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RESUMO

O desenvolvimento de complexos modelos para centros
ativos de enzimas é um dos focos da quimica bioinorganica.
Atualmente, objetiva-se o desenvolvimento de ligantes e
subsequentemente, de complexos que representem nao apenas
a primeira esfera de coordenacgéo do centro ativo da enzima, mas
que efeitos de segunda esfera de coordenacdo também possam
contribuir para aumentar a eficiéncia catalitica do modelo
mimético. Assim, neste trabalho fez-se uma modificacdo
estrutural de um ligante dinucleante ja descrito na literatura,
desenvolvido por Neves e colaboradores, seguido da sintese dos
seus complexos dinucleares Fe"(u-OH)-zn" (1) e Fe"(u-OH)-Cu"
(2). O ligante H,LHex foi preparado através de uma aminagéo
redutiva do ligante H,pysmff desenvolvido por Neves com a 1,6-
hexanodiamina e o mesmo foi caracterizado por RMN de H,
infravermelho e ESI-MS, enquanto os complexos foram
caracterizados via infravermelho, ESI-MS, condutimetria,
espectrofotometria de UV-vis e eletroguimica. Estudos cinéticos
da hidrélise do diéster bis(2,4-dinitrofenil)fosfato na presenca de
1 ou 2 mostraram que, com a adi¢cdo do modelo de segunda
esfera de coordenacdo, a constante catalitica ke € diminuida,
porém a associacdo substrato-complexo é significativamente
favorecida frente a complexos que abordem apenas a primeira
esfera de coordenacdo em tais processos. Por fim, conclui-se
que o papel da segunda esfera de coordenacdo é bastante
complexo, e que, com o aprofundamento de tais estudos, devera
ser possivel se obter consideraveis avancos no entendimento de
tais efeitos em processos de catdlise através de compostos
biomiméticos.

Palavras-chave: fosfatases acidas purpuras (PAPS),
ligantes polidentados, segunda esfera de coordenacéao.






ABSTRACT

The development of model complexes mimicking the active
site of metalloenzymes is one of the main focus of research in
Bioinorganic Chemistry. Currently, the development of new
ligands and their complexes which besides the first-coordination-
sphere of the active site, also takes into account the effects of the
second-coordination-sphere to enhance catalysis, has increased
significantly. This work consists on the structural modification of
the dinucleating H,L ligand already described in the literature,
followed by the synthesis of its dinuclear Fe"(u-OH)-zn" (1) and
Fe"(u-OH)Cu" (2) complexes. The ligand H,LHex was prepared
by a reductive amination of H,L and 1,6-hexanediamine and was
characterized by *H NMR, IR and ESI-MS while the complexes
were characterized by IR, ESI-MS, conductometry, UV-vis
spectrophotometry and electrochemistry. Kinetic studies on the
hydrolysis of the diester substrate bis(2,4-
dinitrophenyl)phosphate in presence of 1 or 2 revealed that, while
the catalytic constant k¢, is decreased, the association constant
of the substrate-complex intermediate is significantly favored
when compared to the complexes without the second-
coordination-sphere effects. Finally, it is concluded that the role of
the second-coordination-sphere seems to be quite complex and
that such studiesshould significantly contribute to the
understanding of these effects in biomimetic catalysts.

Keywords: Purple Acid Phosphatases (PAPSs), polydentate
ligands, second-coordination-sphere.
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INTRODUCAO

O grupo de pesquisa LABINC (Laboratério de
Bioinorgénica e Cristalografia), vem ao longo de seu histdrico,
desenvolvendo complexos biomiméticos para as Fosfatases
Acidas Purpuras (PAPs), uma classe de enzimas que atuam na
hidrélise de ésteres de fosfato. O grande interesse em se
trabalhar com essas enzimas est4 no grupo funcional sobre o
qual elas atuam (diésteres e monoésteres de fosfato), umas vez
que diéster de fosfato é o grupo funcional encontrado no acido
desoxirribonucleico (DNA). A capacidade de clivar o DNA é uma
caracteristica bem interessante quando se procuram novas
drogas que possam atuar como anti-tumorais € 0 nosso grupo de
pesquisas vem desenvolvendo compostos que tenham essa
capacidade. O desenvolvimento dessa linha de pesquisa se deu
sempre pela tentativa de melhorar os modelos anteriormente ja
estudados nos trabalhos de pesquisa realizados pelo grupo.
Atualmente, em se tratando de compostos biomiméticos, o maior
interesse esta na simulagcdo da segunda esfera de coordenacéo
de enzimas, e ndo mais apenas na modelagem do sitio ativo das
mesmas.

Entdo, hoje, ja de posse de modelos bem caracterizados
para as PAPs que simulem bem as propriedades estruturais e
eletrénicas do sitio ativo da enzima, a elaboracdo de compostos
de segunda geracdo que possuam uma modelagem para
segunda esfera de coordenacdo esta facilitada e diversos
artificios estdo disponiveis para a realizacdo desses estudos,
sendo um campo promissor para quem trabalha nessa linha de
pesquisa.

Os modelos desenvolvidos mais recentemente que tratam
apenas da primeira esfera de coordenac@o da enzima, sédo 0s
compostos 12 e 22, desenvolvidos por JOVITO (2010) em seu
trabalho de doutoramento, e é o ponto de partida para estudos
de segunda esfera de coordenacdo ja que o grupo aldeido
presente no ligante é passivel de modificag@es.
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Assim, sabendo-se que os modelos biomiméticos para as
PAPs apresentados acima séo capazes de clivar ligacdes diéster
de fosfato em substratos modelos como o 2,4-(dinitrofenil)fosfato
(2,4-BDNPP) e também no DNA, decidiu-se introduzir
modificacbes adicionais na carbonila do fenol terminal, através
da adicdo de cadeias laterais de diferentes tamanhos contendo
um grupamento amina terminal, passivel de sofrer modificacdes
para, futuramente, fazer adic6es de grupos intercalantes como o
pireno (CAMARGO, 2013). Neste trabalho serd estudado o
efeito de uma cadeia contendo seis carbonos para se mensurar o
efeito da amina frente a atividade catalitica desse complexo
modelo e compara-la ao complexo estudado por CAMARGO
(2013), que possui uma cadeia contendo quatro carbonos. A
seguir, segue uma revisdo bibliografica a cerca dos assuntos
envolvidos nesse trabalho para melhor entendimento do mesmao.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Durante o desenvolvimento da ciéncia, associou-se a
gquimica organica aos sistemas vivos e a inorganica a matéria
morta, entdo ndo se podia pensar na associacao entre a biologia
e a inorganica. Hoje, sabe-se que substancias inorganicas
possuem diversas fungdes em organismos vivos, incluindo
transporte, especiacdo, mineralizacdo de materiais inorganicos e,
inclusive 0 uso em terapias medicinais e diagnésticos. E assim
introduz-se a Quimica Bioinorganica, uma area multidisciplinar
que visa estudar o papel dos metais nos organismos Vvivos
(KAIM, 2013;REHDER, 2008;BERTINI, 1994).

A dificuldade de descobrir a relacdo dos metais com os
processos biol6gicos se deu principalmente por limitacGes
instrumentais uma vez que 0S metais se encontram em
concentracbes muito baixas nos organismos  vivosem
comparagdo a matéria organica e, até pouco tempo atrds nao se
dispunha de equipamentos analiticos capazes de detectar a
presenca desses elementos nos sistemas bioldgicos (KAIM,
2013).

Para este trabalho, a subarea da quimica bioinorganica de
interesse situa-se dentro do campo das metaloenzimas, que se
caracterizam por biopolimeros formados por cadeias de
aminoacidos e possuem em seu sitio ativo metais que
desempenham papel fundamental na atividade catalitica das
mesmas. As enzimas sdo catalisadores naturais extremamente
eficientes e seletivos e assim, sdo de grande interesse dentro da
industria e da medicina.

O conceito de catalisador passou a existir a partir de 1835
com Jons Jacobs Berzelius que o definiu como “substancia
capaz de promover uma reagdo sem ser afetada por ela” e o
processo de catalise, que inicialmente parecia ser funcéo de
alguns metais e acidos simples se mostrou um processo bem
mais complexo e nada macroscoépico. Os catalisadores sé&o
capazes de promover um novo caminho de rea¢do, com mais de
uma etapa, com energia de ativagédo inferior a da reacdo nao
catalisada, respeitando as estabilidades termodindmicas dos
reagentes e produtos (Figura 1).No que diz respeito as enzimas,
ndo poderia ser diferente, jA que as mesmas atuam de forma
bastante complexa e sinérgica para promoverem reacfes que em
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condi¢des normais jamais aconteceriam ou gque ocorreriam muito
lentamente (LINDSTROM, PETERSON, 2003).

Nao Catalisado

Energia (G)

E, catalisado

Coordenada de Reacgao

Figura 1.Diagrama de energia para uma reacao nao catalisada (linha
preta) em comparacdo ao de uma reacgédo catalisada (linha vermelha).

O isolamento e purificacdo de enzimas é um processo
custoso financeiramente e experimentalmente, o que torna
atrativo o desenvolvimento de compostos de pequena massa
molecular capazes de exercer a mesma funcdo em catalise.
Atualmente, para Vvérias enzimas, o0 processo de
desenvolvimento de complexos biomiméticos que reproduzam
propriedades eletrdnicas, estruturais e até a capacidade de atuar
como catalisadores através de mecanismos semelhantes e até
mesmo iguais as enzimas analogas, ja é bastante conhecido. No
entanto, estes compostos ainda possuem uma grande limitacdo
guanto a atividade catalitica, uma vez que a eficiéncia de tais
sistemas ainda € muito baixa quando comparada aquela dos
biopolimeros naturais. Como exemplo, pode-se citar a Catecol
Oxidase—uma metaloenzima contendo um sitio ativo binuclear de
cobre que catalisa a reacdo de oxidacdo de catecdis as suas
respectivas quinonas (Figura 2). Embora existam diversos
complexos modelos que representem estruturalmente e
eletronicamente o seu centro ativo, como o desenvolvido por
Koval e colaboradores, atualmente s6 conseguem catalisar
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reacdes com substratos ativados, como o 3,5-di-terc-butil catecol,
com constantes cataliticas (ke) na faixa de 102 a 10° s™
(HAMMES, BENKOVIC, HAMMES-SCHIFFER, 2011), enquanto
a enzima é capaz de converter catecois ndo ativados com
constantes na faixa de 100-200 s™ (KOVAL, 2006).
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Figura 2. Representacao do sitio ativo da enzima Catecol oxidase
(esquerda) e do modelo biomimético (direita) desenvolvido por Koval
(KOVAL, 20086).

1.1. SEGUNDA ESFERA DE COORDENAGCAO

O maior desafio no desenvolvimento de modelos
biomiméticos nos dias atuais estd em alcancar a atividade
catalitica e seletividade de enzimas uma vez que a simulacdo do
centro ativo das mesmas ja € um processo bem descrito na
literatura. Na verdade, sdo questdes estruturais que distanciam
os modelos de suas enzimas. As enzimas sdo compostas de
uma cadeia de amino4cidos com uma estrutura bem definida no
espaco, consequéncia de uma rede de interacdes existentes ao
longo desta cadeia. Além disso, todas essas interagBes
provenientes de fragmentos ‘secundarios’ sdo capazes de
contribuir em diversas etapas ao longo do processo catalitico.
Esses residuos de aminoacidos que, embora ndo estejam
diretamente coordenados aos metais responsaveis por catalisar
determinadas reacdes, ou seja, que ndo facam parte do sitio
ativo da enzima, mas que possuem funcdo indispensavel na
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eficiéncia e seletividade das enzimas, recebem a denominacéo
de “Segunda Esfera de Coordenacgao”.

A descoberta da contribuicdo desses residuos de
aminoacidos ao longo da cadeia proteica na atividade catalitica
se deve ao desenvolvimento da engenharia enzimatica, através
de estudos do efeito causado por mutacdes desses residuos de
aminoacidos na eficiéncia de diversas enzimas
(BORNSCHEUER, 2012).

O papel da segunda esfera de coordenacdo € bastante
varidvel — a mesma pode ser responsavel por uma melhor
afinidade e reconhecimento quanto ao substrato a partir de
construcdes que podem interagir de forma seletiva com o
substrato desejado; pode também estabilizar o estado de
transicdo, ser responsavel pela geracdo da espécie ativa na
catalise assim como também pode atuar na estabilizacdo do
grupo de saida. Essas contribui¢cdes para a atividade catalitica se
dao através de interacdes intermoleculares como: ligagbes de
hidrogénio, interac@es eletrostaticas, efeitos hidrofdbicos e forgas
de van der Waals (LINDSTROM; PETERSON, 2003).

