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RESUMO

Nos Ultimos anos, os efeitos de segunda esfera de coordenacgéo
ganharam uma importancia notdvel na pesquisa e no
desenvolvimento da quimica bioinorganica. Esse estudo se refere
a sintese e caracterizacdo de trés ligantes e seus respectivos
complexos inéditos heterobinucleares Fe''zZn', para mimetizar
enzimas, tais como fosfatases acidas purpuras (PAPs). O ligante
2-hidroxi-3-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((2- (piridin-2-il)etil)(piridin-2-
ilmethil)amino)metil)benzil)(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-5-
metilbenzaldeido (H.L?) foi sintetizado aumentando o nimero de
atomos de carbono de um dos anéis quelato do lado macio
(quando comparado ao ligante ja descrito HzL'), bem como seu
complexo, sendo usado como base para a comparagdo com
complexos similares ja publicados na literatura. Modificacbes
posteriores foram feitas no grupo aldeido, em que 1,2-
etanodiamina e 1,4-diaminobutano foram utilizadas como cadeias
laterais para efeitos de segunda esfera de coordenacao. Todos os
ligantes e seus novos complexos foram completamente
caracterizados por meio de métodos espectroscopicos
(Infravermelho, UV-Vis e titulagc&o espectrofotométrica), bem como
ressonancia magnética, CHN, absorcao atbmica, eletroquimica,
condutimetria e espectrometria de massas. Calculos tedricos
foram realizados com o objetivo de se estabelecer a estrutura mais
provavel dos complexos heterobinucleares as quais mostraram
semelhancas com outras estruturas ja relatadas. Os compostos
Fe''zn'L2? (1), Fe""Zn"L2-et (2) e Fe"'Zn"L2-but (3) foram analisados
com o substrato modelo 2,4-BDNPP, os quais mostraram que a
espécie responsavel pela atividade catalitica é [(HO)Fe"(u-
OH)Zn"(OH2)(R)]?* (R = L?, L?-et e L?-but) e com a obtengédo de
parametros cinéticos foi possivel verificar a influéncia da segunda
esfera de coordenacédo em sua atividade catalitica. A hidrélise do
substrato 2,4-BDNPP pelos complexos em H>O/CH3CN ajudou
também a elucidar os mecanismos envolvidos. Estudos de
interacdo com o DNA, indicam claramente que as modificacdes
introduzidas no ligante influenciam a atividade dos complexos.
Andlise de como esses complexos interagem com o0 DNA,
ajudaram a compreender o0 mecanismo de reconhecimento e a
clivagem da ligacéo fosfodiéster desses complexos.



Palavras-chave: Fosfatases acidas puarpuras. Hidrolase.
Compostos biomiméticos. Segunda esfera de coordenagéo.
Clivagem do DNA.






ABSTRACT

In recent years, second coordination sphere effects gained a
remarkable importance in the research and development of
bioinorganic chemistry. This study refers to the synthesis and
characterization of three novel ligands and their respective
heterobinuclear Fe''Zn" complexes, where the goal is to mimic
enzymes such as purple acid phosphatases (PAPs). The ligand 2-
hydroxy-3-(((2-hydroxy-5-methyl-3-(((2-(pyridine-2-
yhethyl)(pyridine-2-ylmethyl)amino)methyl)benzyl)(pyridine- 2-
ylmethyl)amino)methyl)-5-methylbenzaldehyde was synthetized
and its complex used as base for comparison with similar
complexes already published in the literature. Subsequent
derivatizations were done in the aldehyde group, where 1,2-
ethanediamine and 1,4-diaminobutane were used as side chains
derivatives. The compounds were characterized by spectroscopic
methods (Infrared, UV-Vis), as well as magnetic resonance, CHN,
atomic absorption, electrochemistry, conductimetry and mass
spectrometry. Theoretical calculations were performed to give
insight into the complexes structures, which showed similarities
with other heterobinuclear structures already reported. The
hydrolysis reaction of model substrate 2,4-BDNPP catalyzed by
Fe''zn"L2? (1), Fe""zZn"L2-et (2) e Fe"'Zn"L2-but (3) was investigated.
The results showed that the catalytic active species is [(HO)Fe"'(u-
OH)Zn"(OH2)(R)]** (R = L?, L?-et e L?-but), moreoever, the kinetic
parameters highlighted the influence of the second coordination
sphere onto the catalytic mechanism. The hydrolysis of the model
substrate 2,4-BDNPP by complexes synthetized in H,O/CHsCN
also helped to elucidate the mechanisms involved. DNA interaction
studies clearly indicate that the modifications introduced in the
ligand influence in the activity of the complexes. Analysis of how
these complexes interact with DNA helped understand the
mechanism of recognition and cleavage of the phosphodiester
bond of such complexes.

Keywords: Purple acid phosphatases. Hydrolase. Biomimetic
compounds. Second coordination sphere. DNA cleavage.
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1. INTRODUCAO
1.1. Quimica Bioinorganica

Com o0s recentes avancos da ciéncia moderna, a
expectativa de vida da populacdo tem aumentado e
consequentemente a preocupag¢do com o conforto e saude do
homem. O céancer, por exemplo, é responsavel por muitos 6bitos
por todo mundo, em 2015 de acordo com a Organiza¢cdo Mundial
de Saude foram 8,8 milhdes mortes pelo mundo (Saude, 2017).
Por isso, muitos cientistas buscam o entendimento de acao de
novos farmacos antitumorais. Desde a descoberta por Rosenberg
e colaboradores (Rosenberg e Vancamp, 1969; Rosenberg, 1971)
sobre a utilizagéo da cisplatina (cis-diaminodicloroplatina(ll), como
mostra a Figura 1, como agente antitumoral houve um aumento
significativo na utilizacdo de complexos metalicos com
propriedades farmacolédgicas e como nucleases sintéticas.

Figura 1. Representagdo esquemdtica do complexo cis-
diaminodicloroplatina(ll) (Graf e Lippard, 2012).
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Os medicamentos baseados em platina, utilizados como
quimioterapéuticos ganharam atencao significativa ao longo dos
anos, na busca de medicamentos mais eficazes do que a cis-
diaminodicloroplatina(ll), porém com menos efeitos adversos
(Mitra, 2016; Musumeci et al., 2016; Corinti et al., 2017; Ypsilantis
etal., 2017).

Mesmo com toda a evolug¢édo quando se trata de farmacos,
0S mesmos nao estdo livres de uma série de efeitos colaterais.
Dessa maneira, € desejavel combinar diferentes caracteristicas
para diminuir a toxicidade dos farmacos e obter especificidade
(Ronconi e Sadler, 2007). Essa barreira a ser superada, traz uma
perspectiva para os cientistas de estudar compostos de
coordenagdo com outros ions metalicos como por exemplo com
Fe e Zn, pois espera-se encontrar compostos com menores
toxicidades e com maior especificidade ao ligar-se ao DNA.
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Para o planejamento de novos farmacos € necessério
identificar os fatores responsaveis pela estabilizacdo e
especificidade do farmaco-DNA. Existem algumas maneiras
principais em que os compostos de coordenacdo podem interagir
com dupla cadeia de DNA, sendo elas por interagfes
eletrostaticas, intercalacdo e ligacao pelos sulcos (Blackburn,
2006).

Ja a importancia de usar metais em sistemas biolégicos é
devido a capacidade dos mesmos em perder facilmente elétrons,
formando ions carregados positivamente, e assim como 0s metais
sdo deficientes em elétrons possuem atracdo por bioméculas
como o DNA que sdo ricas em elétrons. Diversos fatores sao
importantes para a estabilidade termodindmica do centro metélico
em sistemas bioldgicos, entre eles: o estado de oxidagdo do metal,
o tamanho do anel quelato, a geometria da coordenacdo com a
biomécula, a estrutura tridimensional e a estequiometria. Além
disso, outros fatores, tais como impedimento estérico, a natureza
dos ligantes que interagem com o centro metalico e mesmo
ligantes que ndo estéo ligados diretamente ao centro metalico, e
que podem ou nédo fazer parte do sitio ativo, também podem
aumentar ou diminuir a estabilidade do sistema (Donia, 1998).

Muitas enzimas sdo conhecidas por estarem relacionadas
com pelo menos um ion metalico (Waldron et al., 2009), e
compreender a funcéo desses metais € de extrema importancia.

Nesse contexto, a Quimica Bioinorganica tem como
proposito a investigagdo do comportamento desses ions metélicos
em sistemas biolégicos, bem como suas reatividades nesses
sistemas, despertando dessa maneira novas perspectivas e
atraindo muitos pesquisadores de diversos ramos do
conhecimento para essa area (Shriver e Atkins, 2008). Este campo
multidisciplinar da ciéncia compreende entdo o estudo dos ions
metalicos e suas influéncias com ligantes de natureza bioldgica,
bem como o seu comportamento frente a um organismo vivo (Kaim
etal., 2013).

Desta forma, busca-se sintetizar compostos que tenham
caracteristicas semelhantes com o sitio ativo das enzimas para
gque seja possivel obter um biomimético sintético e um possivel
farmaco. Dada a grande complexidade das estruturas das
metaloenzimas, é comum a utilizacdo de compostos de baixa
massa molar que possuam um sitio catalitico analogo (modelos
sintéticos). Faz-se entdo o uso de comparacdes com o0 sistema
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bioldgico, a fim de se obter informacdes da funcéo do metal nestes
sistemas (Gichinga e Striegler, 2008).

1.2. Acido desoxirribonucleico (DNA)

A busca por conhecimentos sobre a estrutura genética é
alvo de muitos pesquisadores, principalmente depois do impacto
que a caracterizacdo da estrutura tridimensional do &cido
desoxirribonucleico causou no mundo cientifico. Compreender e
esclarecer essa estrutura incentivou pesquisadores na busca do
entendimento dessas moléculas no ambiente bi6logico (Patra,
2007).

O DNA é o material genético que contém informacgfes
extremamente importantes sobre a hereditariedade. Como
proposto por Watson e Crick, o DNA é uma macromolécula, ou
seja, um grande polimero linear com nucleotideos (monémeros),
sua estrutura apresenta duas cadeias polinucleotidicas em hélice,
formando uma dupla-hélice. Além do pareamento especifico, entre
as bases, Watson e Crick propuseram a possivel cépia do material
genético. Através desse pareamento, é possivel verificar os sulcos
do DNA, maior e menor como mostra a Figura 2. (Watson e Crick,
1953).

Figura 2. Estrutura tridimensional do DNA. Adaptado de (Horton, 2006).
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A molécula de DNA é composta por trés unidades quimicas,
sendo elas:

- Bases nitrogenadas: purinas - guanina (G) e adenina (A) e a
pirimidinas, citosina (C) e a timina (T) para o DNA e uracila (U) no
caso do RNA (que é o responsavel pela sintese de proteinas da
célula).

- Pentose: esse acucar formado por cinco atomos de carbono
tem a missé&o de distinguir o RNA e DNA, se a pentose em questao
€ a D-ribose devera ser o RNA e no caso DNA sera a 2-desoéxi-D-
ribose.

- Fosfato: um radical de acido fosférico. A ligacéo fosfodiéster
é criada com o grupo 5-fosfato de uma unidade nucleotidica é
ligado ao grupo 3’-hidroxil do proximo nucleotideo (Nelson e Cox,
2014).

Figura 3. Modelo de ligacéo fosfodiéster (Nelson e Cox, 2014).
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Estudos com compostos que possuem ions metalicos
como Fe', Zn'" e Cu" demonstram clivar a ligacéo fosfodiéster de
maneira eficaz (Sigman e Chen, 1990; Sigman et al., 1993; Hegg
e Burstyn, 1995; Kramer, 1999; Sreedhara et al., 2000; Cowan,
2001; Liu et al., 2004; Jiang et al., 2007; Cowan, 2008; Liu e Wang,
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2009; Souza, 2010; Souza et al., 2013; Zastrow e Pecoraro, 2014;
Camargo, Tiago P. et al., 2015; Chennam, Kishan Prasad et al.,
2016; Li, Shuo et al., 2016; Xiao, Ying et al., 2016).

Enzimas podem alterar ou reconhecer uma conformacgéo
em lugar especifico do DNA, é importante na mimetizacéo dessas
enzimas que os compostos de coordenacéo alterem a estrutura do
DNA de maneira especifica. A estrutura tridimensional do DNA
mais encontrada em sistemas bioldgicos é a forma B, porém
possui outras formacdes como a forma A e Z (Blackburn, 2006;
Nelson e Cox, 2011; 2014; Pages et al., 2015).

O DNA plasmidial é wuma molécula circular,
covalentemente fechada (forma superenovelada), porém
dependendo das condicdes, ela pode se converter a forma circular
relaxada (Nelson e Cox, 2014).

Dada toda a importancia do papel do DNA, a busca de
compostos biomiméticos que mimetizem enzimas e possam
interagir com o DNA tem crescido e ja estd sendo relatado na
literatura compostos que conseguem clivar o DNA e com possivel
acdo antitumoral (Gonzalez-Alvarez et al., 2005; Peralta, et al.,
2010; Silva et al., 2011; Shahabadi, 2014; Srishailam et al., 2014;
Wang, L. et al., 2014; Wang, Q. et al., 2014; Ragheb et al., 2015).

1.3. Metaloenzimas

Enzimas séo proteinas que aceleram reacfes quimicas e
sdo considerados catalisadores bioldgicos. Sédo de extrema
importancia, pois a maioria das rea¢des quimicas nos sistemas
biolégicos sdo lentas e necessitam das enzimas, pois sem elas
muitas reac@es dificilmente aconteceriam. Nesse sentido, tém-se
as metaloenzimas que podem ser definidas como biopolimeros
constituidos por aminoacidos, unidos através de ligacdes
peptidicas, organizados de maneira que criam um ambiente
tridimensional (sitio ativo) que possui um ou mais ions metalicos
que favorecem algumas reacdes quimicas (Wilcox, 1996). Dessa
forma, complexos metdlicos podem mimetizar metaloenzimas,
pois sdo compostos projetados com pontes exdgenas, ligantes
gue imitam os residuos de aminoacidos e possuem metais.

Para a obtencdo dos compostos de coordenacdo que
possam atuar na catalise de substratos biolégicos, séo projetados
ligantes com atomos N,O doadores com grupos funcionais que
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mimetizem os residuos de aminoacidos existentes na
metaloenzima de interesse. A utilizacdo de metais de transicdo
para sintese de compostos metalicos com atividade de nuclease,
tanto oxidativa como hidrolitica, tem obtido um grande sucesso,
mas ainda existe muito a ser estudado para o melhoramento de
suas atividades quando estas sdo comparadas com as reagfes
mediadas por enzimas.

Dentre as varias metaloenzimas, tém-se as fosfatases
acidas purpuras (PAPs) que sdo enzimas binucleares e seréo foco
desse estudo.

