexos FeZnbpbpmp (NEVES, LANZNASTER
et al. 2007) e FeZnlLald (PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010) que possuem ligantes
com uma configuracdo semelhante ao H,LAB, H,LP1 e H,LP2. Desta forma
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pbde-se propor uma estrutura para os complexos FeZnlLAB, FeZnlLP1l e
FeZnLP2, onde os complexos possuem o dtomo de Zn" ligado ao lado macio do
ligante e o dtomo de Fe" ligado ao lado duro (fenolato). Os dois centros
metdlicos estdo interligados por uma ponte fenoxo e uma ponte hidroxo,
conforme a figura abaixo.

(C104),

R;=R;=H-FZLAB
R; =H R, = Pireno - FZLP1
Ry =R, = Pireno - FZLP2

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
interacdo e clivagem de 4acidos nucléicos, € o emprego de subtrastos modelo
que possuam ligagOes fosfodiéster que mimetizem a ligagdo de ester de fosfato
presente na cadeia do RNA e DNA. Para conhecer a capacidade catalitica dos
complexos aqui apresentados na hidrdlise da ligagdo 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 catalitica dos complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2
frente a hidrélise de ésteres de fosfato ativados foi avaliada através da reagdo
com o substrato modelo, sob condi¢des de excesso de substrato a 25 °C,
conforme ilustrado na Figura 50. Para obtencdo dos pardmetros cinéticos
utilizou-se o método das velocidades iniciais (PISZKIEWICZ 1977), onde as
reagdes foram monitoradas por método espectrofotométrico durante 3 a 5 %
da conversdo de substrato modelo a produtos, através do incremento da
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absorvancia em 400 nm devido a liberagdo do ion 2,4-dinitrofenolato (2,4-dnp)
como produto. (BATISTA, NEVES et al. 2003)

A concentracdo de 2,4-dnp (2,4-dinitrofenolato) foi calculada com
base nos valores de absorvancia obtidos e do coeficiente de absortividade
molar € = 12100 L.mol™.cm™. A contribui¢io devido & hidrélise njo catalisada
do substrato foi compensada através da diferenca direta de uma reacgdo sob
condicOes idénticas na auséncia do catalisador. A Figura 50 ilustra a reagdo de
hidrélise do 2,4-bdnpp. (BUNTON & FARBER 1969)

Figura 50 — Reagdo de hidrdlise do substrato modelo bis(2,4-dinitrofenil)fosfato.

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

O estudo do efeito do pH sobre a velocidade da reagdo de hidrélise
do substrato 2,4-bdnpp catalisada pelos complexos FeZnlLAB, FeZnlLPl e
FeZnLP2 foi realizado com o intuito de analisar a influéncia do pH para cada
sistema, encontrando o valor de pH étimo para a reagdo. De forma semelhante
é de grande interesse determinar o pKa cinético para cada reagdo, onde pode-
se comparar com o estudo de equilibrio quimico em solugdo e determinar a
espécie responsavel pela atividade hidrolitica.

A atividade de hidrdlise 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 FeZnlLP1l apresentaram um comportamento de sino,
onde foi possivel extrair os valores de pKa cinéticos para cada sistema. O
complexo FeZnlLP2 inesperadamente apresentou um comportamento
diferente com duas regiGes de maximo de atividade, conforme apresentado na
Figura 51.
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Figura 51 — Dependéncia da eficiéncia catalitica com o pH para a reacgdo de
hidrélise do 2,4-bdnpp. Condigbes: [Complexo] = 6,5x10°; [Substrato] =
1,0-6,5x10° mol.L'™"; [tamp3o] = 3,3x10” mol.L™; 1 = 0,1 LiClO, mol.L™.

Recentemente Mitic e colaboradores reportaram estudos cinéticos
com uma série de complexos heterobinucleares de Fe"M" (M" = Zn, Cu, Ni, Mn)
frente a hidrdlise do substrato modelo 2,4-bdnpp. (MITIC, SMITH et al. 2006)
Para esta série de compostos o primeiro pKa cinético é atribuido a
desprotonacdo da molécula de 4gua ligada ao fon Fe", o que geraria o
nucledfilo responsavel pelo ataque ao dtomo de fdésforo do fosfato. O segundo
pKa se refere a desprotonacdo da molécula de dgua ligada ao M". Neste caso
com a formac3o do ion hidroxo ligado ao M" dificultaria a ligagdo so substrato
com o complexo o que diminuiria drasticamente a atividade catalitica. Estes
dois valores de pKa cinético coincidem com os valores de pKa potenciométrico
0 que sugere que a espécie ativa seja (OH)Fe(LOH)M(OH,).