A enzima Staphylococcal nuclease (Figura 3) é
responsavel por catalisar a hidrélise do DNA e RNA no sitio 3’
(Figura 4). A aceleracéo da velocidade da reacéo de hidrélise do
DNA é aumentada em 10'® vezes com a enzima. A hidrélise se
da por um mecanismo catalitico acido base envolvendo os
residuos Arg35, Glu43 e Arg87. O grupo guanidinio da Arg35
interage através de ligacbes de hidrogénio com o diéster de
fosfato no estado fundamental, auxiliando na entrada do
substrato no sitio ativo, ou seja, aumentando a afinidade do
substrato com a enzima. O carboxilato do Glu43 é responsavel
por gerar o nucledfilo, abstraindo um préton da agua coordenada
ao centro metalico da enzima. E por fim, a Arg87 é responsavel
por estabilizar o estado de transicdo e também promover a
liberacdo do grupo de saida ao final da reac@o. Todos esses
fatores juntos sdo capazes de reduzir significativamente a
energia de ativacdo do sistema, conduzindo a aceleracdo da
reagdo de hidrélise de acidos nucleicos (COTTON, et al. 1979).
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Figura 3. llustrag&o do sitio ativo da enzima Staphylococcal nuclease.
Preto: cofator metdlico; Azul: segunda esfera de coordenacéo;

Vermelho: substrato (ZHAO, et. al. 2013).

(:) TIMINA |

0=p-0" CH 0
] . 3 ADENINA
(l’ 5 H p 0t H\"/H DE o:p:b-o'
CHz Lo w 4 o
N. N-H----- N7 \\r
N Y | Yo W\
0 » \N N
<|) H 07 CH,
0=p-o-  CITOSINA H S

1
0 H N—H-._ _ GUANINA =
CH, o a Bt W0
| N M
\\(
l Y N\

N N.--—.H-N
H H Y
H S S MMl N
O H 07 CH,
-~ - |

0=p-0 $
0 .
) 0=p-0

0

i

Figura 4. Representacao esquematica dos sitios 3'-5’ na estrutra do
DNA.
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Outro exemplo de contribuicdo da segunda esfera de
coordenacdo para a catalise enzimatica € a enzima Allantoato
amidohidrolase que converte o0 peptideo allantoato a
ureidoglicina, aménia e diéxido de carbono. Para que se dé o
reconhecimento do substrato pelo catalisador € necessario que
residuos de aminoacidos sejam capazes de interagir
preferencialmente com o substrato frente a outras moléculas.
Esse efeito é observado na Figura 5, em que o peptideo
Allantoato se apresenta coordenado ao sitio binuclear de zinco(ll)
do centro ativo da enzima, ligacdo essa que é fortemente
estabilizada por interagcdes ao seu entorno. Essa estabilizacdo é
promovida pelo aumento da constante de formac¢do do complexo
enzima-substrato e limita a entrada de substratos similares pela
influéncia na energia de interacdo especifica com esse peptideo
(AGARWAI, 2007).

HiSygo

Glnygs

.‘\A"Q;c«_

Figura 5.Estrutura do sitio ativo da enzima binuclear de Zn(ll) Allantoato
amidohidrolase evidenciando alguns residuos da segunda esfera de
coordenagéo do sitio (AGARWAI, 2007).

Baseado nos estudos acerca do mecanismo de atuacao
das enzimas, notou-se a necessidade de expandir os estudos de
segunda esfera de coordenacéo para os modelos biomiméticos
visando melhorar a atividade catalitica e a seletividade dos
mesmos. As estratégias mais utilizadas atualmente para simular
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a segunda esfera de coordenacao séo: a utilizagdo de polimeros,
dendrimeros, grupos laterais funcionais como aminas e acidos
carboxilicos, dispositivos supramoleculares, como ciclodextrinas,
calix[n]arenos, nanoestruturas, cadeias proteicas, como grupos
laterais e, para nucleases, agentes intercaladores ligados
covalentemente a cadeia lateral (LINDSTROM, PETERSON,
2003; NEVES, 2007; ZHAOQ, et. al. 2013; CHEN, et al. 2008).

Um modelo para nuclease, estudado na clivagem de DNA
plasmidico, contendo como grupo intercalante a antraquinona, foi
reportado na literatura por Boseggio e colaboradores (2004). A
estrutura do ligante consiste de uma plataforma triaminociclo-
hexano ligada por meio de espacadores alquil de diferentes
tamanhos a um grupo antraquinona que € capaz de intercalar o
DNA (Figura 6). No complexo 3, a presenca do grupo
antraquinona acarreta num aumento da eficiéncia de clivagem de
15 vezes quando comparado com o complexo 4. O tamanho do
espagador também foi fator determinante na atividade dos
complexos — inclusive, para espacadores muito curtos, a
atividade foi inibida em comparacdo ao complexo 4 — indicando
que a intercalacdo é fundamental na eficiéncia catalitica do
modelo.

o) ) ,Z\nf* o
Ao e
1.n=1
o) 2:n=2 4
3n=3

Figura6. Estrutura dos complexos metalicos conjugados com
antraquinona (1 - 3) e o composto de referéncia 4 (BOSEGGIA, et al.
2004).

Mareque-Rivas e colaboradores sintetizaram um complexo
mononuclear de zinco(ll) modelo de RNAse contendo aminas
aromaticas (5) com o objetivo de compara-lo ao analogo sem as
aminas e 0 mesmo apresentou uma atividade catalitica 80 vezes
mais alta na clivagem do substrato 2-hidroxipropil-4-
nitrofenilfosfato (HPNP) do que o complexo sem os grupos amina
(FENG, et al. 2005). O efeito dessas aminas é equivalente ao
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ganho obtido com a introducdo de um segundo centro metdlico
de zinco, isso pela interagdo entre as aminas e o estado de
transicdo da reacdo de clivagem do substrato (FENG, et al.
2006). Por fim, o mesmo grupo de pesquisas introduziu as
aminas no complexo binuclear de zinco (6) e essa combinagéo
resultou no modelo mais ativo para clivagem do HPNP (FENG, et
al. 2006b). Esse ganho é justificado por ligac6es de hidrogénio
com os oxigénios fosforil ligados aos nicleos de zinco (Figura 7)
resultando numa maior afinidade do substrato pelo complexo
através do efeito da segunda esfera de coordenacdo do mesmao.

R = 4-nitrofenil

Figura 7. Complexos de zinco modelos para RNAse contendo
funcionalidades amina.

1.2. FOSFATASES ACIDAS PURPURAS

Dentre a infinidade de enzimas existentes, o foco deste
trabalho reside nas fosfatases acidas purpuras (PAPs) que séo
metaloenzimas contendo um sitio ativo binuclear de valéncia
mista (Figura 8) capazes de catalisar a hidrolise de ésteres de
fosfato e anidridos em pH acido (faixa de pH entre 4 e 7) e séo
caracterizada pela intensa coloracdo purpura de sua forma
inativa (KLABUNDE, 1997). As fosfatases acidas purpuras
(PAPs) sdo enzimas pertencentes a familia das metalo-
hidrolases dinucleares que também incluem as fosfatases de
proteinas Ser/Thr, a 3-5-exonuclease de DNA polimerases,
arginase, aminopeptidases e ureases. Essa familia de enzimas
possui dois ions metalicos bastante proximos, necessarios para a
conducao das reacdes hidroliticas e, consequentemente, as
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enzimas possuem mecanismos de reacdo bastante similares
entre si (SHENK, et al. 2013). As PAPs contém o centro ativo
com a combinacéao Fe(lID/M(Il) (M = Fe, Mn ou Zn) (Figura 8) e
sdo encontradas numa variedade de seres vivos, indo de
bactérias a fungos, sendo encontradas também em plantas e
animais, incluindo lisossomos humanos (KLABUNDE, 1997,
THAN, 1999; SCHENK, 1999).

HN N//
HlS/&j\\N\(usFe/o\(u)l\L/N\/
o/ , \?/ \\O NH
ASP/< HO OH, AS7N/

Figura 8. Esquema do sitio ativo das PAPs.

A enzima do feijdo vermelho (kidney bean — kbPAP) foi a
primeira que teve sua estrutura resolvida por difracdo de raios X
(KLABUNDE, 1996; STRATER, 1995) e, em sequéncia,
determinaram-se também as estruturas das PAPSs existentes nos
ratos (tarPAP) — resistente ao tartarato -, nos 0ssos dos ratos
(rbTRAP) (Figura 9), da ufPAP (fluido uterino de suinos), e de
mamiferos, dentre outras (UPPENBERG, 1999;
LINDQVIST,1999; GUDDAT, 1999).

Com as estruturas das PAPs resolvidas, tornou-se possivel
fazer maiores consideracdes acerca do mecanismo pelo qual
essas enzimas hidrolisam ésteres de fosfato em condigbes
acidas. Esse mecanismo foi inicialmente proposto por Klabunde
e colaboradores(KLABUNDE, 1996) que o descreve como uma
catalise assistida por metal através de um mecanismo Sy2,
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considerando a estrutura cristalina da kbPAP (Figura 9). Como
ha similaridade estrutural entre a kbPAP e a rbPAP, Lindqvist e
colaboradores(LINDQVIST,1999) propuseram um mecanismo
similar ao proposto para a kbPAP.

Figura 9.Visao estérica da PAP existente em ratos com centro
Fe(lll)/Fe(ll) (LINDQVIST,1999).

O funcionamento das PAPs se da pela acidez do metal
trivalente que, com a entrada de uma agua em sua esfera de
coordenacéo, gera a espécie nucleofilica (grupo hidroxo) que ira
atacar o substrato, sendo que o mesmo estard coordenado ao
metal bivalente em uma posicdo labil de sua esfera de
coordenacdo (substitui a agua coordenada).
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Figura 10. Mecanismo proposto por Klabunde e colaboradores para o
funcionamento de PAP na catélise de hidrélise de ésteres de fosfato
(KLABUNDE, 1996).

O papel das PAPs em organismos vivos ainda € uma
incégnita, entende-se apenas que a mesma esteja envolvida em
uma diversidade de processos, que vao desde a geracdo de
ROS em macréfagos até doencas metabdlicas dos 0ssos como
osteoporose e cancer com metasteses (McGEARY, 2014). Desta
forma, a elaboracdo de complexos modelos se mostra bastante
atil, uma vez que se consiga simular todo o ambiente enzimatico
envolvido no processo de catalise.

Acerca das PAPs, Neves e colaboradores(2007)
desenvolveram o primeiro modelo sintético de valéncia mista
contendo a unidade Fe(ll)(u-OH)M(II), tendo bons resultados
quando comparados a enzima em relacdo a propriedades
estruturais e eletrbnicas. Partindo desses bons resultados, o
mesmo grupo acrescentou um grupo carbonila na posigcdo orto
em relacéo ao fenol terminal (Figura 11) para estudar efeitos de
segunda esfera de coordenacdo nas propriedades cataliticas
(SOUZA, 2013; PIOVEZAN, 2010; CAMARGO, 2014). Com base
nos resultados ja obtidos no estudo de efeito de segunda esfera
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de coordenacédo pelo grupo, permanece o interesse em seguir
nessa linha em se tratando de modelos biomiméticos para que
melhores resultados e conclusdes possam ser obtidos.

Figura 11. Modelo biomimético para PAPs desenvolvido por Neves e
colaboradores (2007) (M = Cu, Zn).
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho visam sintetizar complexos heterobinucleares
de Fe(lll/M(1) (M = Zn ou Cu) com novo ligante dinucleante
contendo grupos fendlicos e piridinicos ligados covalentemente a

uma cadeia lateral contendo o grupo 1,6-hexanodiamina para
estudos de segunda esfera de coordenagéo.

ZZNN ’ =
@H V(?V Z
N OH

NH,
— N HO 4/‘/‘//
N
H

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

H,LHex

1)Sintetizar, purificar e caracterizar por técnicas
espectrométricas o ligante H,LHex.

2) Sintetizar e caracterizar os complexos de Fe(lll)/M(II)
com o ligante citado acima por analises espectroscopicas (IV e
UV-vis), espectrometria de massa e eletroquimicas (voltametrias
ciclica, condutivimetria e potenciometria).

3) Investigar a reatividade dos complexos obtidos frente &
hidrélise do substrato 2,4-BDNPP.