1.4. Fosfatases Acidas Purpuras

Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs) sdo metaloenzimas que
pertencem a classe das hidrolases, catalisando a hidrélise de uma
série de substratos fosforilados em valores de pH &cidos. As PAPs
contém em seus sitios ativos um centro binuclear Fe'-M" (M = Fe,
Mn ou Zn) (Miti¢ et al., 2006; Roberts et al., 2015a), conforme
mostra a Figura 4. As PAPs foram isoladas de diversas fontes,
desde leveduras, fluido uterino de suinos (ufPAP) (Chen et al.,
1973), baco de bovinos (bsPAP) (Campbell e Zerner, 1973),
macrofagos, lisossomos humanos (Lin et al., 1983), ossos de ratos
(rbPAP) (Anderson e Toverud, 1986) e até bactérias (Schenk et
al., 2000). Algumas PAPs foram isoladas de vegetais, como na
batata doce (spPAP) (Hefler e Averill, 1987), arroz (Zhang et al.,
2011), feijao vermelho (kbPAP) (Beck, Jennifer L. et al., 1986) e
na soja (sbPAP) (Lebansky et al., 1992). As PAPs mais estudadas
séo as de origem animal de fluido uterino de suinos (ufPAP) e baco
de bovinos (bsPAP), e de origem vegetal as derivadas do feijao
vermelho (kbPAP) (Strater, 1995; 1996; Klabunde e Krebs, 1997,
Guddat, 1999; Lindgvist, 1999; Schenk, 1999; Than et al., 1999;
Uppenberg, 1999).
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Figura 4. Esquema do sitio ativo das PAPs (Klabunde, 1996).
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Conforme mostrado na Figura 4, o ion de Fe"' esta
coordenado pelos residuos de aminoacidos de cadeias laterais
aspartato (Aspl35), tirosina (Tyrl67), histidina (His325) e um
grupo carboxilato monodentado (Aspl64) atuando como ponte
entre 0s centros metalicos, conferindo uma geometria octaédrica
distorcida. J& o ion M" estd coordenado por duas histidinas
(His286 e His323) e pelo oxigénio da amida no caso da asparagina
(Asn201). Completando a esfera do M' foi modelada uma molécula
de agua e uma ponte hidroxo para a estrutura mostrada na Figura
2. Os centros metalicos de Fe'' e Zn'" na estrutura da kbPAP, por
exemplo, possuem uma distancia de 3,26 A entre seus centros
(Klabunde, 1996). Complexos Fe''Zn'" sintetizados pelo nosso
grupo mostram distancia muito semelhante entre esses metais
(Neves et al., 2007; Peralta et al., 2010).

As diferencas mais relevantes entre as PAPs das diversas
fontes onde foram encontradas sdo originarias dos metais que
compdem o sitio ativo da enzima, sendo que os residuos de
aminoacidos séo conservados. Na kbPAP e sbPAP encontram-se
centros heterobinucleares de Fe'"'zZn' e Fe'"Mn', respectivamente
e na ufPAP encontra-se um sitio ativo homobinuclear de Fe"'Fe'"
na forma ativa e um centro Fe''Fe'" na forma inativa (Klabunde,
1996; Guddat, 1999; Lindgvist, 1999).

A primeira PAP que teve sua estrutura resolvida por
difratometria de raios X do grupo das metaloenzimas foi a kbPAP
(Klabunde, 1996). Com a resolugcdo de estruturas das PAPSs,
detalhes acerca do mecanismo em que as metaloenzimas
hidrolisam os ésteres de fosfato comecaram a ser elucidados.
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Klabunde e colaboradores sugeriram um mecanismo de catalise
assistida por metal (Figura 5).

Figura 5. Mecanismo proposto por Klabunde e colaboradores para a
hidrélise de ésteres de fosfato promovida pelas PAPs (Adapatado de
(Klabunde, 1996)).
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Na primeira etapa (1) desse mecanismo, Lindqvist e
colaboradores sugeriram um mecanismo baseado na estrutura
rbPAP no qual o grupo fosfato liga-se ao centro de Zn'", de forma
monodentada, sendo uma molécula de agua deslocada em um
processo relativamente rapido (Lindqvist, 1999).

A coordenacdo ao centro metalico aumenta a
eletrofilicidade do fosforo facilitando um ataque nucleofilico “em
linha” do ion hidroxila que esta na esfera de coordenacéo do ion
Fe" sobre o atomo de fésforo (2). Como esse ataque ocorre ao
lado oposto ao do grupo alcoxido do substrato, ocorre uma
inversao de configuracdo no atomo de fésforo. Préximas ao centro
bimetalico existem trés histidinas (His202, His295 e His296) em
posi¢cdes que propiciam a sua interagéo com o ion fosfato (efeitos
de segunda esfera de coordenacéo) (Lindgvist, 1999).
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Sugere-se que a His296 protone o grupo alcoxido
abandonador (3). O ataque nuclecfilico resulta em um estado de
transicdo pentacoordenado, o qual é conservado no sitio ativo
pelos residuos de histidina, His202 e His295. Com a protonacao
do grupo alcool abandonador pelo residuo de histidina, His296, a
hidrélise comeca a ocorrer, e em seguida, ocorre a clivagem da
ligagdo P-OR (Lindqgvist, 1999).

Outro mecanismo foi proposto por Merkx e colaboradores,
gue sugeriram que o hidroxo terminal que esta coordenado ao
centro metdlico de Fe'!, desprotona outra molécula de dgua da
segunda esfera de coordenacéo do ion Fe'', e esta faria o ataque
nucleofilico intramolecular (Merkx e Averill, 1999; Merkx et al.,
1999) (Figura 6).

Figura 6. Propostas de ataque nucleofilico por Merkx e colaboradores
para a hidrélise de ésteres de fosfato promovida pelas PAPs (Merkx e
Averill, 1999; Merkx et al., 1999).

Para a uteroferrina (Fe''Fe'") foi proposto como mostra na
Figura 7, que o éster de fosfato esta coordenado ao centro
metalico de maneira bidentada como ponte (Wang et al., 1999).
Dessa maneira, a proposta é que a ponte u-OH faria o ataque ao
fosfato, e assim atuaria como nucledfilo.
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Figura 7. Propostas de ataque nucleofilico por Wang e colaboradores
para a hidrélise de ésteres de fosfato promovida pelas PAPs (Wang et al.,
1999).
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Estudos feitos com a fosfatase extraida de batata doce
(Fe"Mn"), mostraram na Figura 8 outro mecanismo através da
presenca de ponte oxo em pH 4,9 (Schenk, 1999).

Figura 8. Propostas de ataque nucleofilico por Schenk e colaboradores
para a hidrélise de ésteres de fosfato promovida pelas PAPs (Schenk,

1999).
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No entanto, ainda ndo se tem estabelecido de maneira
inequivoca se o éster de fosfato se coordena aos dois ions
metalicos de forma bidentada ou de forma monodentada no metal
bivalente.

As PAPs foram reportadas como incapazes de hidrolisar
diésteres de fosfato baseado na falta de atividade frente a reacéo
de hidrolise do fosfato bis(p-nitrofenil) (BNPP). Porém, os
complexos modelos concebidos para o sitio catalitico da PAP
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mostraram-se capazes de hidrolisar diésteres, sugerindo que a
incapacidade da PAP hidrolisar o BNPP poderia ser resultante de
efeitos estéreos (Cox, 2007).

Dessa forma, foram testadas as PAPs de porco
(uteroferrinas) e as de feijao vermelho na reagdo de hidrélise dos
diésteres fosfato metil-p-nitrofenil (MpNPP) e fosfato etil-p-
nitrofenil (EpNPP). Foi verificado que as PAPs s@o capazes de
hidrolisar diésteres que apresentem um segundo grupo pequeno
(Cox, 2007).

Além disso, a reacdo com o diéster MpNPP mostrou que
um grupo hidroxo ligado em posicdo terminal é o nucledfilo da
reacdo, seguido pelo atague de um hidroxo ligado em ponte. Foi
proposto que as reagbes da PAP diesterase ocorrerem por um
mecanismo através do qual ocorre uma coordenagdo
monodentada do substrato com subsequente hidrélise da primeira
ligacdo éster pelo hidroxo ligado ao Fe®', e o metilfosfato
coordena-se como ponte entre 0s centros metalicos e
prontamente sofreria 0 ataque pela ponte u-hidroxo como mostra
a Figura 9 (Cox, 2007).

Figura 9. Proposta mecanistica da PAP diesterase. (Cox, 2007).
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Quanto a funcéo proposta para os ions metalicos propde-
se que estes atuem como acido de Lewis (Lindgvist, 1999),
embora na PAP Fe''Fe' haja o envolvimento de radicais e
formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS), o que deve ser
uma das causas de osteoporose (Kaija, 2002; Mitic et al., 2006;
Schenk et al., 2013).
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1.5. Complexos modelos para as fosfatases &acidas
purpuras

Um grande numero de estudos envolvendo compostos
miméticos que funcionam como modelo para as PAPs foram
relatados na literatura (Mitic et al., 2006; Jarenmark et al., 2010;
Peralta et al., 2010; Piovezan et al., 2010; Jarenmark et al., 2011;
Comba, Gahan, Hanson, et al., 2012; Comba, Gahan, Mereacre,
et al., 2012; Daumann et al., 2013; Das et al., 2014; Daumann et
al., 2014; Mcgeary et al., 2014; Bernhardt et al., 2015; Roberts et
al., 2015b). Porém mesmo com todas as informacdes e estudos
cinéticos, espectroscépicos e cristalograficos das metaloenzimas
e compostos com ions metdlicos, € de extrema importancia o
estudo de compostos de coordenacdo modelos para
metaloenzimas como as PAPs (Mcgeary et al., 2014), para
estabelecer sua agéo fisiologica.

Os quimicos bioinorganicos tém dado enfoque na sintese de
ligantes que gerem complexos metalicos com caracteristicas
presentes nas PAPs, como distdncia dos centros metalicos
proximas a 3,5 A, presenca de grupamentos ponte exdgenas,
assimetria dos centros metdlicos devido por diferentes atomos
N,O-doadores e presenca de sitios labeis - importantes no
processo de catalise (Zhao, M. et al., 2013).

Uma série de complexos com o ligante H.BPBPMP (Figura
10) ja foram sintetizados, o0s quais envolvem estudos de
reatividade frente a hidrélise do substrato modelo 2,4-BDNPP,
como por exemplo complexos de Fe'"Mn'" (Karsten, 2002), Fe''Fe"
(Neves, 2010; Smith et al., 2012) e Fe"'zn" (Neves et al., 2007;
Peralta et al., 2010).

Figura 10. Estrutura do ligante H.BPBPMP (Karsten, 2002).
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Neves e colaboradores preparam o complexo [Fe"'Zn'(u-
OH)(H20)(BPBPMP)](CIO4)2 (Figura 11), o qual foi caracterizado
como sendo o primeiro modelo estrutural para o sitio ativo da
kbPAP com um grupo fenolato terminal, uma ponte hidroxo e uma
molécula de agua ligada ao sitio de Fe', apresentando um fator
de aceleracao de 4800 vezes no processo de hidrdlise do diéster
fosfato de bis(2,4-dinitrofenila) (BDNPP) em relacdo a rea¢éo nao-
catalisada (Neves et al., 2007).

Figura 11. ORTEP do «céation do complexo [Fe"zn'(u-
OH)(H20)(BPBPMP)](CIO4)2 (Neves et al., 2007).
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A capacidade de mimetizar a atividade de determinadas
proteinas hidrolisando DNA ou RNA de maneira reversivel e com
seletividade de sequéncia ou estrutura tem se tornado cada vez
mais importante para a quimica bioinorganica e ganhou atencéo
consideravel nos ultimos anos (Wang et al., 2011; Muxel et al.,
2014; Tirel et al., 2014; Camargo, T. P. et al., 2015; De Souza et
al., 2015; Chennam, K. P. et al., 2016; Li, S. et al., 2016; Luong et
al., 2016; Mukherjee et al., 2016; Naik et al., 2016). Uma vez que
a hidrélise de acidos nucléicos é inibida por grande carga negativa
do esqueleto polianibnico dos acidos nucléicos, a utilizagdo de
metais carregados positivamente como co-fatores € uma das
estratégias que podem ser utilizadas para efetuar estas reacdes.
O uso de um metal e/ou ligante pode tornar a atividade das
nucleases mais eficiente e seletiva. Também pode influenciar o
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mecanismo (hidrolitico ou oxidativo) da clivagem de DNA mediada
por metal (Cowan, 2001).

Os complexos metalicos de transi¢éo foram utilizados com
sucesso em estudos sobre os mecanismos hidroliticos de
substratos modelo e/ou DNA (Camargo, T. P. et al., 2015; De
Souza et al.,, 2015). A utilizacdo de metais de transicdo para
sintese de compostos metalicos com atividade hidrolitica, tem tido
um grande sucesso, mas ainda existe muito a ser estudado para
o melhoramento de suas atividades quando estas sé&o
comparadas com as rea¢des mediadas por enzimas (Zhao, M. et
al., 2013).

1.6. Segunda esfera de coordenagéo

Embora os residuos de aminoacidos da primeira esfera de
coordenacdo desempenhem um papel crucial na catalise
enzimatica, a compreensdo da influéncia da segunda esfera na
catalise néo é tao direta.

Para superar essa desvantagem, o uso de complexos
metalicos, com ligantes contendo grupos nao coordenados e que
devem ser capazes de interagir de maneira similar aos
aminoacidos presentes na segunda esfera de coordenacédo das
metaloenzimas sédo atulamente foco de estudo.

A segunda esfera de coordenagdo possui interagbes que
sdo nao-covalentes, como por exemplo, ligacbes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas, efeitos hidrofobicos e forgas de van der
Waals, entre outras. Estas intera¢cdes podem ajudar ndo sé na
seletividade com relacdo ao substrato, mas também na
estabilizacdo do estado de transicdo enzima-substrato, trazendo
melhores resultados para a catalise (Tang et al., 2013; Zhao, Meng
etal., 2013).

Ha muitas maneiras de recriar o ambiente enzimatico,
modulando o ambiente quimico dos ligantes com a adigdo de
cadeias laterais que sejam ativas cataliticamente, como foi o
trabalho de Piovezan e colaboradores que sintetizaram um
derivado do ligante H.BPBPMP com um aldeido presente no fenol
lateral. A presenca deste grupo permite a reacdo deste com
diversos outros compostos e suportes como a silica 3-aminopropril
funcionalizada. Esse sistema apresentou um fator catalitico em
torno de 118.500 vezes mais rapido quando comparado a reacao
ndo catalisada (Piovezan et al., 2012).
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Muxel e colaboradores sintetizaram um complexo
mononuclear de La" com o ligante H,L' que possui modificacéo
em sua cadeia lateral como mostra a Figura 12. Foi observado que
a eficiéncia catalitica foi aumentada com o complexo imobilizado
em silica funcionalizada com 3-aminopropil (catalise
heterogénea), quando comparado ao complexo livre (catélise
homogénea). Este efeito foi atribuido a presenca da segunda
esfera de coordenacao e uma associacdo mais forte do complexo
com o substrato 2,4-BDNPP (Muxel et al., 2014).

Figura 12. Estrutura do ligante H.L®.
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Recentemente, o efeito da chamada segunda esfera de
coordenacdo foi relatado para biomiméticos sintéticos das
metalohidrolases (Nakamoto, 1977; Piovezan et al., 2010; Shook
e Borovik, 2010; De Souza et al., 2013; Bosch et al., 2015; De
Souza et al., 2015).

1.7. Justificativa do trabalho

Visto que varios estudos envolvendo a 12 esfera de
coordenacdo das PAPs tém sido reportados, com varios
mecanismos de acdo propostos, atualmente busca-se ampliar
esses conhecimentos utilizando estratégias de sintese focadas no
efeito da 22 esfera de coordenacdo, tentando elucidar néo
somente o sitio ativo das metaloenzimas, mas também a funcéo
dos residuos de aminoéacidos presentes ao seu redor.

Uma das estratégias utilizadas no presente trabalho, foi a
utilizacdo de anéis quelatos com diferentes tamanhos (de cinco e
seis membros) em ligante inéditos. Foi realizada uma modificagcao
estrutural do ligante H.L! (Figura 13a), no qual um grupo
aminometilpiridina foi alterado para aminoetilpiridina, permitindo
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assim a formacado de anéis quelantes de 5 e 6 membros no lado
macio do ligante quando comparado a HzL!. A substituicdo de um
grupo metila presente no ligante HoL!' por um grupo etila confere
grau de liberdade na unidade central 2,6-diaminofenolato e efeitos
na estabilidade dos complexos. Alterar o nimero de membros no
anel quelante pode afetar a estabilidade dos complexos, devido a
fatores entropicos e entalpicos (Martell, 1993), e, portanto, a
reacao catalisada por esses complexos (Mckeown et al., 2013).