Ja os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 também possuem as
mesmas atribui¢des dos pKas 1 e 2, entretanto estes valores ndo coincidem
com os valores de pKa potenciométrico. Uma vez que o substrato se ligue aos
complexos, ele poderia afastar os grupos amino préximos a molécula de agua.
Desta forma se retiriraria a influéncia de uma carga positiva sob a molécula de
agua ligada ao ion Fe", justificando o aumento no valor do pKa cinético em
comparagdo ao valor de pKa potenciométrico, conforme ilustrado na figura
abaixo.
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Figura 52 — Esquema demonstrativo da aproximagdo do substrado ao sitio ativo do
complexo.

Tabela 9 — Comparacdo dos valores de pKa poténciométrico e cinético na hidrdlise
do 2,4-bdnpp.

pKal pKa2 pKal pKa2
Potenciométrico Cinético
FeZnlAB 4,08 7,61 4,94 6,89
FeZnlP1 4,21 6,85 5,34 7,54
FeZnlLp2 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 — Dependéncia da eficiéncia catalitica com o pH para o complexo
FeZnlLP1.

O efeito da formagdo de fons hidroxo no centros de Fe" e zn"

influencia de forma distinta nos valores da eficiéncia catalitica. Inicialmente
nas regioes de pH entre 4 e 6,5 ocorre a formagdo do ion hidroxido ligado ao
centro de Fe" (nucledfilo) o que se reflete no aumento do valor de k... Quando
é gerado o ion hidréxido na molécula de 4gua do Zn" o efeito gerado reflete
nos valores de Ky, (Figura 53). Este ion hidroxido dificulta a entrada do substrato
refletindo diretamente nos valores de Ku.... Estes valores estdo demonstrados
na tabela abaixo apenas para o complexo FeZnLP1:
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Tabela 10 — Dependéncia dos valores de kcat e Ky, com o pH para o complexo
FeZnlLP1.

PH keat (s™) Ky (mol.L")
4,5 1,3x10° 6,05 x10™
5,0 8,2x10° 58x10™
5,5 1,1x 10" 4,7x10"
6,5 2,1x10* 6,6 x10™
7,5 3,1x10™ 1,2x10°
8,0 2,5x10" 1,6x10°
9,0 2,2 x10™ 1,9x10°

4.3.2. Efeito da Concentragdo do Substrato na Hidrdlise do 2,4-bdnpp

A avaliacdo do efeito da concentragdo do substrato 2,4-bdnpp, sobre
a velocidade na reagdo de hidrédlise, promovida pelos complexos FeZnLAB,
FeZnlLP1 e FeZnLP2 foi investigada nos valores de pH onde cada um teve seu
maximo de atividade (ver Tabela 11). Pode-se observar uma dependéncia da
velocidade da reagdo com a concentragdo do 2,4-bdnpp apresentando um
perfil de saturagdo. Desta forma foi aplicado o modelo de Michaelis-Menten de
maneira a se obter os parametros cinéticos para este sistema (Figura 54).
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Figura 54 — Dependéncia da velocidade de reagdo com a concentragdo de substrato
para a reacdo de hidrdlise do 2,4-bdnpp. Condicdes: [Complexo] = 6,5x10°;
[Substrato] = 1,0-6,5x10°> mol.L'™; [tampao] = 3,3x10 mol.L™; 1 = 0,1 LiClO, mol.L™.

Tabela 11 — Parametros cinéticos para a reagao de hidrdlise do 2,4-bdnpp para ps
complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2.

e s™ K Kisoc  Keat/Km Kt/ koc  PH

mol.L? mol.L  Lmols? 6timo
FeZnLAB 1,6x10%  8,2x10*  1,2x10° 0,18 - 6,0
FeznLP1 2.1x10*  6,6x10"  1,5x10° 0,31 - 6,5
FezZnLP2 2,8x10*  5.1x10"  1,9x10° 0,54 - 6,5

FeZnLald* 9.0x10*  3,5x10°  2,7x10? 0,25 5,0x10° 7,0

*(PIOVEZAN, JOVITO et al. 2010)