4) Analisar os resultados obtidos para a proposi¢cdo dos
novos complexos como modelos estruturais e funcionais para as
hidrolases investigadas.
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3 EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAIS

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes,
empregados nas sinteses e andlises, foram adquiridos de fontes
comerciais e utilizados sem purificagdo prévia: hidréxido de
sédio, acido cloridrico 37 %, sulfato de sédio anidro, hidréxido de
potéssio, trietilamina, 1,6-hexanodiamina, bicarbonato de sdédio,
carbonato de sédio, boro-hidreto de sdédio, hidroxido de litio,
brometo de potassio grau espectroscopico, cloreto de potassio,
tampdes bioldgicos MES, HEPES, CHES, perclorato de litio,
carvao ativo, silica gel azul, perclorato de ferro (lll) nona-
hidratado, perclorato de zinco (II) hexa-hidratado, perclorato de
cobre (ll), hexacianoferrato(lll) de potassio, perclorato de litio,
argbnio 5.0, hidrogénio, nitrogénio 2.0, cloroférmio deuterado,
agua deuterada, cloroférmio PA, acetonitrila PA, diclorometano
PA, isopropanol PA, metanol PA, tetra-hidrofurano PA, etanol
absoluto, éter etilico PA, acetona PA, acetonitrila grau
espectroscopico.

Foram purificados antes de utilizados os seguintes
reagentes: 2-piridilcarboxialdeido (destilado a pressao reduzida),
2-(aminometil)piridina (destilada a pressédo reduzida), piridina
(destilada), 2,4-dinitrofenol (recristalizado em cloroférmio). O
composto bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) foi sintetizado,
purificado e caracterizado de acordo com procedimento descrito
na literatura (BUNTON & FARBER 1969).

3.2. METODOS E INSTRUMENTACAO
3.2.1. Espectrofotometria naregiao do Infravermelho (IV)

Os espectros na regido do IV foram obtidos em um
espectrofotobmetro  Perkin-Elmer  FT-IR SPectrofotometer
Spectrum 100, na regido de 4000 a 400 cm™. As amostras
sélidas foram analisadas em pastilha de KBr e 6leos foram
analisados na forma de filme sobre a pastilha de KBr.

3.2.2. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN)
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Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em um
espectrofotbmetro Bruker AC 200, na Central de Analises do
Departamento de Quimica — UFSC, em 200 MHz. Os
deslocamentos quimicos de hidrogénio foram registrados em
ppm utilizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, & =
0,00 ppm) e CDCI; como solvente.

3.2.3. Espectrofotometria naregiao do Ultravioleta-visivel
(UV-Vis)

Os espectros eletrénicos da regiao do UV-vis foram obtidos
em um espectrofotdmetro Perkin EImer modelo Lambda 750 no
Laboratério de Quimica Bioinorganica e Cristalografia, no
Departamento de Quimica da UFSC. As analises foram
realizadas utilizando-se cubetas de quartzo com caminho 6ptico
de 1 cm. As analises foram realizadas utilizando solu¢gbes do
solvente em grau espectroscopico e cubetas de quartzo, com
capacidade para 1,5 mL e 1 cm de caminho O6ptico. Os
complexos foram dissolvidos em CH3CN e CH3;CN/H,O (50:50,
%v/v) com concentracdes de 5x10*mol L™.

3.2.4. Espectrometria de massas

Os compostos sintetizados (ligantes e complexos) foram
analisados via espectrometria de massa com ionizacdo via
eletrospray (ESI-MS). Os espectros foram medidos pela técnica
Martina Blank, obtidos no equipamento Amazon — lons Trap MS
do Centro de Biologia Molecular Estrutural — UFSC. As andlises
foram realizadas a partir das solucdes doligante em MeOH e dos
complexos em CH3;CN grau MS com concentragdo de
aproximadamente 500 ppb 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.

3.2.5. Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por
voltametria ciclica em um potenciostato/galvanostato modelo
Epsilon. Os experimentos foram feitos em EtOH/H,O (70:30,
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%viv), com [C] = 5 x 10™mol L™. Foi utilizado como eletrélito de
suporte KCI 0,1 mol L™ e uma célula eletrolitica contendo um
eletrodo de pseudo-referéncia Ag/Ag*, um eletrodo de trabalho
de carbono vitreo e um eletrodo auxiliar de platina. Foi utilizado
como padrdo interno o hexacianoferrato de potassio (par
Fe(lll)/Fe(ll)) para corre¢ao do eletrodo de referéncia.

3.2.6. Condutimetria

As medidas condutimétricas dos complexos foram
realizadas no aparelho Metrohm 856, do Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia — UFSC. Os compostos de
coordenacéo foram dissolvidos em CH3;CN, com concentracdo de
1,0x10°mol L™. O aparelho foi calibrado com uma solucéo
padrdo de KCI 0,1 mol L™ cuja condutividade é de 100 pScm™
em agua a 25 °C.

3.2.7. Titulacdo Potenciométrica e Espectrofotométrica

As constantes de protonagdo foram determinadas por
titulacdo  potenciométrica no Laboratério de Quimica
Bioinorganica e Cristalografia — UFSC. Os experimentos foram
realizados em CH3CN/H,O (50:50, %v/v), pK,, = -15,19 (MITRA;
PETERS; SCOTT, 2007). Cada titulacdo foi realizada em uma
cela termoestabilizada a 25,00 + 0,01 °C, controlada por um
banho da Visomes Plus. Foi utilizado um titulador automatizado
Metrohm modelo Titrino Plus 848 acoplado a um eletrodo
combinado com referéncia de Ag/AgCI, calibrado com solucdes
diluidas de HCI. As medidas foram feitas em volume de solucéo
final de 50 mL, com aproximadamente 2,5x10™> mol do composto
presente. A forca iénica foi ajustada com KCl & 0,1 mol L e o
sistema foi titulado com KOH 0,1 mol L. Todas as solucdes
foram preparadas com &gua bidestilada e fervida sob atmosfera
de argbnio pré-purgado em solucdo de KOH. As titulacbes foram
realizadas em duplicata e os valores apresentados referem-se a
média dos dois experimentos. As constantes de equilibrio foram
calculadas com o programa BEST7 (MARTELL, 1992) e os
diagramas de espécies presentes em solucdo em funcdes do pH
foram obtidos com os programas SPECIES.

As titulagBes espectrofotométricas foram feitas sob as
mesmas condicdes das potenciométricas. As medidas de pH
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foram feitas utilizando o mesmo eletrodo, porém a adicdo de
base foi feita de forma manual. Aliquotas de aproximadamente 1
mL foram removidas a cada ponto e 0 espectro de UV/Vis obtido
em um espectrofotdmetro Perkin Elmer modelo Lambda 750.
Apo6s cada medida a aliquota era devolvida para a solugédo que
estava sendo titulada. As curvas foram ajustadas com uma curva
sigmoidal e os valores de pK, obtidos do ponto de inflexao.

3.2.8. Medidas de reatividade na hidrolise de fosfatos

A atividade catalitica dos complexos foi avaliada através da
reacdo de hidrélise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-
BDNPP), o qual foi sintetizado de acordo com o método descrito
por Bunton e Farber (1969). Os experimentos cinéticos foram
realizados em duplicata sob condicbes de excesso de substrato
monitorando-se espectrofotometricamente, em um
espectrofotbmetro UV-vis Varian Cary 50 BIO acoplado a um
banho termostatizado, a variagcdo de absorbancia ocorrida em
400 nm (pH/e Lmol'cm® = 3,5/2125:4,0/3408; 4,5/7182;
5,0/10078; 5,5/11405; 6,0/12004; 6,5-10,0/12100) referente a
liberagdo do anion 2,4-dinitrofenolato (BATISTA et al., 2003;
CASELLATO, 2003), como produto da reacdo de hidrélise. As
reacOes foram monitoradas até 5% de converséo de substrato a
produto e os dados foram tratados pelo método das velocidades
iniciais.

O gréfico das velocidades iniciais (Vo) em funcdo do pH
permitiu a obtencdo dos valores de pK, para as espécies em
equilibrio e pH 6timo (valor de pH onde a atividade catalitica é
méxima). A determinacéo das velocidades iniciais em fung¢éo da
concentracd@o do substrato foi realizada no pH 6timo sob mesmas
condicbes descritas para 0 estudo de influéncia do pH,
resultando em cinéticas de saturacdo com comportamento de
Michaelis-Menten. Através deste experimento determinou-se a
velocidade maxima (Vuax) € a constante de Michaelis-Menten
(Kw). Através de calculos simples, determinou-se a constante
catalitica (kcat = Vmax/[C]), 0 fator catalitico, pré-definido somente
para a reacdo de hidrélise, definido pela razédo entre a constante
catalitica e a constante da reacdo ndo catalisada, além da
eficiéncia catalitica (E = Kca/Ky).

Os estudos em funcédo do pH para atividade de hidrdlise
foram realizados em uma faixa de pH entre 3,5 e 10,0 a 25 °C.
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Utilizaram-se cubetas de vidro com capacidade para 4,0 mL e
caminho 6ptico de 1 cm, nas quais foram adicionados 750 uL de
solucdo aquosa de tampdo 0,1 mol L' MES (pH 3,5 a 6,5),
HEPES (pH 7,0 a 8,0) e CHES (9,0 a 9,5) com forca ibnica
mantida constante (I= 0,1 mol L™, LiClO,), 100 pL de uma
solugéo em acetonitrila do complexo ([Clina = 4 x 10° mol L™Y), e
400 pL de acetonitrila. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 250
EL de uma solugdo em acetonitrila do substrato ([S]fina = 4 x 10°
mol L™). Os experimentos cinéticos em condicbes de excesso
de substrato, para determinacdo dos parametros de ativacao,
foram realizados nas mesmas condi¢cdes, porém alterando o
volume de acetonitrila e de solugdo de substrato mantendo a
propor¢do CH3;CN/H,O (50:50, %v/v), para que a concentracao
de substrato variasse de 0,5 x 10°mol L™ a 5,5 x 10°mol L™,
CorrecBes de hidrolise espontanea do substrato 2,4-BDNPP
foram realizadas sob condi¢cdes idénticas, sem a adicdo do
complexo.

A determinacdo do numero de moléculas de substrato
hidrolisadas por molécula de complexo foi realizada pelo
acompanhamento espectrofotométrico em 445 nm (¢ = 3600
Lmol“cm™) na condicdo de 50 vezes de excesso do substrato
g[S]ﬁnm =2 x 10°mol L'l) em relagdo ao complexo ([Clfina = 4 X 10°
mol L™). Realizou-se também o acompanhamento da reac&o
estequiométrica em 400 nm entre os complexos e 0 substrato
([Clinal = [Slina = 4 x 10°mol L™) durante 55 horas a 50°C. Em
todos o0s experimentos cinéticos a correcdo da hidrolise
espontanea do substrato foi realizada.

O estudo do efeito isotépico de deutério na hidrélise do
2,4-BDNPP pelos complexos foi realizado pelo acompanhamento
de duas reacdes paralelas onde as solugbes tampdes HEPES pH
e pD = 6,5 (corrigido) para o complexo 1 e pH, pD = 7,0
(corrigido) para o complexo 2 foram previamente preparadas em
H,O e D,0. As rea¢des foram monitoradas sob condi¢des de 100
vezes de excesso do substrato em 400 nm a 25 °C para ambos
0s complexos.
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3.3. SINTESES
3.3.1. Sintese do ligante

3.3.1.1. Sintese do pré-ligante BPMA — bis(piridilmetil)amina

AN 1 MeOH | A = |
H
N N N

O procedimento descrito foi realizado de acordo com
Neves et al. (1996). Em um baldo de 250 mL contendo uma
solucéo metanollca de 2-(aminometil)piridina (10,8 g, 100 mmol,
108,14 g mol™) em banho de gelo, foi adicionado lentamente
através de um funil de adicdo o 2-piridilcarboxialdeido (10,7 g,
100 mmol, 107,11 g mol™). Apés a adicéo, retirou-se o banho de
gelo e a reacdo permaneceu sob agitacéo por 1 hora. A solucédo
foi entdo transferida para um recipiente adequado e 1 g de
paladio/carbono 5% foi adicionado lentamente a essa solucéo e a
mesma foi mantida sob atmosfera de hidrogénio 40 psi e
agitacdo por 15 horas. A mistura foi filtrada para separar o
catalisador e o solvente foi evaporado a pressao reduzida a 40
°C. O produto obtido apresentou-se como um 6leo amarelo com
rendimento de 85% (16,93 g, 85 mmol, 199,26 g mol™).