Ainda visando os estudos de segunda esfera de
coordenacdo foram realizadas derivatizagbes do grupo aldeido
presente no ligante proposto com a insercéo de diaminas alifaticas
modificando o lado duro do ligante H.L? com etilenodiamnia e
butanodiamina gerando os ligantes HlL2-et e HjL2-but (Figura
13c), respectivamente. A amina terminal destas cadeias laterais
pode gerar um grupo carregado positivamente a um pH especifico,
0 qual, por sua vez, pode influenciar diretamente a hidrélise
catalitica do substrato 2,4-BDNPP (Comba, Gahan, Hanson, et al.,
2012; Comba, Gahan, Mereacre, et al., 2012) e na clivagem de
DNA.

Figura 13. Ligantes n&o simétricos (a) HzL! (Piovezan et al., 2010) (b) HzL?
e (c) HzL2?-et e HaL2-but.
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Como jd mencionado, existem muitos estudos elucidando
a primeira esfera de coordenacdo. Porém, sdo necessarios
estudos da interferéncia da segunda esfera de coordenacao,
visando auxiliar no entendimento de suas propriedades para
preencher as lacunas ainda existentes e assim avaliar a eficiéncia
catalitica destes complexos. Dessa maneira, esse estudo
apresenta a sintese de novos complexos como modelos para as
fosfatases &cidas puarpuras, com derivatizacdes de diaminas, o0s
guais serao tratados nos préximos capitulos.

A partir destas consideracdes tedricas, a seguir, serao
apresentados os objetivos deste trabalho.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho tem como objetivo a sintese e
caracterizacdo de complexos binucleares de Fe'"zn'" com
propriedades adequadas para o estudo de reatividade de
compostos frente a ésteres de fosfato e acidos nucléicos a partir
de trés novos ligantes ndo simétricos binucleantes contendo
diferentes grupos funcionais na cadeia lateral para estudos dos
efeitos de segunda esfera de coordenacao.

2.2. Objetivos Especificos

e Sintese e caracterizacdo de ligantes ndo simétricos H,L?,
HzL2-et e HoL2-but por andlises espectroscopicas (*H NMR,
13C NMR e IR) e espectrometria de massas;

e Sintese de novos compostos de coordenacéo
heterobinucleares Fe"'(u-OH)Zn", empregando os ligantes
ndo simeétricos;

e Caracterizacdo dos complexos por meio de analises
elementares, espectroscépicas e calculos;

e Estudo de reatividade destes complexos frente ao
substrato 2,4-BDNPP, buscando auxiliar no entendimento
do mecanismo de hidrdlise;

e Andlise da capacidade desses complexos na clivagem do
DNA plasmidial.

e Estudar o efeito do aumento do anel quelato e da segunda
esfera de coordenacéo.

e Comparacéo dos resultados com trabalhos da literatura.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais

Os seguintes reagentes empregados nas sinteses e analises,
foram adquiridos de fontes comerciais e alguns utilizados com

purificacao prévia com mostra a Tabela 1 a seguir:

Tabela 1. Materiais, reagentes e solventes utilizados nas sinteses e
andlises.

Materiais Pureza Marca

Reagentes/Solventes
2-(2-aminoetil)piridina Destilado sob | Aldrich
pressao
reduzida
(~12 mmHg —
92°0C)
2-(2-aminometil)piridina | Destilado sob | Aldrich
pressao
reduzida
(~12 mmHg —
82 °C)
2-piridilcarboxialdeido Destilado sob | Aldrich
pressao
reduzida
(~80 mmHg —
105,9 °C)
2,6-lutidina Destilado sob | Aldrich
pressao
reduzida
(~80 mmHg —
73,4 °C)
1,2-etanodiamina Destilado sob | Merck
pressao
reduzida
(~80 mmHg -
48,1 °C)
1,4-butanodiamina Destilado sob | Aldrich
pressao
reduzida
(~80 mmHg -
87 °C)




44

Acetato de sddio PA 99,8% AppliChem
Acetona PA 99,5% Vetec
Acetonitrila PA 99,8% Vetec
Acetonitrila UV/HPLC 99,9% Tedia
Acido cloridrico 37,0% Vetec
Acido sulfdrico 98,0% Vetec
Agua deuterada 99,8% Acros
Argbnio 5.0 Analitico White Martins
Bicarbonato de sédio 99,7% Aldrich
Borohidreto de sédio 99,0% Aldrich
Brometo de potassio 99,0% Aldrich
Sulfato de sédio 99,0% Vetec
Cloreto de potéssio (IR) | 99,0% Aldrich
Clorof6rmio deuterado 99,0% Aldrich
Cloroférmio PA 99,8% Vetec
Cloroformio UV/HPLC 99,9% Vetec
Diclorometano 99,5% Vetec
Dimetilformamida PA 99,5% Merck
Dimetilsulfoxido PA 99,9% Vetec
Etanol PA 98,0% Vetec
Eter etilico PA 99,0% Vetec
Glicerina PA 99,5% Vetec
Hexano PA 95,0% Lafan
Hidréxido de sddio 99,5% Vetec
Isopropanol PA 99,5% Lafan
Metanol PA 99,8% Neon
Metanol UV/HPLC 99,9% J.T. Baker
Perclorato de ferro(lll) 99,0% Acros
nonahidratado

Perclorato de sodio 99,0% Acros
Perclorato de zinco(ll) 98,0% Aldrich
hexahidratado

Sulfato de sédio anidro 99,0% Lafan
Tampao biolégico CHES | 99,0% Acros
Tampao biolégico 99,5% Aldrich
HEPES

Tamp&o biolégico MES | 99,0% Acros
Tetrahidrofurano PA 99,0% Vetec
Tolueno PA 99,5% Vetec
Trietilamina Destilado Vetec
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3.2. Métodos e Instrumentacéo

3.2.1. Espectrofotometria naregido do Infravermelho

(IR)

Os espectros das amostras foram adquiridos na regido do
IV em um espectrofotdbmetro de infravermelho com Transformada
de Fourier e com acessorio de RefletAncia Total Atenuada
Horizontal (FTIR — ATR) da Perkin-Elmer Spectrophotometer
Spectrum 100, com cristal de ZnSe (45°) e um detector TGS
(“triglycine sulfate”). As amostras solidas foram analisadas em
pastilha de KBr ou colocadas diretamente no aparelho sobre o
cristal quando por refletancia total atenuada, com média de 18
varreduras no intervalo 4000 - 550 cm™ e resolugdo de 4 cm™. As
medidas das amostras foram corrigidas pelo espectro do branco
que foi registrado somente com a pastilha de KBr e no ATR o
background foi feito com ar ambiente, ou seja, sem nada sobre o
cristal e posteriormente subtraido do espectro da amostra para
ambos os casos. A temperatura da sala encontrava-se em torno
de 25 °C. As amostras oleosas foram analisadas na forma de filme
sobre a pastilha de KBr (grau espectroscépico), solubilizando as
amostras em diclorometano ou cloroférmio e deixadas em
dessecador para secarem ou colocadas diretamente no aparelho
para o caso da refletancia total atenuada.

3.2.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio *H NMR e de Carbono 3C
NMR

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (NMR) de
'H e 13C foram obtidos em um espectrofotometro Bruker Avance
200 MHz, que se encontra na Central de Analises do
Departamento de Quimica— UFSC. As amostras foram dissolvidas
em solventes como cloroférmio  deuterado  (CDCls),
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) e agua deuterada (D20),
utiizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS). Os
deslocamentos quimicos (8) estdo relacionados em parte por
milhdo (ppm) em relagdo ao TMS. Os gréaficos de *H NMR
apresentam numero de &atomos de hidrogénio deduzidos da
integral relativa e na legenda mostra-se também a multiplicidade.
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3.2.3. Espectrometria de Massas

Os compostos sintetizados (ligantes e complexos) foram
analisados via espectrometria de massas com ionizacdo via
electrospray (ESI-MS) e o0s espectros foram obtidos no
equipamento Amazon — lons Trap MS, ou espectrometria de
massas de alta resolucdo e os espectros obtidos a partir de um
aparelho micrOTOF Q-Il (Bruker Daltonics), os dois equipamentos
encontram-se no Centro de Biologia Molecular Estrutural — UFSC.
As analises realizadas no ESI-MS foram feitas a partir das
solucbes dos ligantes em MeOH e dos complexos em H;O e
CH3sCN grau MS com concentracdo de aproximadamente 500 ppb
e fluxo de 180 uL mint. A temperatura do capilar foi mantida entre
180 e 200 °C e a voltagem do capilar entre -400 e -500 V. J& as
analises realizadas no ESI-QTOF equipado com seringa
automatica (KD Scientific) para injecdo das amostras em um
espectrémetro de massas ESI-QTOF MS (ElectroSpray lonisation
Time of Flight Mass Spectrometry), sendo que as amostras foram
injetadas em um fluxo constante de 3 pL/min, utilizando como
solvente uma mistura de acetonitrila grau LC/MS. Os dados foram
processados em um software Bruker Data Analysis verséo 4.0.
Nos dois casos os equipamentos foram operados em modo de ion
positivo e os dados sdo expressos na forma de relagdo m/z dos
fragmentos e apresenta-se a intensidade relativa dos picos frente
ao pico base (100%).

3.2.4. Anéalise Elementar de CHN

As medidas para a determinacdo dos percentuais de
carbono, hidrogénio e nitrogénio para os complexos sintetizados
foram realizadas em um analisador elementar CHNS/O Analyser
PerkinElmer (Modelo — 2400 Series Il) acoplado com balanca
PerkinElmer (Modelo — Autobalance AD 6000). G&s de arraste:
hélio grau 5.0 e combustéo: oxigénio grau 6.0, que se encontra na
Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC.
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3.2.5. Condutimetria

As medidas condutimétricas dos complexos foram
realizadas no aparelho, do Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia — UFSC. Os compostos de coordenacdo foram
dissolvidos em CH3CN ou MeOH, com concentracéo de 1x10- mol
LY, no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia,
Departamento de Quimica — UFSC. O aparelho foi calibrado com
uma solucéo padrdo de KCI 0,1 mol L cuja condutividade é de
100 uS cm em agua a 25 °C. As andlises foram realizadas ap6s
a calibracdo do equipamento com solucdo padrdao de KCI (0,01
mol L) a temperatura de 25,00 + 0,05 °C. Os valores para
sistemas nao aquosos foram ajustados segundo a literatura
(Geary, 1970).

3.2.6. Absorcao atbmica

Para verificar a proporcdo dos ions de metais nos
complexos foi utilizado um espectrébmetro de absorc¢éo atdbmica de
alta resolugcdo com fonte continua, modelo ContrAA 700 (Analytik
Jena, Jena, Alemanha), equipado com atomizadores de forno de
grafite e chama. Os comprimentos de onda selecionados foram de
231,857 nm para Zn e 248,327 nm para Fe. Os gases utilizados
foram mistura de ar (oxidante) e acetileno (combustivel) na vazao
de 60 L/h. A altura do queimador foi de 16 mm. As solu¢des dos
complexos foram preparadas com 5 mg de complexo em 50 mL
acetona:agua (10:90% - V/V), acetona grau UV/HPLC.

3.2.7. Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por
voltametria de onda quadrada em um potenciostato/galvanostato
BASi, modelo Epsilon. Os experimentos foram feitos em
H>O/CHsCN (96:4, % v/v), em valores de pH especificos sob
atmosfera de argonio, utilizando com concentracdo do complexo
com 1x10* mol L. Foi utilizado como eletroélito de suporte KCI 0,1
mol L' e uma célula eletrolitica contendo trés eletrodos: um
eletrodo de trabalho de carbono vitreo, um eletrodo auxiliar de
platina e eletrodo de referéncia comercial Ag/AgCl (Ag/AgCI vs.
NHE = +197 mV (Inzelt et al., 2012)).
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3.2.8. Titulacdo Espectrofotométrica

As constantes de protonagdo foram determinadas por
titulacdo espectrofotométrica. Os solventes utilizados foram
CHsCN:H2O (50:50, %V/V), em uma cela termoestabilizada a
25,00£0,01 °C, controlada por um banho da Visomes Plus. Foi
utilizado um eletrodo combinado com referéncia de Ag/AgCl,
calibrado com solucdes diluidas de HCI de um titulador
automatizado Metrohm modelo Titrino Plus 848. As medidas foram
feitas em volume de solucéo final de 8 mL. A forga ibnica foi
ajustada com KCI para 0,1 mol L e o sistema foi titulado com
NaOH 0,1 mol L'* manualmente. Aliquotas de aproximadamente 1
mL foram removidas a cada ponto e o espectro de UV-Vis obtido
em um espectrofotbmetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO. Apés cada
medida a aliquota era devolvida para a solu¢éo que estava sendo
titulada. As curvas foram ajustadas com uma curva sigmoidal e os
valores de pKa obtidos do ponto de inflexdo. Todas as solucdes
foram preparadas com agua bidestilada e fervida sob atmosfera
de argbnio pré-purgado em solucao de NaOH.

3.2.9. Medidas de reatividade na hidrélise do
substrato fosfato de bis-(2,4-dinitrofenila) (2,4-
BDNPP)

A atividade catalitica dos complexos foi avaliada através
da reacédo de hidrolise do substrato fosfato de bis-(2,4-dinitrofenila)
(2,4-BDNPP) (Figura 14), que foi sintetizado de acordo com o
método descrito na literatura (Bunton e Farber, 1969).

Figura 14. Reacao de hidrélise do substrato model 2,4-BDNPP.
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Os experimentos cinéticos foram realizados em triplicata
sob condicbes de excesso de substrato monitorando-se
espectrofotometricamente, em um espectrofotbmetro UV-Vis
Varian Cary 50 BIO acoplado a um banho termostatizado, a
variagdo de absorbancia ocorrida em 400 nm (pH/E), referente a
liberacéo do anion 2,4-dinitrofenolato, como produto da reacéo de
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hidrdlise. As reacdes foram monitoradas até 5% de converséo de
substrato a produto e os dados foram tratados pelo método das
velocidades iniciais.

Tabela 2. Valores de coeficiente de absorcéo (€) do fenolato do substrato
2,4-BDNPP em diferentes valores de pH (Peralta et al., 2010).

pH €
(L moltcm)
5,0 10078
5,5 11405
6,0 12004
6,5-9,0 12100

A determinagdo das velocidades iniciais em fungcdo da
concentracdo do substrato foi realizada no pH 6timo sob mesmas
condi¢cdes descritas para o estudo de influéncia do pH, resultando
em cinéticas de saturagcdo com comportamento de Michaelis-
Menten. Por meio deste experimento determinou-se a velocidade
méxima (Vmax) € a constante de Michaelis-Menten (Kw). Através de
célculos simples, determinou-se a constante catalitica (Kear =
Vmad[C], [C] = Concentragdo do complexo na cubeta), o fator
catalitico, pré-definido somente para a reacdo de hidrdlise,
definido pela razdo entre a constante catalitica e a constante da
reacdo nao catalisada (Kuncat = 1,89x107 s1) (Bunton e Farber,
1969), além da eficiéncia catalitica (E = kca/Knm). Os estudos em
funcdo do pH para atividade de hidrélise foram realizados em uma
faixa de pH entre 5e 9 a 25 °C.

Utilizaram-se cubetas de vidro 6ptico com capacidade para
4,0 mL e caminho éptico de 1 cm, seladas com tampa de teflon,
nas quais foram adicionados solucdo aquosa de tampéao 0,1 mol
Lt MES (pH 5 a 6,5), HEPES (pH 7,0 a 8,0) e CHES (9,0) com
forca ibnica mantida constante (I = 0,1 mol L%, LiClO4). A
dependéncia do pH foi investigada usando concentracdes fixas do
substrato ([S] final = 2,66x10° mol L) e complexos ([C] final =
4,8x10° mol L) a 25,0 + 0,5 °C. A dependéncia do substrato foi
medida com o pH ideal de 7, para que a concentracéo de substrato
variasse de [S] final = 1,10x10® a 5,33x10-° mol L1. Correcdes da
hidrolise espontédnea do substrato 2,4-BDNPP foram realizadas
sob condi¢Oes idénticas, sem a adicdo do complexo.