Os valores encontrados de k.; mostram que os trés compostos
possuem uma constante catalitica semelhante. Isso ja seria esperado uma vez
que os complexos FeZnLAB, FeZnlLP1l e FeZnLP2 possuem um pKa de
desprotonacdo da molécula de &gua ligada ao Fe" semelhante (formagdo da
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espécie ativa). Conforme demonstrado por Peralta e colaboradores, se a forca
do nucledfilo nos trés complexos é similar espera-se entdo que apresentem
uma atividade catalitica semelhante. (PERALTA, BORTOLUZZI et al. 2010)

A constante de associacdo demonstra a afinidade do substrato pelo
catalizador. Os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2 apresentaram valores
de K,so. aproximadamente dez vezes maior se comparado a serie de
complexos Fe"zn"(-OH)bpbpmp-R. A presenca 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 anion.(SMITH, PERALTA et al. 2012)

Porém quando se avalia a eficiéncia catalitica (k.,/Kv ) dos complexos
é que se observa uma diferenca significativa em suas propriedades cataliticas.
O complexo FeZnLP2 mostrou ser o mais eficiente, apresentando um valor de
efeiciéncia 3 vezes maior que o FeZnLAB e quase duas vezes maior que o
FeZnLP1. Isto pode ser tentativamente atribuido a presenga dos dois grupos
pirenos neste sistema. A presenca destes grupos estaria gerando uma regiao
hidrofébica onde o nucledfilo teria uma liberdade maior para fazer o ataque ao
atomo de fosforo, o que reflete nos valores de eficiéncia catalitica. Este
comportamento também é encontrado em diversas hidrolases onde a
presenca de aminodcidos no sitio ativo destas enzimas contribui
significativamente para o aumento da atividade catalitica. (COOK & CLELAND
2012)

Afim de avaliar se um ou os dois grupos 2,4-dinitrofenolato do
substrato estariam sendo hidrolisados, realizou-se uma reagdo em proporgdo
estequiométrica entre os complexos FeZnLAB, FeZnLP1l e FeZnlLP2 e o
substrato 2,4-bdnpp. Apds um periodo de 24 horas a 25 °C os complexos foram
capazes de hidrolisar apenas um fenolato, agindo apenas como uma
diesterase.

A partir deste resultado foi possivel calcular o numero de ciclos
cataliticos. Para tanto, realizou-se um experimento onde a reagdo de hidrélise
do substrato ([2,4-BDNPP] = 3,3x10° mol.L"), catalisada pelos complexos
FeZnLAB, FeZnlLP1l e FeZnLP2 ([complexo] = 6,0x10’5), foi acompanhada
espectrofotometricamente em 445 nm (e = 3600 L.mol™.cm™). Apds um
periodo de 24 horas a 25 °C verificou-se que o complexo FeZnLAB catalisou a
hidrdlise de sete moléculas de substrato, o complexo FeZnLP1 catalisou a
hidrdlise de 10 moléculas o por fim o complexo FeZnLP2 catalisou a hidrélise
de treze moléculas de substrato. Este valores estdo em plena concordancia
com os encontrados por Piovezan e colaboradores, onde o complexo Fe"zn"(p-
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 nucleofilico ao atomo de fésforo
do substrato estaria sendo realizado pelo meio (catélise basica geral) realizou-
se umexperimento de efeito isotépico de deutério sobre a velocidade de
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hidrdlise 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
razao entre as constantes de velocidades de duas reacdes de hidrdlise do 2,4-
bdnpp, sob as mesmas condicdes realizadas em H,0 e D,0 (ku/kp), estiver
entre 0,80 e 1,50 indica que nao ha transferéncia de préton envolvida na etapa
determinante da reagdo, sugerindo um ataque nucleofilico intramolecular. Os
valores encontrados para a razdo kH/kD para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1
e FeZnLP2 foram 1,53, 1,24 e 1,12 respectivamente. Isto indica que a reac¢do de
hidrélise, catalisadas pelos complexos ocorre através de um mecanismo
intramolecular no qual um ion hidréxido presente no complexo promove o
ataque nucleofilico ao 4tomo de fésforo. (LANZNASTER 2003)

4.3.3. Proposta mecanistica para a a Hidrélise do 2,4-bdnpp

Levando-se em conta todos os resultados obtidos e discutidos nas
se¢Oes anteriores, propGe-se que os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2
atuem na hidrélise do substrato 2,4-bdnpp via um mecanismo comum. Com
base em estudos nos estudos cinéticos e técnicas em solugdo tais como
medidas de, espectroscopia eletronica UV-Vis e titulagdo potenciométrica,
propGe-se que os trés complexos possuam a espécie [(OH)Fe"(p-
OH)Zn"(L)(OH,)] como espécie responsavel pela hidrélise do substrato 2,4-
bdnpp nas condigdes de concentragao e pH estudados.