RMN de'H (200 MHz; CDCIs) d,ppm: 2,53 (s, 1H, NH); 3,99
(s, 4 H, CH,); 7,15 (dd, 2H, CHy,); 7,35 (d, 2H, CHy); 7,63 (dt, 2H,
CHg); 8,56 (d, 2H, CHy).

IV (KBr) em cm?t: v (N-H) 3300; v (C-Hy e C-Hyi) 3062-
2828; v (C=N e C=C) 1592-1434; v (C-N) 1148; & (C-Hy) 758.
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Figura 12.Espectro de RMN de *H (200 MHz) em CDCl; do BPMA.
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Figura 13.Espectro de IV em KBr do BPMA.
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3.3.1.2. Sintese do pré-ligante CMFF — 2-clorometil-4-metil-6-
formilfenol

CHCl, HCHO
— > _O > ¢l _0
NaOH HCI
OH OH

OH

Inicialmente preparou-se o 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido
(HMB) através de uma reagcdo de formilagdo do p-cresol
(THOER, 1988). Em um bal&o de 3 bocas de 5000 mL, equipado
com um agitador mecéanico e um condensador, adicionou-se o p-
cresol (21,6 g, 200 mmol, 108,14 gmol™) em 1,5 L de cloroférmio.
A solucdo foi mantida sob agitagcdo com temperatura controlada
entre 56 — 60 °C com um banho. Iniciou-se entdo a adi¢do de
NaOH (60 g, 1,5 mmol, 40,00 gmol™), solubilizado em 100 mL de
agua destilada, em pequenas porgdes durante 3 horas. A reacao
foi mantida por mais uma hora e entdo deixou-se o0 sistema
resfriar a temperatura ambiente. Adicionou-se aproximadamente
500 mL de agua destilada e, sob agitacdo, acidificou-se com HCI
concentrado até pH = 2. A fase organica foi separada, lavada
com agua destilada, seca com Na,SO, anidro e o solvente foi
retirado a pressdo reduzida. O protudo foi entdo destilado a
presséo reduzida. Obteve-se 0 HMB como um sélido branco. O
sélido foi solubilizado em um minimo de diclorometano e
purificado com coluna cromatografica em silica, utilizando
diclorometado como eluente. O solvente foi retirado a pressao
reduzida e obteve-se um sélido cristalino.

Em um baldo de 500 mL adicionou-se o HMB (6,4 g, 47
mmol, 136,15 gmol™), formaldeido 37% (3,81 g, 94 mmol) e
acido cloridrico concentrado (25 mL). O sistema foi mantido sob
refluxo e agitacdo por 30 minutos e, na sequéncia, resfriado a 0O
°C, formando um precipitado compacto no fundo do baldo, que
foi triturado, filtrado sob vacuo e recristalizado a quente em
diclorometano. Obteve-se um sélido branco, que foi deixado no
dessecador com silica sob vacuo para secar. P.F.: 94-96 °C com
rendimento de 85% (7,4 g, 40 mmol, 184,62 g mol™) em relacéo
ao HMB.
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RMN de'H (200 MHz; CDCl3) &,ppm: 2,35 (s, 3H, CHa);
4,67 (s, 2H, CH,); 7,35 (s, 1H, CHy,); 7,46 (s, 1H, CHy); 9,86 (s,
lHa CHaId); 11!25 (Sl 1H! OernoI)-
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Figura 14.Espectro de RMN de 'H (200 MHz) em CDCl; do CMFF.

IV (KBr) em cm-1: v (C-Har e C-Halif) 3028-2850; v (C-
Hald) 2746; v (C=0) 1663; v (C=C) 1600-1470; & (O-Hfenol)
1372; v (C-Ofenol) 1256; & (C-Har) 703; v (C-Cl) 612.
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Figura 15.Espectro de IV em KBr do CMFF.
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3.3.1.3. Sintese do proé-ligante bpmamff — 2-[N-bis-(2-
piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-formilfenol

- —
N

\ // N

N
CH,CI o
cl O * NH i, N 7

OH
OH ™\ EtN N~
N \ y

O procedimento experimental foi realizado de acordo com
a rota descrita por Karsten e colaboradores (KARSTEN, 2002).
Em um baldo de 250 mL, foi adicionado cmff (5,6 g, 30 mmol,
184,62 g mol™) dissolvido em diclorometano (80 mL). Sob
agitacdo e a 0 °C, foram adicionados lentamente, 80 mL de uma
solugdo de bpma (6,0 g, 30 mmol, 199,26 g mol?) em
diclorometano. Apds completa adicdo, o banho de gelo foi
removido e 0 sistema permaneceu sob agitacdo por 3 horas a
temperatura ambiente. A solucdo foi entdo transferida para um
funil de separacdo e foi lavada com uma solucdo aquosa
saturada de bicarbonato de sddio. A fase organica foi separada e
seca com sulfato de sddio anidro e o solvente evaporado sob
vacuo a 40 °C e o 06leo resultante foi dissolvido em 40 mL de
propan-2-ol a quente em um béquer. Ap6s algumas horas
formou-se um precipitado cristalino que foi filtrado em funil de
placa porosa, lavado com éter gelado e deixado secar. O produto
foi obtido na forma de um sélido amarelo com um rendimento de
78 % (8,1 g, 23,4 mmol, 347,42 g mol™).

RMN de'H (200 MHz; CDCl3) d;ppm: 2,27 (s, 3H, CHa);
3,80 (s, 2H, CH,); 3,89 (s, 4H, CH,); 7,21 (m, 3H, CHy); 7,44 (m,
3H, CHyy); 7,65 (dt, 2H, CHy); 8,58 (d, 2H, CHy); 10,43 (s, 1H,
CHoau).
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Figura 16.Espectro de RMN de *H (200 MHz) em CDCl, do bpmamiff.
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IV (KBr), em cmt v (C-Har € C-Hpjip) 3038-2849; v (C=0)
1680; v(C=N e C=C) 1591-1437; & (O-Hieno) 1378; v (C-Otena)
1276; v (C-N)1114; & (C-Hpa,) 773.
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Figura 17.Espectro de IV em KBr do bpmamff.
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3.3.1.4. Sintese do proé-ligante Hpys — 2-[N-bis-(2-
piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-piridilmetil)aminometil[fenol

@ CHg
N N\/©\/ 7 N, NH2 1. MeOH/THF _ Q
@// -0 @// T 2.NaBH,
- OH
2)

A reacdo de aminacdo redutiva seguiu procedimento
descrito na literatura (GREATTI, 2008). Em um baléo de 250 mL
dissolveram-se 3,07 g (8,8 mmol, 347,42 g mol™*) em 80 mL de
CH3;OH/THF 50% v/iv. A esta solucdo ad|C|on0u -se 2-
(aminometil)piridina (0,979, 9,0 mmol, 108,14 g mol™). Essa
solucdo, de coloracdo amarela intensa, permaneceu sob
agitacdo por 1 hora. Apés esse periodo iniciou-se a reducdo da
imina a partir da adi¢éo lenta de boro-hidreto de sédio (0,38 g, 10
mmol). Ao final da adicdo a solugdo apresentava uma coloracdo
amarela pdlida. A mistura reacional permaneceu sob agitacéo
por mais 1 hora e entdo o solvente foi evaporado a pressao
reduzida a 40°C. O dleo resultante foi dissolvido em 60 mL de
diclorometano e permaneceu por agitagcdo por 15 minutos na
presenca de uma solugcdo aquosa saturada de bicarbonato de
sédio. A fase orgéanica foi lavada com a mesma solugéo aquosa
(5x50 mL) em um funil de separacéo, foi entdo separada, seca
com sulfato de sédio anidro e o solvente foi retirado a vacuo. O
Oleo resultante foi deixado a pressdo reduzida por 6 horas.
Rendimento 95 % (3,7 g, 8,4 mmol, 439,56 g mol™).

RMN de'H (200 MHz; CDCl3) &ppm: 2,22 (s, 3H, CHy);
3,73 (s, 2H, CHy); 3,86 (s, 4H, CH,); 3,86 (s, 4H, CH,); 3,94 (s,
4H, CH,); 6,88 (s, 1H, CHy); 6,94 (s, 1H, CHy); 7,16 (dd, 3H,
CH,); 7,36 (d, 3H, CHy); 7,60 (id, 2H, CH,); 8,55 (d, 2H, CHyy).
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Figura 18.Espectro de RMN de *H (200 MHz) em CDCl; doHpys;.
IV(filme sobre KBr), em cmt v (C-Har € C-Hajir) 3061-2824;

v (C=N e C=C)1592-1434; & (O-Hreno)) 1364; vV (C-Ofeno) 1233; v
(C-N) 1149; & (C-Hp,) 761.
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Figura 19.Espectro de IV em KBr do Hpysa.
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3.3.1.5. Sintese do ligante H,pysmff — 2-[N-bis-(2-
piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxi-3-formil-5-
metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometil]fenol

@ e B K
Y~ G

HO =0

O ligante H,pysmff foi sintetizado segundo Piovezan et al.
(PIOVEZAN, JOVITO, et al. 2010).

Em um baldo de 250 mL adicionaram-se 3,7 g (8,4 mmol,
439,56 g mol™) de Hpys, trietilamina (1,4 mL, 10 mmol) e 60 mL
de diclorometano. A esta soluc¢do adicionou-se cmff (1,7 g, 9,2
mmol, 184,62 g mol™) e o sistema permaneceu sob agitacdo e
refluxo por cinco dias. Apds esse periodo a solugéo foi lavada em
um funil de separacdo com solugdo aquosa saturada de
bicarbonato de sodio (7x50 mL). A fase organica foi separada,
seca com sulfato de sédio anidro e o solvente foi evaporado a
presséo reduzida e 40 °C. Rendimento 82 % (3,0 g, 6,9 mmol,
587,72 g mol™).

RMN de'H (200 MHz; CDCl3) dppm: 2,21 (s, 3H, CHa);
2,23 (s, 3H, CHj3); 3,75-3,90 (m, 12H, CH,); 6,86-7,59 (m, 13H,
CHa,); 8,53 (d, 1H, CHyy); 8,55 (dd, 2H, CHy); 10,29 (s, 1H,
C:Hald)-
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Figura 20.Espectro de RMN de *H (200 MHz) em CDCl; do H,pysmff.

IV (KBr), em cm™: v (C-H, eC-Hgi) 3060-2854; v(C=0)
1678,v (C=N e C=C) 1590-1439; v (C-O) 1265; & (C-H,) 749.
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Figura 21.Espectro de IV em KBr doH,pysmff.
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3.3.1.6. Sintese do ligante H,LHex — 2-({[(3-{[(6-
aminohexil)amino]metil}-2-hidroxi-5-metilfenil)metil](piridin-2-
ilmetil)amino}metil)-6-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil}-4-
metilfenol

\// 7 . 4
N <\ 1. MeOH, AcOH . \
HaN o~~~ N =N
N L N NH; 2. NaBH,
— OH Q// OH
HO -0 HO
NH N
U

Em um baldo de 250 mL, adicionaram-se uma solucédo de
1,6-hexanodiamina (0,6 g, 5,1 mmol, 116,20 gmol™*) em metanol
(80 mL) e 3 gotas de &cido acético. Com um funil de adicéo,
acrescentaram-se lentamente 60 mL de uma solu¢édo metandlica
de Hypysmff (0,59 g, 1 mmol, 587,72 gmol~). O sistema
permaneceu sob agitacéo por 14 horas e entdo adicionou-se, em
banho de gelo, boro-hidreto de sédio (0,11g, 3 mmol, 37,83 gmol’
. A mistura reacional permaneceu por mais duas horas sob
agitagcdo e o solvente foi retirado sob vacuo a 40 °C. O produto
resultante foi dissolvido em 60 mL de diclorometano e
permaneceu por agitacdo por 15 minutos na presenca de uma
solucdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio. A fase
orgéanica foi lavada com a mesma solug¢éo aquosa (6x80 mL) em
um funil de separacéo, foi entdo separada, seca com sulfato de
sédio anidro e o solvente foi retirado a vacuo. Rendimento 84 %
(0,58 g, 0,84 mmol, 687,92 gmol™).

RMN de'H (200 MHz; CDCls) 5ppm: 1,29 (m, 4H, CH,);
1,60 (m, 4H, CHy); 2,20 (s, 6H, CHy); 2,69 (t, 2H, CHy); 2,82 (t,
2H, CHy); 3,73-3,83 (m, 12H, CHy); 4,01 (s, 2H, CH,); 6,83-7,61
(m, 13H, CHy); 8,55 (dt, 3H, CHg).