A determinacdo do numero de moléculas de substrato
hidrolisadas por molécula de complexo foi realizada pelo
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acompanhamento espectrofotométrico em 445 nm (e = 3600 L mol
! cm) na condicéo de 50 vezes de excesso do substrato ([S]final
= 2x10% mol LY) em relacéo ao complexo ([Clfinal = 4x10° mol L
1). Realizou-se também o acompanhamento da reacéo
estequiométrica em 400 nm entre os complexos e 0 substrato
([C]final = [S]final = 4x10-° mol L) foi realizada durante 55 horas
a 50 °C. Em todos os experimentos cinéticos a correcao da
hidrélise espontanea do substrato.

O estudo do efeito isotépico de deutério na hidrdlise do 2,4-
BDNPP pelos complexos foi realizado pelo acompanhamento de
duas reacdes paralelas onde as solu¢des tampdes HEPES pH, pD
= 7,0 (corrigido: pD = leitura do medidor de pH + (4,29x10%/°T) —
1,04) (Fife e Bruice, 1961; Beck, J. L. et al., 1986) para os
complexos foram previamente preparadas em H.O e D2O. As
reacfes foram monitoradas sob condicdes de 100 vezes de
excesso do substrato em 400 nm a 25 °C para 0os complexos.

3.2.10. Clivagem de DNA plasmidial — Procedimento
Geral

O procedimento geral aplicado aos complexos binucleares
de Fe"'zn'" foi realizado como descrito por Peralta (Peralta, et al.,
2010), com adaptacdes. O procedimento geral de analise da
clivagem plasmidial aplicado aos complexos de Fe''zn"
consistiram em uma reacao tipica de clivagem, contendo 330ng
de DNA pBSK-Il, que foram tamponados com tampéao adequado e
tratados com os complexos (em diferentes concentrages). O
tempo de reacao inicial foi de 4 h a 50 °C. Durante a reacdo as
amostras foram mantidas ao abrigo da luz. Para finalizar as
reagOes de clivagem foram adicionados 5 uL de tampao de corrida
6x concentrado (EDTA 0,25 mol L** em pH 8.0, glicerol 50% e azul
de bromofenol 0,01%). Em seguida, as amostras foram mantidas
em geladeira (4°C) até serem submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1%) contendo brometo de etidio (0,3 yg mL™*) por 100
min a 90 V em tampé&o TBE 0,5X (Tris 44,5 mmol L, acido bérico
44,5 mmol L1, EDTA 1 mmol L't em pH 8,0). Os géis foram entédo
fotografados utilizando o sistema de fotodocumentagéao DigiDoc-It
(UVP, USA) e as fracdes de cada forma do DNA plasmidial foram
guantificadas por densitometria, utilizando o software KODAK
Molecular Imaging Software 5.0 (Carestream Health, USA). Uma
vez que o brometo de etidio possui uma maior dificuldade de
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intercalar-se com a forma superenovelada do DNA plasmidial, ha
uma menor emissdo de fluorescéncia por esta forma de DNA em
relacdo as demais. Para corrigir a real quantidade de DNA
superenovelado da amostra, o valor encontrado foi multiplicado
por 1,47 e corrigido por proporcionalidade os valores obtidos para
as demais formas (Jin et al., 2007). A quantidade de DNA clivado
(%) foi considerada como a soma das fracdes de DNA na forma
circular aberta (F II) e linear (F IIl) (Figura 15), enquanto a fracdo
ou quantidade de DNA intacto (%) foi considerada como a fragéo
de DNA na forma superenovelada.

Figura 15. Formas do DNA plasmidial.
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3.2.10.1. Efeito da concentracdo dos complexos em
relacdo ao DNA

Os ensaios de atividade iniciaram a partir da andlise das
melhores concentracdes de complexos que fossem capazes de
fornecer uma clivagem eficiente sem que houvesse uma grande
degradacdo espontdnea do DNA. Foram realizadas reacles
controles, na auséncia dos complexos, nas mesmas condi¢bes
reacionais para observar esta possivel degradacéo espontanea. A
partir destes resultados foram escolhidos os tempos reacionais e
concentracbes de complexos, adequados para observagdo da
clivagem do DNA, utilizados nos proximos testes.

3.2.10.2. Efeito do pH dos complexos em relagéo ao
DNA

Para analisar o efeito do pH na clivagem do DNA
plasmidial mediada pelos complexos estudados neste trabalho,
foram realizados testes de clivagem deste DNA em diferentes
tampdes (MES, HEPES, CHES), que correspondem a faixa de pH
entre 5,5 a 9,0 na presenca de 5 ymol L' dos complexos. Os
tampdes foram selecionados por sua estabilidade e inércia em
reagao, citados como “Good buffers” (Mash et al., 2003).
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3.2.11. Analise do modo de interacdo entre o0s
complexos com o DNA

3.2.11.1. Efeito da forca ibnica

Para confirmar se a interacdo destas moléculas com o
DNA se dava através de interacdes eletrostaticas, por diferenca
de carga, foi adicionado na reacdo o sal NaCl nas concentragdes
de 5, 10, 25 e 50 mmol L2,

Foram realizados testes de forca ibnica substituindo o
NaCl por LiClO4, ja que o ion ClO4 se associa mais fracamente ao
centro metalico do que o ion CI, neste ensaio foram utilizadas as
mesmas concentragdes do teste com NaCl, bem como a mesma
concentracdo dos complexos (5 pmol L1).

Além dessa coordenacdo comum do ion cloreto com os
centros metalicos, sabe-se que complexos com centro metalico
Fe'"Zn'" apontam uma capacidade de hidrolisar o DNA, logo sua
atividade é dependente da formacdo de um nucledfilo ligado ao
metal, sendo ainda mais necessério a exclusdo da participagéo
dos ions CI/ClO4 na atividade destes complexos frente ao DNA.
Todas as concentracdes de NaCl e LiClO4 (5 — 50 ymol L) foram
testadas em reacdes com DNA na auséncia dos complexos para
descartar possivel degradagdo da molécula causada por estes
sais.

3.2.11.2. Efeito dos ligantes de sulco

Procurou-se determinar se a interacdo entre os complexos
em estudo e o DNA se dava através do acesso de pelo menos um
dos sulcos menor/maior do DNA. Para tal foram realizados ensaios
na presenca de ligantes conhecidos de ambos os sulcos, sendo
estes a netropsina que se liga no sulco menor (Van Dyke et al.,
1982) e o verde de metila ligante do sulco maior (Kim e Nordén,
1993). Para isso os ligantes (50 ymol L) foram pré-incubados
com o DNA tamponado (10 mmol Lt HEPES, pH 7.0) por 30 min
antes da adicdo dos complexos. Apés a adicdo dos complexos (5
pumol L) a reagéo foi incubada por 8 h a 50 °C. Ambos inibidores
foram testados na auséncia dos complexos e nenhuma clivagem
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de DNA superior ao controle (contendo somente DNA) foi
observada.

3.2.11.3. Dicroismo Circular

Os ensaios de CD foram realizados com o
espectropolarimetro de CD modelo J-815 (Jasco, USA). Uma
amostra de 200uM de CT-DNA em 10mM de tampao (HEPES pH
7,0) foi titulada com concentracdes crescentes dos complexos na
razdo de [Complexo]/[DNA] de 0,05 a 1. As varreduras foram
realizadas na faixa de 220 a 500 nm, a 37 °C. Espectros contendo
somente os complexos foram determinados na auséncia de DNA
e nenhum sinal significativo foi encontrado.

3.2.12. Avaliacdo do mecanismo de clivagem

3.2.12.1. Efeito dos sequestradores de espécies
reativas de oxigénio

Para compreensao do mecanismo de clivagem do DNA (se
por via hidrolitica ou oxidativa) pelos complexos analisados neste
trabalho, foram adicionados as reacdes uma série de
sequestradores de radicais livres, sendo estes DMSO (dimetil-
sulféxido) (0,4 mol L) que € inibidor do radical hidroxila (OH®); Kl
(iodeto de potassio) (0,5 mmol L), que é inibidor da geracdo de
perdxidos (R-O-OH); e NaNs (azida de sédio) (0,5 mmol L),
sequestrador de oxigénio singlete (*O2). A concentracdo dos
complexos utilizada nestas reacdes foi de 5 pmol L. Todos os
sequestradores também foram testados na auséncia dos
complexos.

3.2.12.2. Efeito da auséncia de oxigénio

As solucdes e misturas reacionais foram realizadas em
uma “GloveBag”, onde estas foram desgaseificadas a vacuo e
borbulhadas com argbnio. Foi realizada também uma reacéo
utilizando como agente de clivagem o complexo Fe-EDTA que tem
a capacidade de oxidar a molécula do DNA apenas em aerobiose
(Netto et al., 1996; Jeff, 2016). Estas mesmas reac¢des, incluindo
o controle com Fe-EDTA, também foram realizadas na presenca
de oxigénio como um modo de comparar a clivagem do DNA pelos
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complexos nestas duas condicdes distintas. A concentracdo de
complexo utilizada neste experimento foi de 5 ymol L.

3.2.13. Cinética de clivagem do DNA plasmidial

De modo geral as reagGes de cinética de clivagem foram
realizadas conforme descrito: num volume final de 120 yL (em um
eppendorf) foram adicionados 2 ug de DNA plasmidial em 10 mmol
L' de HEPES pH 7.0, em seguida foram adicionados 30 pL dos
complexos em diferentes concentragbes (0 — 10 umol L1) e
aliquotas de 20 uL foram retiradas em diferentes tempos (0, 0,5,
1, 2, 3, e 4 h) e submetidas a eletroforese em gel de agarose. As
reacOes foram realizadas a 50 °C ao abrigo da luz. Controles nas
mesmas condi¢des reacionais, mas na auséncia dos complexos,
foram utilizados para observar a degradacéao espontanea do DNA.
As constantes cinéticas de clivagem (kobs) foram calculadas para
cada concentracdo do complexo, tomando estas rea¢cdes como de
pseudo primeira-ordem, onde ha um excesso de catalisador
(complexo) em relacdo do substrato (DNA). O valor de Kkops foi
obtido diretamente a partir do coeficiente angular das regressées
lineares originadas do plote do logaritmo natural da quantidade da
forma intacta de DNA em funcdo do tempo de reacéo.
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3.2.14. Footprinting de DNA por Fe-EDTA

Os procedimentos utilizados nestes ensaios seguem o
preconizado pela literatura (Kikuta et al., 2002) com modificacdes.

Figura 16. Representacdo de um gel de poliacrilamida desnaturante
contendo amostras de um ensaio de footprinting de DNA por Fe-EDTA.
Adaptado de Urbach e Waring, (Urbach e Waring, 2005).
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Para este experimento uma amostra de oligonucleotideo
(2,5 pmol pLt) foi tamponada com 10 mmol L de HEPES (pH 7,0)
e submetida ao aquecimento a 95 °C por 5 minutos para a
completa desnaturagdo de possiveis pareamentos inespecificos
de DNA. Em seguida a amostra foi transferida para os tubos de
reacao e mantida em temperatura ambiente por 1h para permitir o
correto anelamento do DNA. Passado o resfriamento das
amostras os complexos em diferentes concentragdes foram
adicionados e mantidos por 30 min a temperatura ambiente para
formacao do equilibrio complexo-DNA. A reacao de clivagem de
DNA se inicia com a adi¢cdo de 2 pyL de cada uma das seguintes



56

solucdes: Fe-EDTA (40 mmol L), ascorbato de sédio (40 mmol L
1) e H20; (2%) e deixados reagir por 90 segundos. Com a intencgédo
de parar as reacdes foram adicionados apés os 90 segundos 5 L
de Tiuréia (0,5 mol L'1). Em seguida foi adicionado a reagdo 1 yL
de glicogénio (20 mg mL™?), 2,10 uL de acetato de sédio (3 mol L-
1, pH 5,2) e 3x 0 volume corrigido da amostra de etanol 100% com
0 objetivo de iniciar o processo de precipitacdo do oligonucleotideo
e finalizando assim a reag&o. Posteriormente foram realizados
procedimentos para precipitacdo do oligonucleotideo das
amostras, ressuspenséo, eletroforese e andlise dos géis.

3.3. Sintese dos Ligantes

Os ligantes nao-simétricos sintetizados  foram
caracterizados por espectroscopia no infravermelho (IR),
ressonancia magnética nuclear (NMR) (*H e ®C) e por
espectrometria de massa como esta descrito nas rotas sintéticas
a seguir.

3.3.1. Sintese do cmff - 3-(clorometil)-2-hidroxi-5-
metilbenzaldeido

CH3

CHy CHy
NaOH HCHO
© * oHch @Vo HCI C'\/©\¢O
OH OH
Hmb

OH
cmff

O 3-(clorometil)-2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (cmff) foi
preparado em duas etapas. Na primeira etapa, o 2-hidroxi-5-
metilbenzaldeido (Hmb) foi obtido através de uma reacédo de
formilacdo do p-cresol como descrito na literatura (Thoer et al.,
1988) e na segunda etapa, o cmff foi obtido pela reacdo de
clorometilagdo do Hmb com formaldeido e &cido cloridrico. Nas
figuras, encontram-se os espectros de IR (Figura 17) e 'H NMR
(Figura 18) e suas atribuicdes.
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Figura 17. Espectro no IR do cmff (ATR).
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Figura 18. Espectro de *H NMR do cmff em CDCls.
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IH NMR - 8y (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,35 (s, 3H, CH3); 4,66
(s, 2H, CHy); 7,33(s, 1H, CHay); 7,45 (s, 1H, CHa); 9,85 (s, 1H,
CHald); 11,25 (S, lH, Oernol).

3.3.2. Sintese do pmea - 2-(piridin-2-il)-N-(piridin-2-
ilmetil)etanamina
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Preparou-se um solugdo contendo 1,20 mL de 2-(2-
aminoetil)piridina (1,22 g, 10 mmol, 108,17 g mol?l,
1,021 g mL?) em 15 mL de metanol e adicionou-se esta solucéo,
sob agitacdo, em uma solugdo contendo 0,95 mL de 2-
piridilcarboxialdeido (1,07g, 10 mmol, 107,04 g mol?) em 45 mL
de metanol. A mistura ficou sob agitacdo por 2 horas em
temperatura ambiente. Nesta solucdo foi adicionado 0,75 ¢
borohidreto de sédio (20 mmol, 37,83 g mol?) lentamente em
intervalos de 10 minutos durante 1 hora. A reacdo ficou sob
agitacao “overnight” e em seguida refluxada por 1 hora. Apés o
resfriamento, a solucdo foi tratada com HCI até pH
aproximadamente 5 e agitada vigorosamente por 30 min.
Posteriormente o pH da mistura foi ajustado com solu¢do 5 mol L
! de hidréxido de sddio para pH 8-9. O borato de sédio precipitado
foi filtrado e o solvente rotaevaporado. Posteriormente, adicionou-
se 50 mL de diclorometano e lavado com agua (6x25 mL de H20).
A fase organica resultante foi seca com sulfato de sédio anidro. A
evaporagdo do solvente resultou em um déleo castanho com
rendimento de 87,7%. O pmea foi caracterizado por IR (Figura 19),
H NMR (Figura 20) e espectrometria de massas (Figura 21).
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Figura 19. Espectro no IR do pmea em pastilha de KBr.
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Figura 20. Espectro de *H NMR do pmea em CDCls.
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IH NMR - 84 (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,33 (s, 1H, NH); 3,08-
3,03 (m, 4H, CHy); 3,95 (s, 2H, CHy); 7,15-7,10 (m, 2H, CHa); 7,19-
7,18 (d, 1H, CHay); 7,30-7,29 (d, 1H, CHay); 7,63-7,57 (M, 2H, CHa);
8,53 (d, 2H, CHyy).
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Figura 21. Espectro de ESI-MS do ligante pmeamff e sua respectiva
simulacgéo da distribui¢do isotopica com m/z = 214,13 + H".
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3.3.3. Sintese do pmeamff — 2-hidroxi-5-metil-3-(((2-
(piridin-2-il)etil)(piridin-2-
ilmetil)amino)metil)benzaldeido

X
P
| = CH,Cl,
EtsN
N/ H = ‘ ol 0 _ BN . N _0
N
x OH | X OH
pmea cmff & pmeamff

Essa reacdo é uma reacao de substituicdo nucleofilica, do
cloreto de cmff pela amina secundaria do pmea formando
pmeamff.