Nos estudos de reatividade realizados manteve-se o controle da
concentragdo dos complexos, do pH do meio, da forga ibnica, e grande excesso
de substrato. Ambos os sistemas apresentaram uma cinética de saturagdo do
tipo Michaelis-Menten. Portanto, propde-se que a coordenagdo do substrato
deva ocorrer por deslocamento da molécula de agua, de modo que o substrato
se oriente em posigdo cis ao ion hidroxido para que ocorra o ataque
nucleofilico do mesmo sobre o atomo de fésforo.

No mecanismo proposto, apresentado na Figura 55 , inicialmente o
substrato coordena-se ao Zn" pelo deslocamento de uma molécula de 4gua,
em uma etapa rdpida. A seguir, o ion hidroxido presente no centro de Fe(lll)
atua como nucleéfilo, atacando o atomo de fésforo do substrato, ocorrendo
entdo a clivagem da ligacdo fosfodiéster e a consequente liberagdo do
2,4-dinitrofenolato. O monoéster, 2,4-dinitrofenilfosfato, permanece
coordenado ao complexo, podendo ser deslocado pela presenca de excesso do
substrato 2,4-bdnpp, reiniciando o processo catalitico.

Considerando os elevados valores de K., € provavel que o grupo
amino protonado tenha alguma interagdo com o substrato na formagdo do
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intermedidrio de Michaélis complexo-substrato e que tal interacdo favoreca a
estabilizagdo do estado de transicdo. Medidas dos parametros de ativagdo
poderdo ajudar a esclarecer essa hipotese. (DE SOUZA, KREFT et al. 2013)

N\ 0\ \ \ 2,4-bdnpp H,0 N
Pt 4 N
/ N/ \o Z"\A‘N = 0—7FE\ \hLN:‘/ )
o " 7 iy Kassoc 4 M\ o, ‘-
7 — e i |

Figura 55 — Proposta de mecanismo para os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e
FeZnLP2. llustrado apenas para o FeZnLP1.
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4.4, Estudos de Interagao com DNA

A interacdo de compostos de coordenagdo com DNA, via
espectroscopia eletronica, geralmente resultam num hipocromismo com
deslocamento batocromico das bandas de transferéncia de carga. Este
comportamento é atribuido a interagdo m-stacking resultante entre os anéis
aromaticos da molécula ligante e os pares de base. A variagdo do
hipocromismo da uma estimativa da extensdo da interacdo, que pode ser
medido através de uma constante de ligacdo K,. Os complexos FeZnLP1 e
FeZnLP2 apresentaram um comportamento semalhante porém com grandezas
diferentes. O compexos FeZnlLP2 apresentou uma maior hipocromismo nas
bandas em 343 nm e 327 nm quando comparado ao complexo FeZnLP1.

Estes complexos apresentaram interagbes que podem ser
interpretadas como mistas, sendo parte de interagdes com sulcos do DNA e
parte intercalativas devido ao valor de K, e também pelo pequeno desvio para
o vermelho associado ao hipocromismo. Em casos onde se sabe que ha
intercalagdo como em alguns complexos de ruténio, os desvios para o
vermelho observados apresentam mudangas muito mais significativas
(BARTON, DANISHEFSKY et al. 1984; FRIEDMAN, CHAMBRON et al. 1990).

O complexo FeZnLP2 apresentou um valor de K, cinco vezes maior
que o complexo FeZnLP1. Isto sugere claramente o aumento da interagdo do
complexo com o DNA pela presenga do segundo grupo pireno. Visando obter
informacgGes acerca da especificidade desses sistemas foi realizada também
uma titulagdo com diferentes oligonucleotideo: poli-AT (rico em sitios A-T),
poli-GC (rico em sitios G-C) e poli-AT50 (com aproximadamente 50% de sitios
A-T). Os valores de K, para o oligonucleotideo 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 regiGes ricas em A-T conforme
resultados na Tabela 12. O valor de K, para o pAT é duas vezes maior que o
pAT50, o que demonstra claramente que o aumento de pares A-T na estrutura
do oligonucleotideo favorece a interagdo do complexo.
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Figura 56 — Titulagdo dos complexos FeZnLP1l e FeZnLP2 via espectroscopia
eletrénica com adigdes de CT-DNA.