IV (KBr), em cm™:v (O-H) 3400; v (N-H) 3200;v (C-H, eC-
Hai) 3060-2830; v (C=N e C=C) 1610-1425;5 (O-Hseno) 1370; v
(C-Ofenat) 1231; & (C-Ha,) 751.

ESI-MS: m/z = 688,60; [M+H] — Massa molar do ligante
H,Lhex pelo ESI-MS: 687,60 g mol™.
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Figura 22.Espectro de RMN de "H (200 MHz) em CDCl; do H,LHex.
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Figura 23.Espectro de IV em KBr do H,LHex.

3.3.2. Sintese dos complexos

3.3.2.1. Sintese do perclorato de p-hidroxo-2-({[(3-{[(6-
aminohexil)amino]metil}-2-hidroxi-5-metilfenil)metil](piridin-2-
ilmetil)amino}metil)-6-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil}-4-
metilfenol Ferro(lll) Zinco(ll) — FeZnH,LHex — Complexo 1

N/
i) Zn(CIO4).6H,0

CH T §5 /\\ /\ 5

Em um bequer de 600 mL adicionou-se uma solugéo do
ligante H,LHex (687,9 mg, 1 mmol, 687,92 gmol'l) em 200 mL de
metanol. Em seguida adicionou-se o perclorato de zinco hexa-
hidratado (372,4 mg, 1 mmol, 372,36 g mol™). A essa mistura
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reacional foi adicionada muito lentamente uma solucéo
metandlica de perclorato de ferro(lll) nona-hidratado (516,2 mg, 1
mmol, 516,2 gmol™) (200mL). Apés a adicdo da solucdo de
ferro(lll), a solugédo que inicialmente era amarela palida, tornou-
se roxa intensa. Adicionou-se entdo trés equivalentes de
hidréxido de sédio (3 mL de uma solucéo 1 mol L™) e a solucéo
tornou-se vermelha intensa. O volume de solvente foi reduzido a
40 mL e a solucéo foi filtrada em um béquer de 100 mL e deixada
cristalizar. Rendimento 62 % (656,70 mg, 1059,10 gmol™). O
produto se apresentou como um po de coloragdo purpura.

IV (KBr), em cm™:v (O-H) 3433; v (N-H) 3255;v (C-H, eC-
Hair) 3055-2855; v (C=N e C=C) 1605-1425;v (C-N) 1144; v (Cl-
0) 1088; & (C-H,) 628.

ESI-MS: m/z = 274,54; [M+H]** — Massa molar do
complexo catidnico 1: 822,62 g mol™.
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Figura 24.Espectro de IV em KBr do complexo 1.

3.3.2.2. Sintese do perclorato de p-hidroxo-2-({[(3-{[(6-
aminohexil)amino]metil}-2-hidroxi-5-metilfenil)metil](piridin-2-
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ilmetil)amino}metil)-6-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil}-4-
metilfenol Ferro(lll) Cobre(ll) — FeCuH,LHex — Complexo 2

S@( "”efi“:;;:”" CO \/ \//?q

MeOH

HZN

Em um béquer de 600 mL adicionou-se uma solucéo do
ligante HoLHex (687,9 mg, 1 mmol, 687,92 gmol™) em 200 mL de
metanol. Em seguida adicionou-se o perclorato de cobre(ll)
(370,5 mg, 1 mmol, 370,54 gmol™). A essa mistura reacional foi
adicionada muito lentamente uma solucdo metandlica de
perclorato de ferro(lll) nona-hidratado (516,2 mg, 1 mmol, 516,2
gmol™) (200mL). Apés a adicdo da solucdo de ferro(lll), a
solucdo que inicialmente era amarela pélida, tornou-se roxa
intensa. Adicionou-se entdo trés equivalentes de hidroxido de
sédio (3 mL de uma solucdo 1 mol L) e a solucdo tornou-se
vermelha intensa. O volume de solvente foi reduzido a 40 mL e a
solugdo foi filtrada em um béquer de 100 mL e deixada
cristalizar. Rendimento 74 % (782,28 mg, 1057,10 gmol™). O
produto se apresentou como um po de coloracdo vermelha.

IV (KBr), em cm™:v (O-H) 3415; v (N-H) 3228;v (C-H, eC-
Hair) 3042-2851; v (C=N e C=C) 1607-1443;v (C-N) 1141; v (Cl-
0) 1088; & (C-Hy) 625.

ESI-MS: m/z = 441,60; [M]** — Massa molar do complexo
catiénico 2: 893,20 g mol™.
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Figura 25.Espectro de IV em KBr do complexo 2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS LIGANTES

Os precursores bpma, bpmamff, Hpy; e os ligantes
Hopysmff e H,LHex (Figura 26) foram obtidos com bons
rendimentos e grau de pureza adequado de acordo com o0s
procedimentos descritos na secdo experimental. Os precursores
e o ligante H.pysmff foram caracterizados por RMN de 'H e
espectrofotometria de IV e o ligante H,LHex foi também
caracterizado por espectrometria de massas (ESI-MS).

7 | cH
N CH2C12
N
NH- ¢l Et*N C?//
N
| N OH
F MeOH/ | NaBH,
THF
CH - | CHs
_CHCh 3 SN |
EHN a ,o / N\ N N
OH <;;7’J OH 2
N
x

HN A
NH,
N SN
HO

NH NH,

Y

Figura 26.Rota sintética do ligante H,LHex.

O ligante H,LHex foi sintetizado a partir de uma aminacao
redutiva entre o ligante H,pysmff e a 1,6-hexanodiamina em um
sistema bastante diluido a partir da adicdo lenta do ligante
contendo o grupo funcional aldeido sobre a diamina para
obtencéo do produto desejado e o acido acético foi adicionado a
solugdo contendo a amina para atuar como um catalisador &cido
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e também como uma forma de protecdo para a amina e garantir
a entrada de apenas um ligante H,pysmff sobre a diamina. O
espectro de RMN de *H, IV e ESI-MS comprovam a obtencéo do
ligante H,LHex e atestam sua pureza para uso na sintese dos
complexos.

A espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray
aplica-se com sucesso na caracterizacdo de ligantes e
complexos em solucdo, produzindo ions em fase gasosa
diretamente da solucdo contendo o composto a ser analisado,
fornecendo informacbes qualitativas acerca das espécies
carregadas existentes em solugcdo. A espectrometria de massas
do ligante H,LHex mostrou a presenca do ion molecular do
ligante (m/z = 688,60) referente & espécie (M+H) (Figura 27).

O ligante H2LHex ¢é heptadentado, com um braco
tridentado macio para coordenacdo preferencial do M(Il)
contendo nitrogénios de duas piridinas e de uma amina alifatica
como atomos doadores, e um outro braco mais duro, ideal para
coordenagcdo do M(lll) contendo um oxigénio de um fenol
terminal e nitrogénios de uma piridina e uma amina alifatica como
atomos coordenantes. O fenol central tem como funcdo atuar
como ponte entre os dois metais, mantendo a distancia
necessaria para a atividade catalitica dos complexos. A amina
terminal (1,6-hexanodiamina) da cadeia lateral ndo tem potencial
para atuar como coordenante pois em pH de sintese dos
complexos a mesma encontra-se protonada (pKs ~ 10).
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Figura 27. Espectro de ESI-MS do ligante H,LHex e respectiva

simulagao da distribuicéo isotopica.

65



66

4.2. SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Os complexos FeZnH,Lhex (1) (Figura 28 - esquerda) e
FeCuH,LHex (2) (Figura 28 - direita) foram sintetizados a partir
do ligante H,LHex e dos sais de perclorato de Fe(lll) e Zn(ll) e
perclorato de Fe(lll) e Cu(ll), respectivamente, ambos na
proporgdo 1:1:1 (H,LHex/Fe(ll)/M(Il)). Ambos o0s complexos
foram caracterizados através de IV, espectrometria de massas
com ionizagdo por eletrospray, espectrofotometria na regido do
UV-Vis, condutimetria, eletroquimica e titulacdo potenciométrica
e espectrofotométrica.

2+ 2+

Figura 28. Estruturas propostas para os complexos FeZnH,LHex
(esquerda) e FeCuH,LHex (direita) de acordo com os espectros de
massas e estruturas ja apresentadas na literatura para compostos
semelhantes (CAMARGO, 2013; SOUZA, 2013).

4.2.1. Espectrofotometria na regido do IV

A andlise do espectro de IV traz informag6es preliminares
importantes acerca da formacdo do complexo uma vez que o
mesmo apresenta as bandas referentes ao ligante — algum
deslocamento pode ser observado — acrescido das bandas do
contra-ion (quando dentro da regido estudada) (SILVERSTEIN et
al.,, 1994; NAKAMOTO, 1978). Nos espectros de IV dos
complexos 1 e 2 observa-se claramente a existéncia da banda
em 1090 cm™ referente ao estiramento axial v(Cl-O) do contra-
ion perclorato (NAKAMOTO, 1978) e também as bandas
caracteristicas do ligante H,LHex com alguns deslocamentos e
mudancas de intensidade, principalmente a reducdo da
intensidade relativa das bandas referentes ao estiramento da
ligacdo C=N da piridina, e auséncia da banda em 1231 cm’
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'devido ao estiramento C-Op, indicativo da coordenacado
desses grupos doadores com o ion metalico. As Figuras 29 e 30
apresentam os espectros dos complexos 1 e 2 e seu ligante,
respectivamente. A Tabela 1 traz um comparativo entre as
principais bandas do ligante e dos dois complexos.
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Figura 29. Sobreposicdo dos espectros na regido do 1V do ligante
H,LHex (preto) e do complexo 1(vermelho).

Tabela 1. Namero de onda das bandas referentes aos movimentos
vibracionais dos principais grupos funcionais do ligante H,LHex e dos
complexos 1 e 2.

Banda H,LHex (cm™) 1(cm™ 2 (cm™)
v (O-H) 3400 3433 3415
v (N-H) 3200 3255 3228
V (C-Hpr € C-Hpji) 3060-2830 3055-2855 3042-2851
v (C=N e C=C) 1610-1425 1605-1425 1607-1443
9 (O'ernol) 1370 - -
v (C'Ofenol) 1231 - -
v (C-N) 1150 1144 1141

v (CI-0) - 1088 1088
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Figura 30. Sobreposicao dos espectros na regido do 1V do ligante
H,LHex (preto) e do complexo 2 (vermelho).

4.2.2. Espectrometria de massas

Os espectros de massas estdo de acordo com a
composi¢do esperada para 0os complexos 1 e 2 em solugéo. Para
0 complexo 1 observou-se um conjunto de sinais referente a um
cation trivalente contendo ferro e zinco em sua composicéo, de
acordo com a distribuicdo isotopica destes elementos quimicos
(Figura 31). O espectro de 1 apresentou como pico base um
conjunto de sinais em m/z = 274,54 com distanciamento entre os
picos de 0,33, referente a uma espécie trivalente, estando em
concordancia com a espécie sugerida na Figura 32.
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Figura 31. Espectro de ESI-MS do complexo 1 e respectiva simulacdo
da distribuico isotdpica.



70

— 2+
=~ N N
COSALSDY |
/ ~o N\
o H N—
\ 7/
HN
\/\/\/\NH2

Figura 32. Estrutura proposta para o complexo 1 de acordo com o
espectro de ESI-MS.

Para o complexo 2, o espectro de massas apresentou dois
conjuntos de sinais com intensidade significativa em relagdo aos
demais sinais do espectro (Figura 33). O pico base aparece em
m/z = 446,60, atribuido a espécie sugerida na Figura 34. A
presenca de metanol é justificada pelo uso do mesmo no
processo de cristalizacdo do composto e o ion sédio pode ser
proveniente da vidraria utilizada na sintese dos compostos bem
como de algum procedimento de sintese, tanto do ligante como
do préprio complexo (HOFFMANN, 2007). Outro pico bastante
intenso situa-se em m/z = 441,60 que foi atribuido a uma espécie
contendo os metais em sua forma reduzida (ou seja, Fe" e Cu'),
que pode ser explicado por um processo de reducdo dos
mesmos no proprio processo de ionizagdo por eletrospray
(RALPH, 1996), além de um ion Li* possivelmente proveniente
de vidrarias bem como um CI, justificado pelo processo de
purificagdo do complexo que foi lavado com cloroférmio, solvente
gue pode gerar CI" em meio béasico (HINE, 1950).
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Figura 33. Espectro de ESI-MS do complexo 2 e respectiva simulacdo
da distribuico isotdpica.
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Figura 34. Estrutura proposta para o complexo 2 de acordo com o
espectro de ESI-MS.