Em um baldo de 100 mL, foram adicionados 1,86 g de cmff
(10 mmol, 184,62 g mol?) dissolvidos em 50 mL de uma solucédo
de diclorometano. Sob agitacdo e a 0°C foram adicionados
lentamente 80 mL de uma solucdo de diclorometano contendo
2,13 g de pmea (10 mmol, 213,13 g molt). Completada a adicéo,
0 banho de gelo foi removido e a mistura reacional foi deixada sob
agitacéo por 3 dias em temperatura ambiente. Apos esse periodo,
a solucéo foi transferida para um funil de separacdo e lavada
(30x40 mL) com uma solugéo aquosa de bicarbonato de sédio. A
fase orgénica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente
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evaporado até a secura sob vacuo a 40 °C, restando um dleo
castanho, com rendimento de 70,2% em relacdo ao pmea. Nas
figuras, encontram-se espectros de IR (Figura 22), *H NMR (Figura
23) e Massas (Figura 24).

Figura 22. Espectro no IR do pmeamff em pastilha de KBr.
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Figura 23. Espectro de *H NMR do pmeamff em CDCls.
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Figura 24. Espectro de ESI-MS do pmeamff e sua respectiva simulagéo
da distribuicéo isotopica com m/z = 362,18 + H*.
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3.3.4. Sintese do pmeamffpy — 4-metil-2-(((2-(piridin-
2-il)etil)(piridina-2-ilmetil)amino)metil)-6-
(((piridin-2-ilmetil)amino)metil)fenol

pmeamff pmeamffpy

Solubilizaram-se 2-aminometilpiridina (108,14 g mol?, 1,04
g mL?1, 10 mmol), em 30 mL de metanol. Em seguida, foi
solubilizado pmeamff (361,18 g mol?, 10 mmol) em 20 mL de
metanol, colocou-se essa solugcdo em um funil de adicéo,
adicionou-se na solugdo de 2-aminometilpiridina, gota-a-gota,
lentamente. Deixou-se reagir por 5 horas (solugdo amarelada).
Adicionou-se borahidreto de sédio (37,83 g mol') em banho de
gelo, durante 1 hora, a solugdo ficou mais clara, deixou-se
reagindo por um dia. Apds, ajustou-se o pH da reacdo para 5 — 6
com &cido cloridrico 3,0 mol L™1. Evaporou-se o solvente a presséo
reduzida. Adicionou-se diclorometano e lavou-se exaustivamente
(12x30 mL) com uma solugéo saturada de bicarbonato de sédio.
A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e o solvente
rotaevaporado. O produto é um O6leo amarelo escuro, com
rendimento de 88,4% em relacdo ao pmeamff. Nas figuras,
encontram-se espectros de IR (Figura 25), *H NMR (Figura 26) e
Massas (Figura 27).



64

Figura 25. Espectro na regido do infravermelho do pmeamffpy em pastilha
de KBr.
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Figura 26. Espectro de *H NMR do pmeamffpy em CDCls.
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H NMR - 84 (200 MHz; CDCls), em ppm: 2,21 (s, 3H, CHs); 3,01-
3,02 (m, 4H, CHy); 3,96-3,81 (m, 8H, CH>); 6,79 (s, 1H, CHa);
6,91(s, 1H, CHa); 7,03-7,16 (m, 3H, CHa); 7,24-7,38 (m, 3H, CHa);
7,48-7,68 (m, 3H, CHa); 8,44-8,55 (m, 3H, CHa).
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Figura 27. Espectro de ESI-MS do ligante pmeamffpy e sua respectiva
simulacgéo da distribui¢cdo isotopica com m/z = 454,26 + H".
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3.3.5. Sintese do ligante Hopmeamff (H,L?) - 2-hidroxi-
3-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((2-(piridin-2-
iNetil)(piridin-2-ilmetil)amino)metil)benzil)(piridin-
2-ilmetil)amino)metil)-5-metilbenzaldeido

_EN
meamff
P i H ,pmeamff

Foi adicionado o grupo cmff para a obtencéo do ligante
final Hopmeamff. Em um baldo de 100 mL foram adicionados 25
mL de diclorometano com Hbpamepy (453,25 g mol?, 5 mmol),
juntamente com trietilamina (6 mmol, 0,726 g mL). Com o auxilio
de um funil de adicao, foram adicionados 20 mL de diclorometano
com cmff (184,62 g mol%, 5 mmol).

A mistura reacional permaneceu sob agitacéo e refluxo por
3 dias. Restando um 6leo amarelo escuro. Realizou-se extracao
acido-base, adicionando aproximadamente 50 mL de H20
destilada e adicionou-se HCI 4 mol L até pH 2-3. Recolheu-se a
fase aguosa, adicionou-se 30 mL de CHxCl; e adicionou-se NaOH
4 mol L' até pH 10 (solucdo amarela esverdeada). A fase organica
foi separada e com solugdo de NaHCOs; realizou-se a extragdo
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(30x25mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro e
0 solvente rotaevaporado. O produto é um éleo amarelo escuro,
com rendimento de 62,3% em relacdo ao pmeamffpy. Nas figuras,
encontram-se espectros de IV (Figura 28), *H NMR (Figura 29) e
Massa (Figura 30).

Figura 28. Espectro no IR do HzL? (ATR).
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Figura 29. Espectro de *H NMR do HzL2 em CDCls.
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Figura 30. Espectro de ESI-MS do ligante H:L? e sua respectiva
simulacao da distribuicao isotopica com m/z = 602,31 + H™.
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3.3.6. Sintese do ligante Hypmeapycet (HzL?-et) -
(((2-aminoetil)amino)metil)-6-(((2- hidroxi-5-metil-
3-(((2-(piridin-2-il)etil)(piridin-2-
ilmetil)amino)metil)benzil)(piridin-2-
ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol

H 1. MeOH, CH3;COOH
. 2 _ 2.NaBH,
j(Er k/ % _CHg
Hzpmeamff
Hopmeapycet

HQN/\/NH

Em um baldo de 250 mL, adicionaram-se uma solucéo de
1,2-etanodiamina (5,1 mmol, 60,06 g mol*) em metanol (50 mL) e
3 gotas de &acido acético 99,7%. Com um funil de adicao,
acrescentaram-se lentamente 60 mL de uma solugdo metandlica
de Hzpmeamff (0,60 g, 1 mmol, 601,31 g mol?). O sistema
permaneceu sob agitacdo por 12 horas e entdo adicionou-se
borohidreto de sédio (0,11 g, 3 mmol, 37,83 g mol) em banho de
gelo. A mistura reacional permaneceu por mais duas horas sob
agitacdo 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 solugdo aquosa saturada de bicarbonato de
sédio. A fase orgéanica foi lavada com a mesma solugédo aquosa
(6x40 mL) em um funil de separacao, foi entdo separada, seca
com sulfato de so6dio anidro e o solvente foi retirado a vacuo.
Rendimento 74,6% em relacdo ao Hopmeamff. Nas figuras abaixo,
encontram-se espectros de IR (Figura 31), *H NMR (Figura 32),
13C NMR (Figura 33) e Massas (Figura 34).
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Figura 31. Espectro no IR do HzL2-et (ATR).
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IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Hair) 3059-2834; v (C=N e C=C)
1644-1433; § (O-Hienol) 1369; v (C-Ofenol) 1231; v (C-N) 1150; & (C-
Har) 758.

Figura 32. Espectro de *H NMR do HzL?-et em CDCls.
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'H NMR - 84 (200 MHz; CDCls3), em ppm: 2.20 (s, 6H, CHs); 2.63
(t, 2H, CHy); 2.78 (t, 2H, CH>); 2.96-3.04 (m, 4H, CHy); 3.69-3.85
(m, 12H, CHy); 6.80-7.61 (m, 13H, CHax); 8.42-8.55 (m, 3H, CHpy).
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Figura 33. Espectro de **C NMR do H:L?-et em CDCls.

T T
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Chemical Shift (ppm)

13C NMR - 8¢ (200 MHz; CDCls), em ppm: 20,20; 20,25; 35,05;
41,28; 49,68; 51,28; 53,45; 53,69; 55,84; 55,92; 59,62; 59,62;
120,92; 121,80; 121,89; 122,19; 122,40; 122,61; 122,68; 123,05;
123,14, 125,12; 127,22; 127,31; 129,13; 129,23; 130,28; 136,07;
136,23; 136,27; 148,48; 148,66; 148,79; 148,79; 153,45; 153,58;
158,09; 158,09; 159,68.

Figura 34. Espectro de ESI-QTOF do ligante HzL?-et e sua respectiva
simulagéo da distribui¢éo isotopica com m/z = 646,38 + H*.
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3.3.7. Sintese do Hzpmeapycbut (HzL2-but) — 2-(((4-
aminobutil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi- 5-metil-3-
(((2-(piridin-2-il)etil)(piridin-2-
ilmetil)amino)metil)benzil)(piridin- 2-
ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol

NH 1. MeOH, CH3;COOH
. _ 2.NaBH,
t(gr K/ % _CHs
Hzpmeamff
Hopmeapybut

Hy N/\/\/

Em um baldo de 250 mL, adicionaram-se uma solucéo de
1,4-butanodiamina (5,1 mmol, 88,10 g mol*) em metanol (50 mL)
e 3 gotas de acido acético 99,7%. Com um funil de adicao,
acrescentaram-se lentamente 60 mL de uma solugcdo metandlica
de Hzpmeamff (0,60 g, 1 mmol, 601,31 g mol?). O sistema
permaneceu sob agitacdo por 12 horas e entdo adicionou-se
borohidreto de sdédio (0,11g, 3 mmol, 37,83 g mol') em banho de
gelo. A mistura reacional permaneceu por mais duas horas sob
agitacdo 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 solugdo aquosa saturada de bicarbonato de
sédio. A fase orgéanica foi lavada com a mesma solugédo aquosa
(6x40 mL) em um funil de separacao, foi entdo separada, seca
com sulfato de so6dio anidro e o solvente foi retirado a vacuo.
Rendimento 71,7 % em relacdo ao Hypmeamff. Nas figuras,
encontram-se espectros de IR (Figura 35), *H NMR (Figura 36),
13C NMR (Figura 37) e Massas (Figura 38).
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Figura 35. Espectro no IR do HzL2-but (ATR).
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Figura 36. Espectro de *H NMR do HzL?-but em CDCls.
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'H NMR - 84 (200 MHz; CDCls), em ppm: 2,20 (s, 6H, CHs); 1,47
(m, 2H, CHy); 2,59-2,69 (m, 4H, CHy); 2,99-3,01 (m, 4H, CH));
3,69-3,85 (m, 12H, CHy); 6,80-7,61 (m, 13H, CHax); 8,42-8,52 (m,
3H, CHpy).
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Figura 37. Espectro de *C NMR do HzL?-but em CDCla.
HoLLbutes

T o T
84 16 52 12 104 o

13C NMR - 8¢ (200 MHz; CDCls), em ppm: 19,97; 20,03; 26,06;
30,20; 34,78; 41,02; 48,02; 49,59, 53,18, 53,55; 55,34, 55,98;
58,64; 77,20; 120,65; 121,55; 121,61; 122,22; 122,45; 122,62;
122,75; 122,87; 124,37, 126,88; 126,96; 128,82; 128,99; 129,91,
135,79; 135,97; 135,99; 135,99; 148,21; 148,34, 148,47; 148,47,
153,25; 153,25; 157,81, 157,89; 159,42.

Figura 38. Espectro de ESI-QTOF do ligante H2L?-but e sua respectiva
simulacao da distribuicao isotopica com m/z = 674,41 + H™.

100

100

g

80

sidade (%)
8

&

60 »

401

Intensidade (%)

20

0 Y H\L‘M al ST PV

T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 600 650 700
m/z



74

3.4. Sintese dos Complexos

3.4.1. Sintese do complexo 1

MeOH = ‘ X
1. Zn(Cl04),.6H,0 N |
2. Fe(Cl0,)3.9H,0 N N

_ 3.NaOH B :

—N [CIO4],

Ni::Zn/O\Fe/
1\/N/ H l\

H,L2 1 0

Foram solubilizados 0,3006 g de Hopmeamff (0,5 mmol,
601,3053 g mol?) em aproximadamente 100 mL de metanol, com
agitacdo e leve aquecimento (45 °C), foram adicionados 0,1861 g
(0,5 mmol; 372,36 g mol?) de Zn(ClO4)2.6H,O. Em seguida
adicionaram-se 100 mL com um funil de adicdo lentamente
contendo 0,2581 g (0,5 mmol; 516,20 g mol?) de Fe(ClO4)3.9H20.
Manteve-se a agitagdo e 0 aquecimento por aproximadamente 15
minutos. Ap6s o término do gotejamento, foram adicionados
0,2448 g (2 mmol; 122,44 g mol?) de NaClO4 e 1,5 mL de NaOH
(2 mol LY).

Filtrou-se e deixou-se em repouso. Apo6s 1 dia na estufa de
cristalizagdo em 25 °C, houve a formagao de um precipitado roxo
o qual foi filtrado e lavado com metanol. Rendimento: 65,2%. m/z:
809,21. CHN - Calculado para FeZnCs7H42NsCl.014: C: 45,68; H:
4,35; N: 7,20. Encontrado: C: 45,73; H: 4,78; N: 6,74%. Absorcao
atbmica, em mg mL?': Fe = 2,59+0,08 (5,72%), Zn = 3,27+0,07
(6,73%); proporcédo Fe:Zn - 1:1.
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4.2. Sintese do Complexo 2

MeOH = ' X
1. Zn(ClO4),.6H,0 N |
2. Fe(Cl0,)3.9H,0 N N

_ 3NaOH 3

N—=

d >Zn<0>Fe§7 "
) 4o

H,L2-et HZN/\/ 2 " N/\/NH
2

Foram solubilizados 0,3229 g de Hzpmeapycet (0,50 mmol;
645,3791 g mol?t) em aproximadamente 80 mL de metanol, com
agitacdo e leve aquecimento (45 °C), foram adicionados 0,1861 g
(0,5 mmol; 372,36 g mol?) de Zn(ClO4)2.6H.0. Em seguida
adicionou-se 80 mL com um funil de extragdo lentamente contendo
0,2581 g (0,5 mmol; 516,20 g mol?) de Fe(Cl04)3.9H.0. Manteve-
se a agitacdo e 0 aquecimento por aproximadamente 15 minutos.
Apoés o término do gotejamento, foram adicionados 0,2448 g (2
mmol; 122,44 g mol?) de NaClO4 e 1,5 mL de NaOH (1 mol L?).

Filtrou-se e deixou-se em repouso. Apés 1 dia na estufa de
cristalizagdo em 25 °C, houve a formagao de um precipitado roxo
o qual foi filtrado e lavado com metanol. Rendimento: 63,8%. m/z:
879,18. CHN — Calculado para FeZnCszgHs0CI2N7O13: C, 46,11; H,
4,86; N, 9,65; Encontrado: C: 46,06; H: 4,96; N: 9,64%. Absorcao
atbmica, em mg mL?1: Fe = 4,91+0,03 (5,51%), Zn = 5,97+0,13
(6,44%), proporcao Fe:Zn - 1:1.
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3.4.3. Sintese do Complexo 3

MeOH Z X
Oi K(j 1. Zn(Cl0,),.6H,0 < |
2. Fe(Cl0,)3.9H,0 N N

_3NaOH N % [ |

\: ) 57
_O—F,
Q) 5? Ay 7\ p
=

HoL2-but HzN/\/\/ 3 HNT S

Foram solubilizados 0,3367 g de Hzxpmeapycbut (0,50
mmol; 673,4104 g mol') em aproximadamente 80 mL de metanol,
com agitacdo e leve aquecimento (45 °C), foram adicionados
0,1861 g (0,5 mmol; 372,36 g mol?) de Zn(ClO4)2.6H.0. Em
seguida adicionou-se 80 mL com um funil de extracdo lentamente
contendo 0,2581 g (0,5 mmol; 516,20 g mol?) de Fe(ClO4)3.9H,0.
Manteve-se a agitagdo e 0 aquecimento por aproximadamente 15
minutos. Apos o término do gotejamento, foram adicionados
0,2448 g (2 mmol; 122,44 g mol?) de NaClO4 e 1,5 mL de NaOH
(2 mol LY).