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

K, K, pAT K, pGC K, p50AT

(mol.L") (mol.L") (mol.LY) (mol.L")

FeznLP1 2.4x10° 2.78x10° 6,83x10" 1.26X10°
FeznLP2 1,2x10° - - -

Os grupos pireno possuem propriedades espectrocopicas bem
conhecidas. A fluorescéncia do grupo pireno é aumentada consideravelmente
com a formacgdo de uma estrutura de excimero (Figura 57). Esta estrutura de
excimero apresenta uma forte emissdo na regido de 450 nm. (WINNIK 1993)

Figura 57 — Representagdo da estrutura de excimero formada pelo pireno.
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Foi realizada uma titulagdo via fluorescéncia do complexo FeZnLP1
baseada na emissdo do estado de excimero formado em 453 nm. Sucessivas
adicoes de uma solucdo de CT-DNA foram feitas, onde pode-se observar
claramente a diminuicdo da banda de emissdo do excimero. Este
comportamento ja foi reportado por Groger e colaboradores, onde foram
estudados diferentes compostos organicos com grupos pireno e diferentes
tipos de DNA e oligonucleotideos via fluorescéncia. (GROGER, BARETIC et al.
2011) Sugere-se entdo que o DNA esteja quebrando essa estrutura de
excimero pela interacdo dos anéis aromaticos do grupo pireno com as bases
nitrogenadas do DNA (rw-stacking), porém ndo se pode afirmar o tipo de
interacdo (intercalacdo ou via sulco) o complexo esta realizando.

750

FeZnLP1

FeZnLP1 + 5uL DNA
FeZnLP1 + 10uL DNA
FeZnLP1 + 20uL DNA

600 4

450 4

300

150 4

0 4
T T L] T T T T T
400 450 500 550 600
A (nm)

Figura 58 - Titulagdo via Fluorescéncia do complexo FeZnLP1 com CT-DNA.

A espectroscopia de dicroismo circular (CD), permite se observar
alteragdes na estrutura secundaria do DNA pelos complexos em estudo, como
o empilhamento de bases e a helicidade direita da dupla-fita. A inser¢do de
uma molécula plana no DNA, causa uma extensdo local do desenrolamento
polinucleido da dupla hélice (Helicidade). Assim, na regido afetada, as posi¢Ges
relativas das bases sdo substancialmente alteradas. A estrutura modificada
contendo o ligante planar, além de afetar as propriedades hidrodinamicas do
DNA dramaticamente, altera a resposta chiral e optica do polinucleétido.
(GRAY, HUNG et al. 1995) Os resultados dos ensaios ao abrigo de luz encontra-
se na Figura 59 para os complexos FeZnLP1 e FeZnlLP2, respectivamente.
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A adigdo de concentragdes crescentes de FeZnLP1 a amostra de CT-
DNA (100 uM) resultou no hipocromismo da banda de 275 nm com um
moderado deslocamento batocrémico de 275 para 283 nm. A banda em 245
nm também sofreu um deslocamento hipocromico e batocrémico de 245 para
252 nm. A titulacdo do complexo FeZnLP2 e DNA, de forma semelhante
resultou no hipocromismo da banda de 275 nm com um pequeno
deslocamento batocrémico de 275 para 280 nm, e a banda em 245 nm sofreu
deslocamentos hipocrémicos e batocromicos de 245 para 250nm. Constata-se
inicialmente que os dois complexos sdo capazes de alterar a estrutura
secundaria do DNA (Figura 59).

©D (mdeg)
CD (mdeg)

T T
250 300 350 400 E‘O ZED 3;0 400
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 59 - Espectro de dicroismo circular de DNA na auséncia e presenga de
complexo. Condi¢Ges reacionais: [CT-DNA] = 100 uM; [Tampao] = 10 mM de
Tris-HCl pH 7,0; [complexo] = 0 a 50 uM; Temperatura = 37 oC.