4.2.3. Condutimetria

A condutimetria dos dois complexos foi realizada em
solucdo dos mesmos em acetonitrila com concentracdo de 1 x
10°mol L. O comi)lexo 1 mostrou uma condutividade molar de
210,46 Q'cm’mol™ que, quando comparada com a literatura
(GEARY, 1971), indica a presenca de dois equivalentes de ions
positivos por molécula de complexo, inferindo a presenca de 2
contra-ions perclorato. O complexo 2 apresentou uma
condutividade molar de 215,94 Q'cm’mol®, atestando a
proporgdo 1:2 complexo/contra-ion perclorato. Estes dados estéo
de acordo com as propostas de estrutura para ambos os
complexos (Figura 28).

4.2.4. Espectrofotometria eletrébnica na regido do UV-vis

Os espectros de absor¢cdo na regidao do UV-vis para os
complexos 1 e 2 foram obtidos na regido entre 300 e 800 nm,
utilizando-se acetonitrila e agua como solventes (Figura 35). Em
ambos os complexos observa-se uma banda intensa na regiéo
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de 500 nm que € atribuida ao processo de transferéncia de carga
ligante — metal (TCLM) proveniente dos orbitais p1r do fenolato
para os orbitais dm* do ion Fe"(GABER, MISKOWSKI et al.
1974). Para o complexo 1(FeZnH,LHex), esta banda se
apresentou em 520 nm (e = 2282 Lmol*cm™) e para o complexo
2(FeCuH,LHex), em 485 nm (¢ = 2023 Lmol*cm™). Outra banda
TCLM fenolato — ferro(lll) é observada na forma de um ombro
em 345 e 350 nm para o0s complexos 1 e 2
respectivamente(NEVES, LANZNASTER et al. 2007). As bandas
de transicdo d-d para os complexosl e 2 ndo puderam ser
observadas pois ficaram encobertas pela TCLMpréxima a 500
nm. Os espectros de UV-vis no estado sélido apresentaram
também a banda de transferéncia de carga por volta de 500
nm(Tabela 2), o que nos permite concluir que a esfera de
coordenacdo do ligante dinucleante é mantida quando os
complexos se encontram em solu¢do de CH3CN e CH3;CN/H,0.
Outra banda de TCLM fenolato — ferro(lll) é observada no
espectro de UV-vis no estado sélido por volta de 350 nm para os
complexos 1 e 2(NEVES, LANZNASTER et al. 2007).

Tabela 2. Dados dos espectros eletrdnicos para os complexos 1 e 2.

Amax (NM) / € (Lmol™*cm™)
ACN ACN/H,0 1:1 Sélido

1 520 /2282 511 /2249 510
2 485 /2023 47171984 500

Complexo
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Figura 35. Espectros eletrénicos dos complexos 1(A) e 2(B). Solugdo —
[C] = 5x10™mol L™ e no estado sélido.

Os dados encontrados na espectroscopia eletrénica na
regido de UV-vis para o complexo 1 estdo de acordo com os
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valores tipicos de comprimento de onda e absortividade molar
para esses sistemas bem como da prépria enzima (SCHENK,
2013; CAMARGO, 2013; PIOVEZAN, JOVITO, et al. 2010;
GAHAN, SMITH, et al. 2009; JOVITO, 2010).

O grande deslocamento para comprimento de onda mais
baixo da banda em 485 nm para o complexo 2 pode ser
explicado por condi¢cbes de sintese, na qual foi usado um
excesso de NaOH 1 mol L™ e portanto o pH de solugdo do
complexo foi mais alto do que o comum (~8,5), portanto maior
parte das espécies em solucdo estdo na forma de (OH)Fe"(p-
OH)Cu"(OH), justificando a posicdo da banda (NEVES, et al.,
2007, SOUZA, 2013; JOVITO, 2010).

4.2.5. Estudos de equilibrio quimico por titulagao
potenciométrica e espectrofotométrica

Os equilibrios quimicos em solucdo aquosa para 0S
complexos 1 e 2 foram determinados via titulacdo
potenciométrica em CH3;CN/H,O (50:50, %Wv/v). Nesse
experimento objetivou-se a determinacdo dos valores de pK,
para as aguas coordenadas aos centros metalicos e das aminas
da cadeia lateral a fim de compara-los ao valores obtidos para o
complexo FeZnLAB (CAMARGO, 2013), para os complexos 1%
2%(Introdugdo — p. 28) (JOVITO, 2010) e aos valores obtidos
através das medidas cinéticas. Ambos o0s complexos
apresentaram quatropK,s através da titulagdo potenciométrica,
sendo os dois primeiros pKgs atribuidos as moléculas de agua
coordenadas aos centros metalicos (para 1, Fe" e zn" e, para 2,
Fe" e cu") e os dois mais altos atribuidos as aminas da cadeia
lateral do ligante H,LHex (Tabelas 3 e 4). Os diagramas de
espécies e algumas atribuicbes para os complexos estédo
apresentados nas Figuras 36 e 37.

Tabela 3. Comparativo entre os valores de pK, potenciométricos para os
complexo 1, 1%e FeZnLAB".
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pKa1i pKaz pKaz pPKas pKas
1 4,40 + 6,99 + 9,60 + 10,56 +
0,01 0,07 0,15 0,09
18 3,33 5,26 8,45 - -
FeznLAB® - 4,08 7,61 10,32 11,68

2 (JOVITO, 2010); ? (CAMARGO, 2013)
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Figura 36. Diagrama de distribuicdo de espécies para o complexo 1 em
acetonitrila/agua (50:50, %v/v).

Tabela 4. Comparativo entre os valores de pK, potenciométricos para os
complexo 2, 2% espectrofotométrico para o complexo 1-PEI°.

pKal pKaZ pKa3 pKa4 pKaS
5 5,01+ 7,75+ 10,18 + 11,49 +
0,01 0,04 0,06 0,02
22 3,12 5,07 8,21 - -
1-PEIP - 5,09 7,35 - -

T(JOVITO, 2010); P (SOUZA, 2013)
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Figura 37. Diagrama de distribuicdo de espécies para o complexo 2 em

acetonitrila/agua (50:50, %v/v).

Para melhor visualizagéo,

abaixo encontram-se as

estruturas dos complexos FeZnLAB e 1-PEI (Figura 38).



Figura 38. Estruturas dos complexos FeZnLAB (acima) (CAMARGO,

2013) e 1-PEI (abaixo) (SOUZA, 2013).
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O pK,: apresentado para os complexos 12 e 22 é atribuido
a formacdo da ponte u-OH através da desprotonacédo de uma
molécula de agua e néo foi determinado para os complexos 1 e
2. O valor de pK,; para o complexo 1 esta cerca de uma unidade
abaixo dos valores apresentados para este tipo de complexo sem
substituintes aminicos (JOVITO, 2010; PERALTA, 2010), porém
€ bastante proximo ao valor determinado para o complexo
contendo a 1,4-butanodiamina como grupo substituinte no
fenolato terminal (FeZnLAB) (CAMARGO, 2013), composto
bastante similar ao complexo 1 e foco comparativo para os
estudos cinéticos do mesmo. Essa diferenca de pK, em relacdo a
literatura implica em uma diferente distribuicdo de espécies com
a variacdo do pH, o que reflete na atividade catalitica desse
complexo, que tem atividade maxima em pH menor, como de
fato acontece na enzima (TWITCHETT et al.,, 2002). Para o
complexo 2, essa diferenca ndo € observada e estd em
concordancia com Souza (2013), em que o complexo 1-PEIl
também apresenta esse comportamento, indicando que a
presenca dos grupos amino (protonados) na PEI
(polietilenoimina) afeta apenas o metal divalente, facilitando a
formacdo do ion hidroxido ligado ao cobre (SOUZA, KREFT,
2013). Para 0 pK,3 se observa o comportamento de reducdo em
comparagdo com outros complexos da literatura (JOVITO, 2010;
PERALTA 2005; LANZNASTER, 2003), dessa vez para ambos
0s complexos, com mais significancia para o complexo 1. Essas
diferencas de pK, mostram que a cadeia da 1,6-hexanodiamina
interfere na densidade eletrbnica dos metais divalentes nos
complexos 1 e 2 e também do Fe(lll) no complexo 1 e,
consequentemente, na acidez dos mesmos (CAMARGO, 2013;
SOUZA, 2013). Os pKss 4 e 5 foram atribuidos as aminas da
cadeia lateral por estarem dentro da faixa de pK, de aminas
alifaticas.

A titulacdo espectrofotométrica (Figura 39 e 40) trouxe
valores em concordancia com os valores obtidos na titulacdo
potenciométrica (Tabela 5). O deslocamento hipsocrémico do
comprimento de onda méaximo da banda de transferéncia de
carga fenolato — Fe(lll) com o aumento do pH € explicado pelo
aumento da densidade eletrénica sobre o atomo de Fe(lll) com a
mudanga do ligante aquo para hidroxo, através da
desprotonacdo dessa agua coordenada, levando a um aumento
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da diferenca de energia entre o orbital ptr do fenolato e do dm*
do metal (HORN, et al. 2010).
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Figura 39.Titulagdo espectrofotométrica do complexo 1feita em
CH5CN/H,0 (50:50, %vV/v) a 25 °C, 0,1 mol L™ em KCI; [C] = 6 x10™* mol
L™
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Figura 40.Titulacdo espectrofotométrica do complexo 2feita em
CH3CN/H,0 (50:50, %v/v) a 25 °C, 0,1 mol L™ em KCI; [C] = 6 x10™mol
L™
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Tabela 5.Comparativo entre os valores de pK, potenciométricos
eespectrofotométricos para os complexo 1 e 2.

pKaZ pKaS
Potenciométrico 4,40 £ 0,01 6,99 + 0,07
Espectrofotométrico 4,27 £ 0,02 7,29 £ 0,04
Potenciométrico 5,01+£0,01 7,75+ 0,04
Espectrofotométrico 4,80 £ 0,03 7,65 £ 0,04

4.2.6. Eletroquimica

Os estudos eletroquimicos revelaram dados importantes
dos sistemas em analise e que também estdo em concordancia
com os demais experimentos realizados. Foram realizados
estudos em diferentes pHs para ver a influéncia do mesmo sobre
0 potencial redox do atomo de ferro nos complexos 1 e 2.

Os potenciais determinados para o complexo le
2(contendo a unidade estrutural {Fe"(u-OH)M"} na regi&o de 200
a -200 mV vs NHE, sdo atribuidos ao processo quasi-reversivel
de reducéo do tipo Fe" + e— Fe' e possui valores préximos aos
determinados para os complexos de mesmo arranjo estrutural ja
reportados na literatura em meio EtOH/H,O (70:30, %v/v)
(PERALTA, 2005; LANZNASTER, 2003). O processo redox
observado para o complexo 2, em -845 mV, é atribuido ao
processo Cu" + e— Cu'.