Filtrou-se e deixou-se em repouso. Apoés 1 dia na estufa de
cristalizagdo em 25 °C, houve a formacao de um precipitado roxo
o qual foi filtrado e lavado com metanol. Rendimento: 56,6%. m/z:
815,28. CHN — Calculado para FeZnCa1Hs4CI2N7O13: C, 47,17; H,
5,12; N, 9,39; Encontrado: C: 47,12; H: 5,21; N: 9,38. Absorcao
atbmica, em mg mL1: Fe = 4,20+0,18 (5,30%), Zn = 4,89+0,05
(6,29%), proporcao Fe:Zn - 1:1.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. Caracterizagdo dos Ligantes
4.1.1. Espectroscopia no Infravermelho (IR)

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica utilizada
para observar a formacéo de cada etapa das sinteses dos ligantes
finais.

Em todos os precursores e ligantes finais pode-se observar
bandas de estiramento C-Har, C-Hair, C=C, C-N e C=N.

Para os precursores, como no pmeamff é possivel
observar a presenca da banda de estiramento C=0 (seta vermelha
na Figura 35) e C-Orenol. NO pmeamffpy, a banda de estiramento
C=0 nado esta presente, porém a banda de estiramento e
deformacdes angulares do fenol central sdo observadas como
mostra a comparagdo na Figura 39 e na Tabela 3 (Nakamoto,
1977; Silverstein et al., 1994).

Figura 39. Espectros no IR dos precursores pmea (azul claro), pmeamff
(azul escuro) e pmeamffpy (preto) (KBr).
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Tabela 3. Atribuicdes das bandas do IR para os precursores.

Atribuicdo pmea pmeamff pmeamffpy
v (O-H) 3386 - -
v (C-Hare 3066- 3066- 3060-
C-Haiir) 2838 2845 2832
v (C=0) - 1678 -
v(C=Ne 1590- 1592- 1590-
C=0) 1436 1430 1433
) (O'HFenol) - 1377 1367
v (C'OFenoI) - 1279 1233
v (C-N) 1147 1118 1118
8 (C-Har) 761 758 760

Para os ligantes finais é possivel observar que para o
ligante H,L? observa-se a banda de estiramento C=0 em 1673 cm-
! (seta vermelha na Figura 36), que esta ausente no espectro
quando sdo feitas derivatizagbes com diaminas formando os
ligantes H.L?-et e HoL2-but, esses dados sugerem a formagéo dos
compostos sintetizados, como mostra a Figura 40 e a Tabela 4
(Nakamoto, 1977; Silverstein et al., 1994).

Figura 40. Espectros no IR dos ligantes finais H2L? (azul claro), H.L?-et
(azul escuro) e HzL2-but (preto) (ATR).
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Tabela 4. Atribuicdes das bandas do IR para os ligantes finais.

Atribuicdo H,L? H,L2-et HoL2-but
v (O-H) - - 3386
v (C-Har € 3052- 3059- 3056-
C-Hai) 2852 2834 2852
v (C=0) 1673 - -
v(C=Ne 1588- 1614- 1632-
C=0) 1431 1433 1435
d (O-Heenal) 1373 1369 1382
v (C-Orenol) 1224 1231 1238
v (C-N) 1114 1150 1152
3 (C-Ha) 752 758 761

4.1.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de Hidrogénio e Carbono — NMR (*H e 13C)

Para constatar a pureza adequada para 0s precursores e
ligantes finais foi utilizada a espectroscopia de *H NMR. Com as
integraces foi possivel confirmar o namero de hidrogénios
presentes na molécula, bem como diferencia-los em metilicos,
metilénicos e aromaticos (Silverstein et al., 1994). Dessa forma,
constatou-se que todos os ligantes estavam com pureza
adequada. Nas Tabelas 5 e 6 os valores de deslocamento quimico
(6 em ppm), nimero de atomos de hidrogénio correspondentes e
as atribuicdes dos sinais.
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Tabela 5. Deslocamentos quimicos (8+) dos espectros de *H NMR para

0S precursores.

Atribuicdo cmff pmea pmeamff pmeamffpy
CHs 2,35 - 2,25 2,21
(s, 3H) (s, 3H) (s, 3H)
CH: 4,66 3,95 3,92 3,96 — 3,81
(s, 2H) (s, 2H) (s, 2H) (m, 8H)
3,08 — 3,03 3,81 3,02-3,01
(m, 4H) (s, 2H) (m, 4H)
3,03
(s, 4H)
CHar 7,45 8,53 8,57 -8,44 8,55-8,44
(s, 1H) (d, 2Hpy) (dd, 2Hpy) (m, 3H)
7,33 7,63 -7,57 7,67-7,50 7,68 — 7,48
(s, 1H) (m, 2H) (m, 4H) (m, 3H)
7,30 -7,29 7,24—7,04 7,38 —-7,24
(d, 1H) (m, 4H) (m, 3H)
7,19-7,18 7,16 — 7,03
(d, 1H) (m, 3H)
7,15-7,10 6,91
(m, 2H) (s, 1H)
6,79
(s, 1H)
CHaldeido) 9,85 - 10,23 -
(s, 1H) (s, 1H)
OH 11,25 - - -
(s, 1H)
NH - 2,33 - -
(s, 1H)
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos (8+) dos espectros de *H NMR para
os ligantes finais.

Atribuicdo Hal? HoL2-et H2L2-but
CHs 2,23 2,20 2,20
(s, 3H) (s, 6H) (s, 6H)
2,19
(s, 3H)
CH:z 3,86 3,85 -3,69 3,85 - 3,69
(s, 2H) (m, 12H) (m, 12H)
3,84 3,04 — 2,96 3,01 -2,99
(s, 2H) (m, 4H) (m, 4H)
3,80 2,78 2,69 —-2,59
(s, 4H) (m, 2H) (m, 4H)
3,71 2,63 1,47
(s, 2H) (m, 2H) (t, 2H)
3,05-2,96
(m, 4H)
CHar 8,54 8,65 -8,42 8,52 — 8,42
(s, 2Hpy) (m, 3Hpy) (m, 3Hpy)
8,43 - 8,42 7,64 — 6,80 7,61 -6,80
(s, 1Hpy) (m, 13H) (m, 13H)
7,61-6,78
(m, 13H)
CH(AIdeido) 10,26 - -
(s, 1H)
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E possivel observar nas ampliagdes os valores de
deslocamentos de hidrogénio dos singletos, dupletos, tripletos e
multipletos, como pode ser observado nos espectros (Figuras 41
— 46) abaixo.

Pré-ligante pmea

Para o pré-ligante pmea pode ser observado um singleto
em 2,33 ppm referente ao &tomo de hidrogénio ligado ao atomo
de nitrogénio central da molécula (hidrogénio em azul). Entre 3,03
a 3,08 ppm (hidrogénios metilénicos em vermelho a esquerda do
NH) pode ser observado o efeito do aumento de um atomo de
carbono em relacdo ao pro-ligante bpma (ja sintetizado pelo
grupo), o qual aparecia com um singleto (Muxel et al., 2014) e para
0 pmea € possivel observar a presenca de um sinal multipleto. A
resolucdo do espectro ndo permite a atribuicdo dos valores de
acoplamentos entre estes atomos de hidrogénio. Seria possivel
atribui-los usando a analise de ressonancia bidimensional. Os
hidrogénios metilénicos aparecem como singleto em 3,95 ppm. Os
hidrogénios ligados aos atomos de carbonos proximos aos atomos
de nitrogénios da piridina aparecem como dupleto em 8,53 ppm.
Os demais hidrogénios aromaticos aparecem no intervalo de 7,63
a 7,10 ppm. Considerando que a estrutura ndo € simétrica, 0s
valores para os hidrogénios na regido aromatica devem ser
ligeiramente diferentes e estes podem cair em regibes muito
préximas dificultando a atribuicdo. Analise por correlacdo entre
hidrogénios e/ou carbono seria uma ferramenta para essa
atribuicdo mais precisa.
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Figura 41. Espectro de 'H NMR do pmea em CDCls.

T v T T
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5 (ppm)
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IH NMR - 84 (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,33 (s, 1H, NH); 3,08-
3,03 (M, 4H, CHy); 3,95 (s, 2H, CHy); 7,15-7,10 (M, 2H, CHay); 7,19-
7,18 (d, 1H, CHa); 7,30-7,29 (d, 1H, CHa); 7,63-7,57 (m, 2H, CHy);
8,53 (d, 2H, CHyy).

Pré-ligante pmeamff

Para o pré-ligante pmeamff em relacdo ao pmea, pode ser
observado um singleto em 2,25 ppm referente aos hidrogénios
metilicos (hidrogénios em roxo) e um singleto em 10,23 ppm
referente ao hidrogénio do aldeido (hidrogénio em laranja).
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Figura 42. Espectro de *H NMR do pmeamff em CDCls.
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IH NMR - &4 (200 MHz; CDClI3), em ppm: 2,25 (s, 3H, CH3); 3,03
(s, 4H, CHy); 3,81 (s, 2H, CHy); 3,92 (s, 2H, CHy); 7,04-7,24 (m,
4H, CHar); 7,67-7,50 (M, 4H, CHar); 8,57-8,44 (dd, 2H, CHpy); 10,23
(s, 1H, CHau).
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Pré-ligante pmeamffpy

No caso do pré-ligante pmeamffpy em relacdo ao
pmeamff, pode ser observado que ndo aparece mais o singleto
referente ao hidrogénio do aldeido.

H
fi H/|H
H, H
cz SNTH
NH

Figura 43. Espectro de *H NMR do pmeamffpy em CDCls.
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8 (ppm)
H NMR - 84 (200 MHz; CDClIs), em ppm: 2,21 (s, 3H, CHs); 3,01-
3,02 (m, 4H, CHy); 3,96-3,81 (m, 8H, CH>); 6,79 (s, 1H, CHa);
6,91(s, 1H, CHar); 7,03-7,16 (m, 3H, CHa); 7,24-7,38 (m, 3H, CHax);
7,48-7,68 (m, 3H, CHa); 8,44-8,55 (m, 3H, CHa).
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Ligante final H,L?

Para o ligante final HzL? em relacdo ao pro-ligante
pmeamffpy, pode ser observado dois singletos em 2,19 e 2,23 ppm
referente aos hidrogénios metilicos (hidrogénios em roxo) e um
singleto em 10,26 ppm referente ao hidrogénio do aldeido lateral
(hidrogénio em laranja).

Figura 44. Espectro de *H NMR do HzL2 em CDCls.
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8 (ppm)
'H NMR - 84 (200 MHz; CDCls), em ppm: 2,19 (s, 3H, CHs); 2,23
(s, 3H, CHy); 3,05- 2,96 (m, 4H, CH>); 3,71 (s, 2H, CHy); 3,80 (s,
4H, CHy); 3,84 (s, 2H, CHy); 3,86 (s, 2H, CHy); 7,61-6,78 (m, 13H,
CHa); 8,43-8,42 (m, 1H, CHyy); 8,54 (m, 2H, CHyy); 10,26 (s, 1H,
CHaia).
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Ligante final HoL2-et

O ligante final HzL?-et em relacdo ao ligante final H,L?,
pode ser observado que ndo aparece mais o singleto referente ao
hidrogénio do aldeido, ou seja, é possivel observar que a
derivatizagdo com a diamina alifatica 1,2-etilenodiamina.

H
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CH2H \‘

N
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| CH22 OH 2HzC
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C/CHZ
H,
Figura 45. Espectro de *H NMR do HzL2-et em CDCls.
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'H NMR - 84 (200 MHz; CDCls), em ppm: 2.20 (s, 6H, CHs); 2.63

(t, 2H, CH>); 2.78 (t, 2H, CH2); 2.96-3.04 (m, 4H, CH>); 3.69-3.85

(m, 12H, CHy); 6.80-7.61 (m, 13H, CHa); 8.42-8.55 (m, 3H, CHpy).
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O ligante final H,L?-et em relacdo ao ligante final HoL?,
pode ser observado que ndo aparece mais o singleto referente ao
hidrogénio do aldeido, ou seja, é possivel observar que a
derivatizacdo com a diamina alifatica 1,2-etilenodiamina.

CH2H X |

H,C N
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® Nl g B HZC@
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Figura 46. Espectro de *H NMR do HzL2-but em CDCls.
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H NMR - 84 (200 MHz; CDCls3), em ppm: 2,20 (s, 6H, CH3); 1,47

(m, 2H, CHy); 2,59-2,69 (m, 4H, CH.); 2,99-3,01 (m, 4H, CH>):

3,69-3,85 (m, 12H, CHy); 6,80-7,61 (m, 13H, CHax); 8,42-8,52 (m,

3H, CHpy).
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Através do 3C NMR é possivel verificar a formacéo dos
ligantes modificados com diaminas, ficando evidente a diferenca
de dois carbonos. No caso do ligante H,L?-et que possui 39
carbonos e encontra-se na Figura 47a, observa-se a diferenca de
dois carbonos mostrada pelas setas vermelhas na Figura 47b ja
gue o ligante H,L?-but possui 41 carbonos.

Figura 47. Deslocamentos quimicos (5c) dos espectros de *C NMR para
os ligantes finais HzL2-et (a) e HzL2-but (b) em CDCls.
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4.1.3. Espectrometria de Massa com lonizagdo por
Electrospray (ESI-MS e ESI-QTOF)

A espectrometria de massa com ionizacdo por
electrospray (ESI-MS e ESI-QTOF) permite identificar a presenca
dos ions moleculares e também de fragmentos dos ligantes. Os
espectros de massa sdo sumarizados na Tabela 7 (Distribuicdo
isotopicas encontram-se no procedimento experimental).

Tabela 7. Espécies encontradas na espectrometria de massa.
Espécie m/z Representacao

pmea CiszHisNs (+1) 214,1339 pmea + H*
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pmeamff C22H23N302 (+1) | 362,1863 pmeamff + H*
pmeamffpy Ca2sH31NsO (+1) | 454,2607 | pmeamffpy + H*
HalL? Cs7H39NsO3 (+1) | 602,3131 H2L2 + H*
HzL2-et Ca9H47N702 (+1) | 646,3869 HaL2-et + H*
H2L2-but Cs1Hs1N702 (+1) | 674,4182 HzL2-but + H*

4.2. Caracterizagdo dos Complexos

4.2.1. Espectroscopia no Infravermelho (IR)

Utilizando a espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho pode-se fazer comparacdo entre os espectros do
complexo com o ligante livre. O surgimento de novas bandas no
espectro do complexo, como a presenca de bandas referentes ao
contra-ion, ligantes ponte e moléculas de agua coordenadas,
sugerem a formacdo do complexo, o qual também pode ser
avaliado pelos deslocamentos de energia quando comparados ao
ligante (Nakamoto, 1977; Silverstein et al., 1994).

Observa-se uma semelhang¢a, comparando o espectro do
complexo com o do ligante (1 — Figura 48, 2 — Figura 49 e 3 —
Figura 50 e atribuicbes na Tabela 8), o que traz como indicagéo
que o ligante se manteve no complexo.
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Figura 48. Espectro no IR do HzL? (vermelho) e complexo 1 (preto) (ATR).
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Figura 49. Espectro no IR do HzL?et (vermelho) e complexo 2 (preto)
(ATR).
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Figura 50. Espectro no IR do HzL2-but (vermelho) e complexo 3 (preto)
(ATR).