A andlise do espectro CD para o DNA ndo é trivial devido a alta
complexidade da estrutura dos acidos nucleicos. Agentes intercalantes, como o
brometo de etidio induzem o hipercromismo da banda em 275 nm do DNA e o
hipocromismo da banda de 245 nm, ja agentes ligadores de sulco tendem a
provocar exatamente o contrario. (GRAY, HUNG et al. 1995; TJIOE, MEININGER
etal. 2011)

O comportammento apresentado pelos complexos FeZnlLP1l e
FeZnlLP2 sugerem uma interagdo mista, acarretando em mudangas na
conformagao do DNA, como por exemplo a conversdo de uma forma do tipo B
para uma estrutura mais parecida com tipo C (Figura 60). Interagbes com
cations podem dissipar a carga negativa sobre as bases nitrogenadas, atomos
de oxigénios dos grupos fosfato simultaneamente, bem como na regido do
sulco da para promover estas mudangas conformationais. (BARTON,
DANISHEFSKY et al. 1984)
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B-DNA C-DNA

Figura 60 — Representagdo das conformades 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 interagdo direta pelo sulco maior. Na faixa de
pH estudado as aminas dos grupos espagador estdo protonadas (carga 2+), o
que deve também contribuir nesta interagdo com o sulco do DNA. (FISH, CHEN
et al. 1983)
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Uma nova metodologia sintética desenvolvida para a obtencdo de
ligantes ndo simétricos foi aplicada com sucesso na obtencdo de ligantes
inspirados no H,bpbpmp. Através desta metodologia, foram sintetizados os
ligantes H,LAB, H,LP1 e H,LP2. Todos foram obtidos com bons rendimentos e
pureza adequada para sintese de compostos de coordenacdo e caracterizados
por RMN- *H, FT-IR e Espectrometria ESI-MS.

A partir dos ligantes H,LAB, H,LP1 e H,LP2 foram preparados os
complexos  FeZnLAB =  [Fe"Zn"LAB(HOH)(OH,)](CIO,),, FezZnLP1 =
[Fe"Zn"LP1(lOH)(OH,)](Cl0,),, FeznlP2 = [Fe"Zn"LP2(1uOH)(OH,)](CIO,), além
de outros complexos ndo descritos aqui. Todos foram caracterizados por
andlises espectroscdpicas, eletroquimicas e titulados potenciometricamente.

Atravéz da comparacdo de propriedades fisico-quimicas destes
complexos com o complexo [Fe"Zn"(bpbpmp)(LOH)(H,0)](ClO,), que quando
em solugdo aquosa, geram espécies do tipo (HO)Fe"(u-OH)M'(H,0),
(demonstrada ser a forma ativa na catélise de hidrdlise de esteres de fosfato)
eles foram testados frente a hidrélise de ésteres de fosfato. Desta forma, todos
os compostos estudados neste trabalho foram capazes de catalisar a hidrélise
do diéster de fosfato 2,4-bdnpp. Os complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2
apresentaram um valor de constante catalitica menor que o compostos
FeZnbpbpmp, porém apresentaram uma alta eficiéncia catalitica, decorrente
das interagcbes de segunda esfera de coordenagdo que aumentaram a
afinidade pelo substrato.

A partir dos dados espectroscopicos, eletroquimicos, cinéticos e de
titulagdo potenciométrica foi possivel propor um ciclo catalitico para a
hidrdlise do 2,4-bdnpp mediada pelos complexos FeZnLAB, FeZnLP1 e FeZnLP2.
Onde o mecanismo proposto inclui ataques nucleofilicos intramoleculares,
envolvendo um ataque do grupo hidréxido terminal coordenado ao centro de
Fe" ao 4tomo de fésforo do substrato ligado ao centro de Zn".

Estudos de interagdo dos complexos frente a molécula de DNA via
titulagdo espectrofotométrica, fluorescéncia e dicroismo circular apontam um
aumento significativo dos complexos na interagdo com a cadeia do DNA
guando comparado aos complexos sem o grupo pireno. Dados de clivagem do
DNA e de identificagdo dos produtos da clivagem via espectrometria de massas
estdo em andamento e serdo alvo de futuras publicagdes. Estudos do
complexo FeZnlLP1 com diferentes oligonucleotideos mostraram claramente
uma afinidade maior do composto por regides ricas em pares de base A-T.
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