Para o complexo 1 foram realizados experimentos de
voltametria ciclica nos pHs 4,11 e 7,95, variando-se a velocidade
de varredura (Figura 41 e 42). Os processos referentes ao ferro
se mostraram quasi-reversiveis e, para pH 4,11 apresenta um
Ei, de 177 mV e para o pH 7,95, um Ey, de -230 mV. Essa
diferenca é facilmente explicada pela diferenca entre as espécies
existentes nesses IpHs. Para o pH 4,11, tem-se essencialmente a
espécie (OH)Fe"(u-OH)zn"(OH,) enquanto em pH 7,95,
(OH)Fe"(u-OH)zn"(OH) é a espécie predominante, em
concordancia com os dados de titulacdo potenciométrica. Essa
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variagdo na esfera de coordenacé@o do atomo de ferro afeta o seu
potencial redox devido a variacdo de densidade eletrdnica do
mesmo uma vez que um ligante hidroxo tem a capacidade de
prover maior densidade de carga negativa ao atomo de ferro,
estabilizando a espécie Fe(lll) em comparagdo com a espécie
(OH,)Fe"(u-OH)Zn"(OH,). O atomo de zinco n&o é redox ativo na
faixa de potencial estudada (PERALTA, BORTOLUZZI et al.
2010). O estudo de voltametria de onda quadrada (Figura 43 e
44) esta em concordancia com os de voltametria ciclica, tanto no
pH 4,11 quanto no pH 7,95. Na Tabela 6 estdo apresentados 0s
potenciais dos processos de oxidacao e reducéo do par Fe'"/Fe".
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Figura 41. Voltamogramas ciclicos do complexo 1 em EtOH/H20
(70:30, %v/v) (KCI 0,1 mol L-1) a 25 °C, com velocidades de varredura
de 25, 50, 100, 150 e 200 mV s-1 em pH 4,11. Os potenciais estédo
representados versus NHE. [C] =5 x 10 mol L™.
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Figura 42. Voltamogramas ciclicos do complexo 1 em EtOH/H,O (70:30,
%v/v) (KC1 0,1 mol L") a 25 °C, com velocidades de varredura de 25,
50, 100 e 200 mV s em pH 7,95. Os potenciais estdo representados
versus NHE. [C] =5 x 10 mol L™.
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Figura 43. Voltamogramas de onda quadrada do complexo 1 em
EtOH/H,0 (70:30, %v/v) (KCI 0,1 mol L") a 25 °C em pH 4,11. Os
potenciais estdo representados versus NHE. [C] =5 x 10 mol L™.
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Figura 44. Voltamogramas de onda quadrada do complexo 1 em
EtOH/H,0 (70:30, %v/v) (KCI 0,1 mol L") a 25 °C em pH 7,95. Os
potenciais estdo representados versus NHE. [C] =5 x 10 mol L™.
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Tabela 6. Potenciais de reducéo e oxidagéo do par Fe"/Fe" obtidos
através de voltametria de onda quadrada para o complexo 1 nas
condicgdes j4 descritas.

pH 4,11 pH 7,95
Reducao 162 mVv -202 mV
Oxidagé&o 195 mVvV -168 mV

Para o complexo 1 foi realizada uma titulacao
eletroquimica (VOQ) variando-se o pH entre 3,2 e 5,6 (Figura
45) utilizando voltametria de onda quadrada com o objetivo de se
determinar o pK, da &gua coordenada ao centro de
ferro.Observou-se que, com o aumento do pH, a corrente da
onda referente ao processo de reducdo do Fe(lll) da espécie
(OH,)Fe"(u-OH)zn"(OH,) em 177 mV, diminui gradativamente
com aumento simultdneo da corrente em 70 mV referente ao
processo de reducdo do Fe(lll) da espécie (OH)Fe"(u-
OH)Zn"(OH,). A determinacdo do pK, foi obtida através de uma
relacdo entre a razdo das correntes dos processos em 177 mV e
70 mV para eliminar variagbes de corrente em cada medida
(Figura 46). O pK, encontrado, que é equivalente ao pKj,, foi de
4,00 £ 0,03, o qual esta em boa concordancia com os demais
estudos de equilibrio em solucdo, com uma pequena diferenca
que pode ser justificada pela diferente mistura de solventes
utilizada nos experimentos de voltametria e titulagédo
potenciométrica.
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8 A\ Com o aumento do pH
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Figura 45. Voltamogramas de onda quadrada para o complexo 1
variando-se o pH de 3,2 a 5,6 em EtOH/H,O (70:30, %v/v) (KCI 0,1 mol
L™) a 25 °C. Os potenciais estéo representados versus NHE. [C] = 5 x
10 molL™.
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Figura 46. Gréfico da razdo entre as correntes dos processos de
oxidacdo do Fe(lll) em 177 mV e 70 mV obtidos dos voltamogramas da
Figura 45 em funcéo o pH para o complexo 1.
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O complexo 2 também foi estudado em diferentes pHs e
apresentou voltamogramas mais complexos do que o complexol
por possuir dois centros redox ativos (Fe(lll) e Cu(ll)). Apenas
em pH bastante acido (~2,5), foi possivel observar a onda
referente ao processo de reducéo do centro cobre(ll) (Ey, = -865
mV) pois nesse pH ainda ndo se observa a ponte p-hidroxo entre
os atomos de Fe(lll) e Cu(ll), sendo que nesse caso 0 que se
observa é o processo redox do centro de cobre sem acoplamento
antiferromagnético com o aomo de ferro. E interessante
observar que, apds a formacao da ponte pu-OH, tal processo nédo
¢ mais observado. E bem provavel que tal fendmeno esteja
associado ao grau de acoplamento antiferromagnético entre os
ions de Fe(lll) e Cu(ll) nesse complexo. A constante de
acoplamento antiferromagnética J para o complexo [Fe"(u-
OH)Cu'"(bpbpmp)] é de -23 cm™, indicativo de um acoplamento
relativamente forte através da ponte p-OH, afetando o processo
redox de ambos os centros metalicos (NEVES, 2010). Conforme
estrutura proposta para 2(vide supra), nesse caso, assume-se
que ambos os complexos possuam a mesma unidade estrutural,
{Fe" (u-oH)cu".

Como pode ser observado nos experimentos de
voltametria, os potenciais redox do ferro nas espécies (OH;)Fe(u-
OH)Cu(OH;) e (OH)Fe(u-OH)Cu(OH,) sdo mais negativos se
comparados com as mesmas espécies para o complexo 1. Esta
observacdo também pode ser justificada pelo acoplamento
antiferromagnético que interfere na acidez de Lewis dos metais e
no caso do &tomo de ferro, o torna menos &cido, deslocando seu
potencial redox para potenciais mais negativos (JOVITO, 2010).
Em pH 2,45, o potencial de meia onda para o ferro se encontra
em 30 mV e, em pH 5,56, pH em que se observa um equilibrio
entre as espécies (OH,)Fe(u-OH)Cu(OH,) e (OH)Fe(u-
OH)Cu(OH,), duas ondas sdo observadas, uma em 30 mV e
outra em -125 mV, referente as espécies citadas acima,
respectivamente. Um processo, que se acredita estar associado
a algum processo de oxidacdo do cobre, é observado na
voltametria de onda quadrada por volta de 500 mV. Esse
processo nao é referente a henhum processo do complexo 2 e
isso pdde ser comprovado na voltametria ciclica, pois, fazendo
uma varredura iniciando em 530 mV no sentido de oxidacéo
(Figura 47), esse processo ndo é observado, comprovando que
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esta onda é referente a algum processo sofrido por uma espécie
gerada em outro processo redox existente na faixa analisada. O
estudo de voltametria de onda quadrada (Figura 49 e50) estd em
concordancia com os de voltametria ciclica, tanto no pH 2,45
quanto no pH 556. Na Tabela 7 estdo apresentados os
potenciais dos processos de oxidacdo e reducdo dos pares
Fe'/Fe" e cu'icu'.

20
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E (mV) vs. NHE

Figura 47. Voltamogramas ciclicos do complexo 2 em EtOH/H,O (70:30,
%uv/v) (KCI 0,1 mol L") a 25 °C, com velocidades de varredura de 25,
50, 100, 200 e 300 mV s™ em pH 2,45. Os potenciais estdo
representados versus NHE. [C] =5 x 10 mol L™.
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Figura 48. Voltamogramas ciclicos do complexo 2 em EtOH/H,O (70:30,
%v/v) (KCI 0,1 mol L™) a 25 °C, com velocidades de varredura de 25, 50
e 100 mV s em pH 5,56. Os potenciais est&o representados versus
NHE. [C] =5 x 10 mol.L™.
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Figura 49. Voltamogramas de onda quadrada do complexo 2 em
EtOH/H,0 (70:30, %v/v) (KCI 0,1 mol L") a 25 °C em pH 2,45. Os
potenciais estdo representados versus NHE. [C] =5 x 10 mol L™.
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Figura 50. Voltamogramas de onda quadrada do complexo 2 em
EtOH/H,0 (70:30, %v/v) (KCI 0,1 mol L") a 25 °C em pH 5,56. Os
potenciais estdo representados versus NHE. [C] =5 x 10 mol L™.

Tabela 7. Potenciais de redugéo e oxidagéo do par Fe"/Fe" e Cu"/Cu'
obtidos através de voltametria de onda quadrada para o complexo 2 nas
condicdes ja descritas.

pH 2,45 pH 5,56
Ferro Re_d ucao 46 mV 40 mV e -100 mV
Oxidagéo 32mV 50 mV e -150 mV
Cobre Reducéo -915 mVvV -
Oxidagé&o -815 mV -

Com a titulagdo do complexo 2 de pH 2,9 a 5,0 (Figura 51)
utilizando-se voltametria de onda quadrada se observou que,
assim como para 0 complexo 1, com o aumento do pH, h4 a
diminuicdo da corrente da onda referente ao processo de
reducdo do Fe(lll) da espécie (OH,)Fe"(u-OH)Cu"(OH,), em 70
mV e 0 aumento da corrente em -80 mV referente ao processo
de reducdo do Fe(lll) da espécie (OH)Fe"(u-OH)Cu'(OH,).
Nesse caso, a determinacédo do pK, ndo foi possivel pois ndo se
obteve um bom ajuste dos dados com uma curva sigmoidal e
isso pode ser justificado pela complexidade eletrbnica desse
sistema.
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Figura 51. Voltamogramas de onda quadrada para o complexo 2
variando-se o pH de 2,9 a 5,0 em EtOH/H,0 (70:30, %v/v) (KCI 0,1 mol
L™) a 25 °C. Os potenciais estdo representados versus NHE. [C] = 5 x
10™mol L™

4.3. ESTUDOS DE REATIVIDADE

Uma das estratégias empregadas para o estudo da
atividade catalitica de complexos modelos na hidrélise de ésteres
de fosfato como, por exemplo, acidos nucleicos, € o uso de
substratos modelos ativados que possuam ligacdes fosfodiéster
que simulem o grupo funcional presente na cadeia de RNA e
DNA. Para analise da capacidade catalitica dos complexos deste
trabalho, os mesmos foram submetidos a estudos com o
substrato modelo bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP). A
atividade catalitica para os complexos frente a hidrolise do
substrato (Figura 52) foi avaliada a 25 °C, com excesso de
substrato, seguindo uma cinética de pseudo-primeira ordem.

NO.

2 - NO, NO, - NO,
o <‘3 - -
o] o Ol © o
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o o
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Figura 52. Reacdao de hidrélise do substrato modelo 2,4-BDNPP.
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4.3.1. Efeito de pH na hidrélise do 2,4-BDNPP

Inicialmente, realizaram-se experimentos para determinar o
efeito do pH na atividade catalitica dos complexos 1 e 2para
determinar o pH de atividade maxima na reacdo de hidrélise do
substrato, pH esse no qual seriam realizados a seguir 0s
experimentos de efeito da concentragdo do substrato na
atividade catalitica. Através deste experimento determinou-se o
pKa cinético para o sistema, 0 qual se pode comparar com 0s
pK.s obtidos no estudo de equilibrio quimico e
consequentemente determinar a espécie responsavel pela
atividade catalitica.

A faixa de pH estudada foi de 3,5 a 9,5 e o efeito do pH
apresentou um perfil de sino para ambos os complexos (Figura
53 e 54). Para o complexo 1, o pH 6timo foi de 6,5 enquanto para
o complexo 2 foi de 7,0. Estes resultados estdo de acordo com
os experimentos de equilibrio de espécies, no qual o pK, da agua
coordenada ao Fe(lll) apresenta um valor maior para o complexo
2em cerca de meia unidade em relacdo ao complexo 1. A Tabela
8 apresenta os valores de pKgs cinéticos encontrados para
ambos os complexos. De acordo com os valores de pKj,, conclui-
se que a espécie ativa na catélise é a (OH)Fe"(u-OH)M"(OH,)
para os dois complexos. O perfil de sino citado anteriormente &
explicado também pela distribuicdo de espécies ao longo da faixa
de pH. Na faixa de 3,5 a 6,5-7,0, observa-se um aumento na
atividade catalitica devido ao aumento da concentracdo da
espécie (OH)Fe"(u-OH)M"(OH,) em relacdo a (OH,)Fe"(u-
OH)M"(OH,) que nao possui atividade catalitica pela auséncia do
nucledfilo proposto, que seria o ligante hidroxo coordenado ao
atomo de Fe(lll). A partir do pH 6timo, observa-se uma queda da
atividade catalitica pela formacdo da espécie (OH)Fe"(u-
OH)M"(OH), que, ndo possui atividade significativa pois o grupo
hidroxo coordenado ao metal divalente ndo é tdo labil quanto
uma agua coordenada, dificultando sua substituicdo pelo
substrato, o que também limita a atividade catalitica (MITIC,
SMITH et al. 2006).
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Tabela 8. Comparacao dos valores de pK, potenciométrico e cinético na
hidrélise do 2,4-BDNPP.