100 — H,L1-but

80 4

60

T (%)

100 —
80 —
60 —
40

20

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

cm™



93

Tabela 8. Atribuicdes de bandas no IR para ligantes e complexos.

Atribuicao HaL?2 1 H2L2-et 2 H2L2-but 3
v (O-H) - 3438 - 3340 3386 -

v (C-Har e 3052- 2918- 3059- 3020- 3056- 3017-
C-Haiir) 2852 2860 2834 2856 2852 2863

v(C=0) | 1673 | 1661 - - - -

v(C=Ne 1588- | 1606- | 1614- | 1609- 1632- 1607-

c=C) 1431 | 1420 | 1433 | 1447 | 1435 | 1443
5 (O-Hroro) | 1373 - 1369 - 1382 -
v (C-Orenal) | 1224 | 1263 | 1231 - 1238 -
v (C-N) 1114 - 1150 | 1158 | 1152 | 1144
& (C-Ha) 752 768 758 765 761 764
v (CI-0) - 1090 - 1095 - 1089

A coordenacdo do metal foi observada, uma vez que as
principais bandas presentes nos ligantes foram deslocados em
relacdo aos numeros de onda, para maior energia, apos a
formacdo dos complexos. Em todos os complexos, pode-se
observar (Tabela 8) os valores referentes aos estiramentos e
deformacdes angulares das ligagbes das piridinas e dos fenois
(C=C, C=N, C-H e C-0) presentes no ligante. Para o complexo 1,
pode-se verificar uma banda intensa em 1673 cm™ referente ao
aldeido, que também se encontra no complexo em 1661 cm™,
mostrando que ndo houve coordenac¢do do grupo carbonila.
Porém houve um deslocamento para menor nimero de onda, pois
0 metal no complexo é um &cido de Lewis, recebe elétrons,
vibrando em valores de menor energia.

A auséncia da banda observada no ligante em
aproximadamente 1373 cm, atribuida ao § (O-Hrenol), € indicativa
da coordenacéo do grupo do fenolato no lado "duro” do ligante ao
centro de Fe" e também da formacdo de uma ponte de fenoxo
entre Fe' e Zn'". Os mesmos padroes sdo observados ao
comparar os pares HoL?-et/2 (em 1369 cmt) e HoL2-but/3 (em 1382
cm?). Estes resultados estdo de acordo com os relatados para
complexos semelhantes anteriormente sintetizados (Peralta et al.,
2010; Piovezan et al., 2010; Piovezan et al., 2012; De Souza et al.,
2013; Muxel et al., 2014; Camargo, T. P. et al., 2015; De Souza et
al., 2015; Osbrio et al., 2015).
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Outras bandas que sugerem a formacao do complexo € a
presenca da banda intensa em aproximadamente 1090 cm?,
referente ao estiramento atribuido ao modo vibracional do contra-
fon perclorato. Na regido de 3438 (1), 3340 (2) e 3347 (3) cm?

esse estiramento pode ser atribuido a molécula de agua, que
encobre os picos das aminas dos ligantes HzL2-et e HoL?-but.

4.2.2. Calculos de Estrutura Eletronica

Como néo foi possivel a obtencao de estruturas cristalinas
binucleares dos complexos e, a fim de ajudar na elucidagcédo das
estruturas dos complexos formados, utilizando a Teoria do
Funcional de Densidade (DFT) foram realizados célculos de
camada aberta.

As frequéncias vibracionais foram calculadas para todas
as estruturas e sdo positivas para todas as estruturas dos
complexos Fe''zZn"L? (1a), Fe"Zn"L2-et (2a) e Fe'"'Zn"L2-but (3a) e
os conjugados de fosfato Fe"Zn'L?-PO, (1b), Fe'"'Zn'L?-et-PO,
(2b) e Fe"zn"L2-but-PO4 (3b) mostram uma frequéncia negativa
menor, que corresponde a rotagdo do anel aromatico.

A estrutura mais provavel para o ion Zn" em solucédo
mostra uma estrutura octaédrica com uma molécula de agua
coordenada. Embora ja tenham sido publicados dados de
estrutura cristalina de complexos semelhantes e os mesmos
sejam um bom ponto de partida para calculos geométricos do
complexo 1, a assimetria do lado macio traz um novo desafio, uma
vez que as piridinas ligadas ao centro do Zn" podem ter diferentes
isbmeros estruturais. Por esta razdo, diferentes estruturas do
complexo 1 foram otimizadas num grau inferior de teoria (base
SVP) na tentativa de comparar suas energias totais. Além disso,
as estruturas calculadas dos complexos 1-3 estdo de acordo com
dados cristalograficos ja publicados na literatura obtida por
Piovezan (Piovezan et al., 2010) e Peralta (Peralta et al., 2010),
como pode ser visto na Tabela 9.
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Tabela 9. Comprimentos de ligagdo selecionados para os complexos
calculados para comparacdo com alguns valores de dados
cristalograficos (os nimeros dos atomos foram renumerados para se
adequarem aos dados teéricos apresentados neste estudo).

Teorico 1 2 3 Dados | Complexo | Complexo
Crist. [Fe"(u- [Fe" (-
OH)Zn" OH)Zn"
(L-CHy)] (L]

Fe-Zn | 3,113 | 3,050 | 3,050 | Fe-Zn | 3,0862(18) | 3,0550(16)

Fe-N; | 2,262 | 2,264 | 2,264 | Fe-N; | 2,186(3) | 2,127(3)

Fe-N, | 2,232 | 2,288 2,288 | Fe-N, | 2,137(8) | 2,185(6)

Fe-O; | 1,936 | 1,926 | 1,926 | Fe-O, | 1,892(3) | 1,899(2)

Fe-O, | 1,963 | 1,977 | 1,977 | Fe-0, | 2,112(3) | 1,948(5)

Fe-Os | 2,086 | 2,092 | 2,092 | Fe-Os | 2,053(3) | 1,968(2)

Fe-Os | 2,028 | 1,984 | 1,984 | Fe-O, | 1,920(7) | 1,986(5)

Zn-Ns | 2,259 | 2,279 | 2,279 | Zn-N; | 2,152(7) | 2,273(6)

Zn-N, | 2,156 | 2,167 | 2,167 | Zn-Ns | 2,056(8) | 2,120(7)

Zn-Ns | 2,212 | 2,206 | 2,206 | Zn-Ns | 2,073(8) | 2,120(7)

Zn-O; | 2,180 | 2,207 | 2,207 | Zn-Os | 2,101(3) | 2,081(7)

Zn-04 | 2,057 | 2,027 | 2,027 | Zn-O4 | 1,969(6) 2,039(6)

Zn-Os | 2,207 | 2,172 | 2,172 | Zn-Os - 2,067(6)

Como esperado, os resultados mostram os ions Fe'" sdo
facialmente coordenados pelo braco tridentado duro dos ligantes,
bem como um grupo hidroxo, a geometria octaédrica distorcida
dos centros Fe'' sdo completadas por um grupo p-fenolato central
e um grupo p-hidroxo que atuam como unidades ponte entre 0s
dois centros metalicos. Além dos grupos pontes, os ions zZn'"
mostra o braco tridentado macio dos ligantes sdo facialmente
coordenado com uma molécula de agua para completar a
geometria octaédrica distorcida como pode ser visto e na Figura
51.
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Figura 51. Estruturas calculadas para complexos (a) 1a, (b) 2a e (c) 3a,
respectivamente. Os atomos de hidrogénio ligados aos atomos de
carbono sdo omitidos para maior clareza.

a)
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Os resultados mostram que a parte do ligante contendo
etilpiridina encontra-se no mesmo lado da parte do ligante
contendo fenol, sendo 6,77 kcal mol' mais estavel do que a
conformacéo que a etil piridina ocupa a posicao trans.

Os complexos 2 e 3 contém cadeias carbdnicas laterais
com diaminas adicionadas ao grupo carbonil, a influéncia da
posicdo dessas cadeias laterais foram calculadas e seus valores
de energias comparados. Ambos 0s compostos apresentam uma
maior estabilizacdo, com a aproximacdo das aminas terminais ao
oxigénio da ponte p-hidroxo, formando uma ligagc&o de hidrogénio
tal como pode ser visto pela Figura 45b e 45c¢, com distancias de
1,816 e 1,756 A para os complexos 2 e 3, respectivamente. Uma
vez que ambas as estruturas, mostram uma diminui¢do da energia
total ao fazer essas ligacdes de hidrogénio, a energia de
estabilizacdo decorrente da ligagdo de hidrogénio compensa na
perda de entropia resultante da organizacdo da cadeia lateral, que
provavelmente é fixada em torno dessa geometria.

A protonacéo da amina terminal reduz a energia em ambos
os casos. No entanto, existem varios efeitos sobrepostos, entre
eles o da ligacdo formada. Por esta razdo, e para avaliar a
estabilizacdo proporcionada pela formacao de uma nova ligacao,
os calculos foram realizados nas mesmas geometrias que as
calculadas para os complexos com diaminas da cadeia lateral
protonadas, mas com a remo¢do de um préton (H*) que foi
considerado uma carga pontual. Existe uma forte estabilizacdo da
cadeia lateral da etanodiamina com a presenca de uma carga
residual no sistema e com a nova conformacdo adotada, como
evidenciado pela diferenca de energia entre (2) e (3). A diferenca
de energia entre a amina protonada e o deslocamento da carga
resulta em uma aproximacao da energia de ligacdo. Os valores de
energia de protonacdo sdo consistentes com os intervalos
relatados na literatura. A diferenca entre os valores de energia
para a amina e a retirada da carga mostra que a energia muda
devido as modificagbes conformacionais e a presencga de carga na
amina terminal, indicando um efeito eletrostatico. No caso da
cadeia lateral com butanodiamina (H.L2-but e Fe"'zZn"L?-but), a
diferenca € muito baixa, enquanto que para a cadeia lateral com
etanodiamina (H.L?-et e Fe''Zn''L?-et) esta diferenca é positiva
(Tabela 10).
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Tabela 10. Valores de energia calculados para os complexos 2 e 3 e a
influéncia da amina terminal protonada.

AE (kJ mol?1) 2 3
(-NHs*) — (-NH2*) -1070,514 -1044,499
(-NHs*) — (-NH>) -3022,578 -849,272
(-NH2) — (-NH2*) 1952,064 -195,227

Todos estes resultados indicam que as otimizacdes
geomeétricas sdo verdadeiramente os minimos de energia e sédo
estruturas vdlidas para comparacdo das geometrias teoricas
obtidas. A comparacgéo das frequéncias vibracionais calculadas e
obtidas por espectroscopia de IR correlacionam com a afirmacao
acima, uma vez que os dados mostram boa concordancia tanto
em energias como em intensidades. O calculo tedrico foi feito
baseado na hipétese de uma Unica molécula em seu estado
gasoso e no vacuo. Assim, nas Figuras 52 - 54 e na Tabela 11, a
seguir, foi realizada a comparacdo entre os valores das
frequéncias vibracionais experimentais dos complexos com
aqueles que foram calculados.

Tabela 11. Atribuicdes de bandas no IR para complexos 1 — 3
(experimental e calculado).

Atribuicéo 1 1 2 2 3 3
Exp. Calc. Exp. Calc. Exp. Calc.
v (O-H) 3438 - 3340 - - -
v (C-Har e 2918- | 2949- | 3020- | 2935- | 3017- | 3046-
C-Haiir) 2860 2847 2856 2840 2863 2860
v (C=0) 1661 1687 - - - -
v(C=Ne 1606- | 1626- | 1609- 1470 1607- | 1621-
C=0) 1420 1462 1447 1443 1461
S (O'HFenoI) - - -
\% (C-OFenoI) 1263 - - - - -
v (C-N) - - 1158 - 1144 1144
5 (C-Har) 768 786 765 798 764 784
v (CI-0) 1090 1095 1089
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Figura 52. Espectro de IR do complexo 1 (preto) e calculado para o
complexo 1 (vermelho).

w \

T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm™

Figura 53. Espectro de IR do complexo 2 (preto) e calculado para o
complexo 2 (vermelho).
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Figura 54. Espectro de IR do complexo 3 (preto) e calculado para o
complexo 3 (vermelho).
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4.2.3. Andlise Elementar de CHN

A Analise Elementar € uma técnica usada para determinar
as porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio em uma
amostra e assim avaliar a composicdo do complexo sintetizado.
Na Tabela 12 observa-se que os resultados obtidos nas analises
estdo em concordancia quando comparados os valores
experimentais com os teéricos, indicando que as propostas
estruturais séo apropriadas. Esses valores foram calculados como
base nas seguintes férmulas moleculares: (1)
FeZnCs7H42N50I2014 (Figura 55a), (2) FeZnC39H50CI2N7013 (Figura
55Db) e (3) FeZnCa41Hs54CI2N7O13 (Figura 55¢).
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Figura 55. Estruturas dos complexos correspondentes as férmulas
moleculares encontradas nas andlises de CHN, (a) 1, (b) 2 e (c) 3.
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Tabela 12. Porcentagens obtidas na analise elementar com seus
respectivos valores experimentais e tedricos.

Complexo | C% C% | H% | H% | N% | N%
Exp. | Teo. | Exp. | Teo. | Exp. | Teo.

1 45,73 | 45,68 | 4,78 | 435 | 6,74 | 7,20
2 46,06 | 46,11 | 4,96 | 4,86 | 9,64 | 9,65
3 47,12 | 47,17 | 521 | 5,12 | 9,38 | 9,39

4.2.4. Condutimetria

Realizou-se a condutimetria dos complexos em solucdes
com concentragdo de 1x10° mol L*. Esses dados estédo
sumarizados na Tabela 13.

Tabela 13. Valores de condutividade molar para os complexos 1 — 3.

Condutividade Proporcdo | Solvente | T (°C)

Molar Complexo:

(uUS cm™?) Contra-ion
1 191,26 - CHsCN 21
1 184,23 - CHsCN 25
1 185,90 1:2 MeOH 25
2 230,68 1.2 CHsCN 25
3 278,28 1.2 CHsCN 25

Para todos os complexos foi possivel observar que as
estruturas encontradas na Andlise Elementar de C, H e N se
mantiveram em solucdo, pois em metanol para o complexo 1
mostrou uma condutividade molar de 185,90 uS cmt, comparando
com a literatura indica a presenca de dois equivalentes de ions
positivos por molécula de complexo, sendo 2 contra-ions
percloratos, como pode ser observado na Figura 56.
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Figura 56. Proposta de estrutura para o complexo 1.
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Para o complexo 1 também foi realizado em acetonitrila,
porém nao foi possivel obter uma resposta conclusiva, pois a faixa
de valores em acetonitrila caracteriza eletrdlitos do tipo 1:1 a qual
encontra-se entre 120 — 160 uS cm e do tipo 1:2 encontra-se na
faixa de 220 — 300 uS cm, mas ndo foi conclusiva pelo fato de
que pode ter mistura de espécies protonadas e desprotonadas
(mesmo o meio ndo sendo protico, isto pode ocorrer pela pequena
quantidade de agua que esta no solvente acetonitrila).

Os complexos 2 e 3 apresentaram respectivamente,
230,68 e 278,28 uS cm?, ou seja, a proporcdo é de 1:2, os quais
sdao justificados conforme a Figura 57, estes dados encontram-se
de acordo com a literatura e com os dados de CHN (Geary, 1970).

Figura 57. Proposta de estrutura para os complexos 2 e 3.
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4.2.5. Absorcédo atdmica

Para quantificar os dois metais presentes nos complexos,
ferro e zinco, foram realizadas analise por espectrometria de
absorcéo atdbmica. O uso dessa técnica de quantificacdo permite
verificar a propor¢cdo desses metais em uma solucdo dos
complexos, com concentracdo conhecida.