Potenciométrico Cinético

pKaZ pKaS pKaZ pKaS
1 440+0,01 6,99+0,07 5,15+0,07 7,26+0,25
2 5,01+0,01 7,75+0,04 4,89+0,13 -

v0x109 (mol L™ s™)
N
1
.y
~—
[ ]

Figura 53.Dependéncia da velocidade inicial do complexo 1 com o
pHpara a reacéo dehidrélise do 2,4-BDNPP. Condi¢des: CH;CN/H,O
(50:50, %V/v); [Complexo] = 4 x10°mol L™; [Substrato] = 2,5 x10°mol L°
! [tampéo] = 5 x10mol L™"; 1 = 5 x10° LiClO,mol L™



96

9 1 1
v, x 10" (mol L™ s™)

w IN

1 1

pH

Figura 54. Dependéncia da velocidade inicial do complexo 2 com o
pHpara a reacé@o dehidrélise do 2,4-BDNPP. Condi¢des: CH;CN/H,O
(50:50, %v/v); [Complexo] = 4 x10°mol L™; [Substrato] = 2,5 x10°mol L°
' [tamp&o] = 5 x10”mol L™"; 1 = 5 x10” LiClO,mol L™

4.3.2. Efeito da concentragdo do substrato na hidrélise do
2,4-BDNPP

O efeito da concentragdo do substrato na hidrolise do
mesmo foi estudado, para os complexos 1 e 2, no pH de
atividade maxima (6,5 para 1 e 7,0 para 2). Observou-se que a
dependéncia da velocidade de reacdo com a concentracdo de
substrato apresentou um perfil de saturacédo (Figuras 55 e 56) e
os dados foram tratados com a equacao néo linear de Michaelis-
Menten, obtendo-se assim, os fatores cinéticos para cada
complexo. Embora na Tabela 9 sejam apresentados dados para
os complexos FeZnLAB (CAMARGO, 2013) e 1-PEI (SOUZA), os
mesmos foram realizados em uma mistura de solventes
diferentes das utilizadas para os experimentos realizados neste
trabalho.
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Figura 55. Dependéncia da velocidade de reacédo do 2,4-BDNPP com a
concentracao do substrato para o complexo 1. Condi¢des: [Complexo] =
4,0 x 10°mol L™"; [Tamp&o] = 0,05 mol L™ (MES, pH = 6,5); | = 0,05 mol
L™ (LiClO,) em solugéo H,O/CH5CN (50%, viv) a 25 °C.
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Figura 56. Dependéncia da velocidade de reacédo do 2,4-BDNPP com a
concentragéo do substrato para o complexo 2. Condig8es: [Complexo] =
4,0 x 10°mol L™"; [Tampao] = 0,05 mol L (HEPES, pH = 7,0); | = 0,05
mol L™ (LiClO,) em solugéo H,O/CH;CN (50%, v/v) a 25 °C.
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Tabela 9. Parametros cinéticos para a reacdo de hidrélise do 2,4-
BDNPP promovida pelos complexos 1 e 2 em pH 65 e 7,0,
respectivamente, a 25°C.

k_gat 1 3 KM 1 kcat/l_<1M_1 K.../K

(107 s™) (10”mol L™) (Lmol™s™) catiine

1 2,02 2,22 0,09 1050

2 1,92 1,21 0,16 1000

12 9,02 3,55 0,25 5040

A 20,6 12,4 0,17 11000
FeZnLAB 1,6 0,82 0,18 850
1-PEI 4,0 0,4 1,00 2100

Os complexos 1 e 2 apresentaram valores de k., bastante
préximos e isso é reflexo da proximidade dos valores de pKas
cinéticos encontrados referente a desprotonacdo da molécula de
agua ligada ao Fe(lll), ou seja, a formacdo da espécie ativa.
Peralta e colaboradores argumentam que, se a forca do nuceéfilo
nos complexos é similar, espera-se entdo que apresentem uma
atividade catalitica semelhante (PERALTA, 2010). Os valores se
encontram inferiores aos complexos 12 e 22, e acredita-se que
possa ser resultado de um fator organizacional do sistema pela
mobilidade da cadeia lateral (SOUZA, 2013), suposi¢éo que teria
que ser confirmada através de estudos de parametros de
ativacdo do sistema.

A constante de Michaelis-Menten (Ky) € indicativo da
afinidade do substrato pelo catalisador, quanto menor o seu
valor, maior a afinidade. Os valores apresentados para 0s
complexos 1 e 2 mostram que o efeito da cadeia lateral contendo
a amina terminal como modelo para segunda esfera de
coordenacédo contribui basicamente na melhora da afinidade do
substrato pelo complexo em comparacdo com demais modelos
gque abordem apenas a primeira esfera de coordenacdo da
enzima (PERALTA, 2005; LANZNASTER, 2003; JOVITO, 2010).
Muito provavelmente esse fator é explicado por interacdes
eletrostadticas uma vez que 0Ss grupos amino protonados
possuem uma carga positiva, conduzindo uma aproximacao do
substrato mais facilitada ja que o mesmo é um anion.
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A maior eficiéncia catalitica do complexo 2 quando
comparada ao complexo 1 se da basicamente como resultado do
valor de Ky, diferentemente dos demais complexos existentes na
literatura em se tratando de comparativos entre as unidades
(OH)Fe"(u-OH)zn"(OH,) e (OH)Fe"(u-OH)Cu'(OH,) nos quais,
a eficiéncia catalitica do {Fe"(u-OH)Cu'"} se sobressai devido a
superior constante catalitica do mesmo frente a hidrélise do
substrato (LANZNASTER, 2003; NEVES, 2007; JOVITO, 2010).

Com o objetivo de avaliar se 0 monoéster também poderia
ser hidrolisado, realizou-se uma reagdo estequiométrica entre 0s
complexos e o substrato 2,4-BDNPP. Apds um periodo de 55
horas a 50 °C, observou-se que os complexos foram capazes de
gerar apenas um equivalente do 2,4-dinitrofenolato, atuando
portanto, apenas como diesterases.

Um dos pré-requisitos para a modelagem enzimatica é que
as reacgbes promovidas pelos complexos biomiméticos sejam
cataliticas, ou seja, capazes de regenerar o catalisador a cada
ciclo catalitico, repetindo o processo. Para verificar essa
caracteristica, os complexos foram submetidos a um estudo em
que a reacdo de hidrélise do 2,4-BDNPP em pH 6,5 para o
complexo 1 e 7,0 para o complexo 2, foi acompanhada
espectrofotometricamente em 445 nm (¢ = 3600 Lmol*cm™ do
produto 2,4-dinitrofenolato) durante 24 horas a 25 °C. Nesse
periodo, observou-se que o complexo 1 foi capaz de hidrolisar 2
equivalentes de substrato e o complexo 2 hidrolisou 3,2
equivalentes de substrato.

A partir do conjunto de informacdes obtidas ao longo dos
experimentos realizados neste trabalho, é importante avaliar o
mecanismo pelo qual o processo catalitico ocorre, e se esse
mecanismo € similar ao proposto para a enzima alvo. Estudos
mecanisticos detalhados ndo foram realizados, porém, através
de algumas evidéncias experimentais, € possivel especular o
caminho pelo qual a reacdo ocorre. De acordo com Klabunde
(1996) e Lindqvist (1999), 0 mecanismo proposto para a enzima
€ o ilustrado na Figura 10 e 0 mesmo sugere que o substrato se
liga a enzima pela substituicdo da molécula de agua coordenada
ao sitio de M", posicionando-se para o ataque nucleofilico
rez?lllizado pelo hidréxido presente na esfera de coordenacdo do
Fe™.

Com os estudos eletroquimicos, espectrofotométricos,
potenciométricos e avaliacdo da influéncia do pH sobre a reagéo
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de hidrélise do 2,4-BDNPP, sugere-se que a espécie ativa desse
complexo é similar a forma ativa proposta para as PAPs, com
uma molécula de dgua coordenada ao centro metalico M" e um
fon hidréxido coordenado ao Fe". Os dois centros metalicos
estariam unidos através de uma ponte p-hidroxido, como
sugerido para complexos similares (LANZNASTER, 2003,
PERALTA, 2005; CAMARGO, 2013; SOUZA, 2013).

Para avaliar se o ataque nucleofilico ao atomo de fdsforo
do substrato seria intramolecular ou realizada pelo meio (catélise
basica), realizou-se um experimento de efeito isotopico de
deutério na velocidade de hidrélise do 2,4-BDNPP nos pHs de
atividade méaxima para os complexos 1 e 2. O complexo 1
apresentou uma razao ky/kp de 1,15 e para o complexo 2, essa
razdo foi de 0,94. Em um processo que ha transferéncia de
préton em seu mecanismo, dependendo da posicdo desse proton
em relagdo ao atomo doador e o0 4tomo aceptor no estado de
transicdo, o efeito isotopico na velocidade da reacdo global sera
diferente (CAREY, 2007), mas, segundo Deal e colaboradores
(1996) e estudos computacionais envolvendo complexos
similares a 1 e 2, os valores obtidos podem sugerir que ndo ha
transferéncia de préton envolvida na etapa determinante da
reacao, sugerindo um ataque intramolecular.

Com base nos dados apresentados, a proposta do
mecanismo de hidrélise de substrato pelos complexos estudados
neste trabalho é apresentada na Figura 57. Inicialmente ha a
entrada do substrato no sitio de coordenagdo do M(ll),
substituindo a agua anteriormente coordenada ao metal. Apés
entrada do substrato, sugere-se que a amina terminal passe a
interagir com o substrato, havendo duas opc¢des para essa
interacdo: protonagdo do oxigénio da P=0, tornando o fésforo
mais eletrofilico; ou protonacdo do oxigénio do grupo de saida,
ajudando na sua liberagdo. H4 entdo o ataque do nucledfilo
(hidroxo coordenado ao Fe") ao &tomo de fésforo e a liberagdo
do grupo de saida, que pode se dar de forma concertada ou em
etapas. O monoéster fica entdo coordenado de forma bidentada
aos dois centros metalicos e é deslocado entao pelo excesso de
agua e substrato no meio, regenerando o complexo biomimético.



101

NO,
R=
LA
8
- H,0
H 2,4-BDNPP 2 1[|/ AN u
/O Fe M
T | |
| | OH o
OH OH, |
P
M RP/ \\\OR
+
/—NH2 ,’ _-0
K4 v
N
Ha
2,4-dinitrofenilfosfato
(monoéster)
H,O/0OH" H 2,4-dinitrofenolato
PN
Felll MU
I (0]
\P /
=
P \OR
!
H
+/
"Le?‘/—NHz

Figura 57. Mecanismo proposto para a hidrélise do 2,4-BDNPP pelos

complexos 1 e 2.
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3 CONCLUSAO

O ligante H,LHex foi obtido com rendimento satisfatorio e
pureza adequada para dar sequéncia a sintese dos complexos 1
e 2. N&o foi possivel obter cristais dos complexos e portanto ndo
foi determinada estrutura por difragdo de raios X, porém, através
da caracterizagéo por outras técnicas observou-se concordancia
com estruturas similares ja reportadas na literatura. Os dados de
espectrofotometria de IV trouxeram indicios de coordenacdo do
ligante aos metais, 0s espectros de massas apresentarampicos
coerentes com as estruturas propostas e a analise pela técnica
de espectrofotometria na regido de UV-vis, para ambos os
complexos, mostrou a banda caracteristica do sistema Fe"(u-
OH)M" préximo a 500 nm, referente & transferéncia de carga
fenolato — ferro(lll).

Através de titulacdo potenciométrica e espectrofotométrica,
determinaram-se os valores de pK,s para os complexos, que
estdo de acordo com os ja reportados na literatura. Pelos
estudos eletroquimicos foi possivel observar as ondas referentes
ao processo redox do centro de ferro dos complexos e para o
complexo 2, em pH &acido, foi possivel também observar a onda
referente ao processo redox do par Cu"/Cu.

Estudos cinéticos frente a hidrolise do substrato 2,4-
BDNPP mostraram que a presenca de grupos amino reduz o pH
de atividade méxima para os complexos 1 e 2. Embora a
atividade catalitica seja inferior quando comparada com os
demais complexos ja reportados na literatura contendo um sitio
ativo similar, observou-se que a presenca dos grupos amino
aumenta significativamente a afinidade do substrato pelos
compostos biomiméticos mostrando que, apesar da diminuicéo
da constante catalitica, a modelagem de segunda esfera
utilizando esse grupo funcional é viavel.

Mais estudos se fazem necessarios, sendo o estudo dos
parametros de ativacdo os de maior prioridade como perspectiva
para esse trabalho para que se possa entender de que forma a
presenca da cadeia lateral interfere na energia de ativagdo do
sistema a fim de propor modificagcbes na mesma.
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