O procedimento foi aplicado satisfatoriamente para as
solucbes dos complexos em acetona/agua (10:90% - V/V). Foram
obtidos os valores das porcentagens de Fe e Zn nos complexos,
como pode ser observado na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de absorgéo atdmica em mg mL™* para os complexos
1-3.

Fe % % Zn % %
(mgmL?t) | Exp. | Teo. | (mgmL?) | Exp. | Teo.
2,59+0,08 | 5,72 | 5,74 | 3,27£0,07 | 6,73 | 6,72
4,91+0,03 | 5,51 | 549 | 5,97+0,13 | 6,44 | 6,43
3 | 4,20+0,18 | 5,30 | 5,34 | 4,89+0,05 | 6,29 | 6,26

=

N

A partir desses resultados, foi possivel observar que para
as andlises de ferro e zinco, o valor experimental € muito similar
ao teodrico, baseando na estrutura do CHN. Essa técnica se
mostrou bastante Util para a determinacdo a proporcéo de Fe:Zn,
sendo essa de 1:1 para todos os complexos, ou seja, resultado
para um complexo binuclear Fe""'zn'".

4.2.6. Espectroscopia Eletrénica (UV-Vis)

Para os complexos formados pelos metais Fe'' e Zn' foram
observadas bandas na regido de aproximadamente 500 nm, as
quais sao atribuidas a transferéncia de carga do tipo ligante —
metal (TCLM) dos orbitais pdo fenolato para os orbitais dzdo ion
Fe''(Lanznaster et al., 2002; Peralta et al., 2010). Para o complexo
1 é observada uma banda em 362 nm, atribuida a uma transicéo
a partir do orbital pr do fenolato para o orbital do* do Fe!
(Piovezan et al., 2010). Todos os complexos apresentam bandas
entre 250 e 300 nm atribuidas as transicdes intraligantes dos anéis
da piridina e fendlicos. As bandas correspondentes de transicao d-
d para esses complexos ndo podem ser observadas pois sao
encobertas pela banda de transferéncia de carga do tipo ligante —
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metal (TCLM) entre 500 a 600 nm. Esses resultados estdo de
acordo com outros complexos da literatura (Peralta et al., 2010;
Piovezan et al., 2010; Jarenmark et al., 2011; De Souza et al.,
2013; Camargo, T. P. et al., 2015). Em todos os casos obteve-se
um deslocamento batocrdmico, ou seja, houve um deslocamento
da banda de absorcado para mais baixa energia e comprimento de
onda maior (deslocamento para a regido do vermelho), seguindo
a ordem dos solventes empregados: Amax CHsCN:H2O(1:1) <
CH3CN < CH2C|2.

Dados dos espectros eletrbnicos para os complexos sao

apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Dados de espectroscopia eletrdnica para complexos 1 — 3.

Complexo Amax M Amax M Amax hm
(€ mol Lt cm) (€ mol L1 cm) (€ mol Lt cmY)
CHsCN CH3CN:H20(1:1) CH2Cl2
1 513 (1552) 507 (1230) 522 (3078)
362 (13903) 362 (9387)
294 (15117) 294 (11891)
256 (33905) 258 (24390)
2 501 (1619) 490 (1304) 505 (2834)
291 (25620) 291 (18715)
258 (35888) 258 (25539)
3 526 (1927) 513 (1663) 536 (2428)
287 (19773) 291 (16695)
258 (25598) 259 (21513)
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Figura 58. Espectros eletrdnicos do complexo 1 com concentracdo de
3,0x10* mol L.
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Figura 59. Espectros eletrdnicos do complexo 2 com concentracao de
3,0x10* mol L.
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Figura 60. Espectros eletronicos do complexo 3 com concentragdo de
3,0x10* mol L.
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Figura 61. Espectro eletrénico do complexo 1 em CH3CN/H20 (1:1)
com concentragdo de 3,0x10° mol L.
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Figura 62. Espectro eletronico do complexo 2 em CHsCN/Hz20 (1:1) com
concentracdo de 3,0x10° mol L.
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Figura 63. Espectro eletrénico do complexo 3 em CHzCN/H20 (1:1) com
concentracdo de 3,0x10° mol L.
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A fim de verificar a estabilidade dos complexos em solucdo
e em estado sélido, foram realizadas andlises de reflectancia
difusa para os complexos 1 (Figura 64), 2 (Figura 65) e 3 (Figura
66) e os espectros apresentam também a banda de transferéncia
de carga em aproximadamente 500 nm, o que indica que os
grupos fenolatos dos complexos estao coordenados independente
do meio.

Figura 64. Espectro eletrdnico do complexo 1 no estado sélido.
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Figura 65. Espectro eletrénico do complexo 2 no estado sélido.

—— Complexo 2
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Figura 66. Espectros eletrdnicos do complexo 3 no estado soélido.

—— Complexo 3
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4.2.7. Espectrometria de Massas com loniza¢do por
Electrospray (ESI-MS e ESI-QTOF)

A espectrometria de massas via electrospray é uma
técnica muito utilizada na caracterizacdo de complexos, pois
produz ions em estado gasoso direto da solugcdo, trazendo
informacdes qualitativas das espécies carregadas existentes da
solugao.

As andlises de espectrometria de massas foram realizadas
em acetonitrila/agua — 1:1. Para os complexos 1, 2 e 3, os picos
com m/z encontrados foram 809,21, 879,18 e 815,28,
respectivamente. Esses valores podem ser atribuidos aos
compostos [Fe'(u-OH)Zn"(L?)]** + CH3CN + CH3OH (1), [Fe'(u-
OH)Zn"(L2-et)]** + Li* + ClO4 (2) e [Fe'(u-OH)Zn"(L?-but)]** + Li* +
OH- + H20 (3). O pico para o complexo 1 indica que o complexo
possui acetonitrila e metanol, sem contra-ion.

Para todos os complexos pode ser visto que o centro de
Fe" foi reduzido para Fe'. Nos complexos 2 e 3 observa-se a
presenca de ions Li* provindos do material de vidro utilizado na
preparacdo da amostra ou da injecdo da amostra (Hoffmann e
Stroobant, 2007). Mesmo que 0s espectros de massas dos
complexos mostram uma razdo de massa-carga de uma unidade,
as analises de condutividade indicam uma propor¢do molar de 2
para 1 de eletrdlito, corroborando a formacao de complexos e 0s
valores estdo de acordo com resultados anteriores.



Figura 67. Espectro de ESI-MS do complexo 1 em CH3CN/H20 (1:1)

com a respectiva estrutura proposta. m/z = 809,21.
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Figura 68. Espectro de ESI-QTOF do complexo 2 em CHsCN/H20 (1:1)
com a respectiva estrutura proposta. m/z = 879,18.
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Figura 69. Espectro de ESI-QTOF do complexo 3 em CH3zCN/H20 (1:1)
com a respectiva estrutura proposta. m/z = 815,28.
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4.2.8. Titulacdo Espectrofotométrica

Considerando o0s resultados espectroscopicos que
fornecem informacdes sobre os ligantes e 0s seus centros
metalicos, o equilibrio quimico dos complexos foram investigados,
a fim de determinar as espécies presentes na solucao. Observou-
se gue a banda de transferéncia de carga do fenolato para o Fe',
tem seu Amax fortemente dependente do pH da solugdo. Durante a
analise, foram observados pontos isosbésticos, indicando a
presenca de duas espécies em equilibrio em cada faixa de pH
estudada. Como j& foi proposto anteriormente por outros autores
(Lanznaster et al., 2002; Neves et al., 2007; Xavier et al., 2009;
Peralta et al., 2010; Piovezan et al., 2010), o primeiro pKa é
atribuido a formacao de uma espécie com uma ponte do tipo u-OH
entre 0s centros metalicos, porém néo foi possivel observa-la pela
titulacdo espectrofotométrica. O pKaj corresponde a constante de
desprotonacao para a molécula de agua coordenada com o centro
de metal Fe'' e o0 pKaz é atribuida & molécula de 4gua coordenada
com o centro de metal Zn" (Tabela 16 e Figuras 70-72).

Tabela 16. Valores de pKas encontrados para os complexos 1 — 3 através
da titulagé@o espectrofotométrica.
pKau | pKaz

NENPE SN EN PR N
/|\/|\ /‘\/’\ /|\/|\
OH, OH,
1 4,79+0,01 7,66%0,01
2 4,15+0,03 7,31+0,06
3 3,98+0,08 7,16+0,01
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Figura 70. Titulag&@o espectrofotométrica para o complexo 1. Faixa de pH:
4 — 8. Adic&o de 1,0 mol L'* de NaOH em solugdo de CH3sCN/H20 (50:50)

com | =0,1 mol L (KCI).
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Figura 71. Titulagdo espectrofotométrica para o complexo 2. Faixa de pH:
4 — 8. Adicéo de 1,0 mol L'* de NaOH em solugdo de CH3sCN/H-0 (50:50)

com | =0,1 mol L (KCI).
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Figura 72. Titulag&o espectrofotométrica para o complexo 3. Faixa de pH:
4 — 8. Adic&o de 1,0 mol L'* de NaOH em solugdo de CH3sCN/H20 (50:50)
com | =0,1 mol L (KCI).
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Como esperado, os valores de pKa encontrados para 1
sdo semelhantes aos relatados para o complexo [Fe!'(u-
OH)Zn"(LY)], devido a similaridade estrutural dos dois complexos.
Por outro lado, os pKai e pKaz para os complexos 2 e 3 séo
significativamente menores comparados ao complexo 1. De
acordo com os calculos de DFT sugere que as estruturas das
aminas protonadas levem a uma reducdo da energia quando
comparada ao complexo com as aminas desprotonadas,
sugerindo, por sua vez, fortes interacdes de hidrogénio entre os
grupos amino terminais e o atomo de oxigénio y-hidroxo ligado ao
fon Fe'" (efeito da segunda esfera de coordenagéo).

4.2.9. Eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas a pH 4 e 8
para todos os complexos. Todos os voltamogramas ciclicos
mostram uma onda, que pode ser atribuida ao processo redox
quasi-reversivel Fe'' + e = Fe'. Esses processos sdo altamente
dependentes dos valores de pH, como pode ser visto na Tabela
17. Como esperado nessa faixa de potencial, os ions Zn'" nao
apresentam processos eletroquimicos.
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Para o pH 4, a espécie predominante é [(H.O)Fe"(u-
OH)Zn"(OH2)(R)]** (R = L?, L?-et, L?-but) enquanto a pH 8 ambas
as moléculas de agua coordenadas com os centros de metal Fe'
e Zn" estdo desprotonadas, prevalecendo a espécie [(HO)Fe'"(u-
OH)Zn"(OH)(R)] (R = L?, L?-et, L?-but). Estes resultados estdo de
acordo com as espécies encontradas na titulagcdo
espectrofotométrica.

As variagdes na esfera de coordenacdo do centro Fe'
afetam o potencial redox devido a variagbes na densidade
eletronica. A protonacéo do grupo hidroxo ligado ao centro de Fe'"
diminui a densidade de elétrons no atomo de ferro e, portanto,
causa uma mudanca anddica no potencial redox, com
estabilizagdo do estado de oxidagdo de Fe', em comparacédo com
as espécies desprotonadas.

O voltamograma de onda quadrada do complexo [Fe'(u-
OH)Zn"(L?)] (1) a pH 4,0 mostra um processo a +166 mV versus
NHE, que é deslocado catodicamente para -325 mV quando o pH
€ aumentado para 8,0, indicando que, nesses valores de pH,
diferentes espécies estdo presentes em solucdo, conforme
observado anteriormente a partir dos dados de titulagdo
espectrofotométrica. Esse deslocamento é resultado do aumento
da densidade de elétrons no centro de Fe', tornando mais dificil a
reducdo. Um deslocamento catdédico semelhante foi observado
para o complexo [Fe"(u-OH)Zn'"(L-H)] relatado por Peralta
(Peralta et al., 2010) e mostrado na Tabela 17.
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Tabela 17. Parametros de voltametria de onda quadrada para os
complexos 1, 2 e 3 em H2O/CHsCN (96:4, % v/v), [Complexo] = 1x10*
mol L. Eletrdlito de suporte KCI 0,1 mol L, célula eletrolitica contendo
trés eletrodos: um eletrodo de trabalho de carbono vitreo, um eletrodo
auxiliar de platina e eletrodo de referéncia comercial Ag/AgCI (Ag/AgCI
vs. NHE = +197 mV (Inzelt et al., 2012) e complexos da literatura para
comparagédo. Potencial redox vs NHE.

Complexos Ei2vs pH Ei2vs pH
NHE NHE

1 +166 mV | 4.0 -325mv | 8.0

2 +146 mV | 4.0 -170 mV 8.0

3 +173mV | 4.0 -170mv | 8.0
[Fe'l(u-OH)Zn" +57mV | 35 | -197mV | 65

(L-CHs)]
[Fe"(u-OH)Zn" +60mV | 3.5 -180 mV | 6.5
(L-H)]

Os complexos 2 e 3 mostram comportamento
eletroquimico semelhante ao complexo 1 a pH 4, com valores de
Ei» +146 mV para o complexo 2 e +173 mV para o complexo 3.
Quando o pH é aumentado para 8,0, os complexos 2 e 3 tém o
mesmo valor de E1z (-170 mV), que difere do complexo 1 cerca de
150 mV, sugerindo que as aminas protonadas facilitam o processo
de reducdo. A remocao da densidade de elétrons do centro de Fe'"
€ mais forte para os complexos 2 e 3 do que para 1. Isso ocorre
porque as derivatizacbes dos complexos 2 e 3 mostram uma
reducdo da energia devido & protonacdo do grupo lateral,
sugerindo alguns tipo de interacdo entre a amina protonada e a
molécula de agua/hidroxo ou fenoxo terminais ligadas ao centro
de Fe'. Esta interacdo é provavelmente eletrostatica e o efeito
causa a remog¢do da densidade eletronica do centro metalico, o
que facilita a reducéo do metal.

Se compararmos os voltamogramas de onda quadrada de
1, 2 e 3 (Figura 73), observamos que os complexos 2 e 3 mostram
uma facilidade maior para a reducdo do centro de Fe'"' quando
comparado ao complexo 1. A mudanga nos valores de potencial
mostra que a insercao de derivados de diamina terminal no ligante
resulta em uma diminuicdo da densidade de carga do centro de
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ferro e um deslocamento anddico do potencial redox, indicando a
presenca do efeto da segunda esfera de coordenagéo.

Figura 73. Voltamogramas de onda quadrada para os complexos 1 (azul),
2 (vermelho) e 3 (preto) em H20:CH3CN (96:4 V/V%). Condicdes: | = NaCl
0,1 mol L'%; Eletrodo de trabalho: carbono vitreo, eletrodo auxiliar: platina,
referéncia: Ag/AgCI (Ag/AgCl vs NHE = +197 mV). [Complexo] = 1,0 x 10
4mol L.
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4.2.10. Estudos de Reatividade
4.2.10.1. Efeito do pH na hidrélise do 2,4-BDNPP

Estudos foram realizados utilizando o substrato fosfato de
bis- (2,4-dinitrofenila) (2,4-BDNPP) como substrato modelo que
possui ligacdes fosfodiéster, que simulam o grupo funcional
fosfato de acidos nucléicos (Bunton e Farber, 1969). A reacdo de
hidrélise do substrato modelo 2,4-BDNPP é mostrada na Figura
74.

Figura 74 Reagéo de hidrélise do substrato model 2,4-BDNPP.
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A fim de analisar o efeito do pH, medidas foram realizadas
utilizando o substrato 2,4-BDNPP. O efeito do pH na atividade
catalitica dos complexos foi avaliado de pH 5 a 9. Como pode ser
visto na Figura 65, para todos os compostos, a hidrolise do
substrato 2,4-BDNPP mostrou uma forte dependéncia do pH,
tendo um comportamento de sino e com atividade maxima em
torno de pH 7,0 (Figura 75).

Figura 75. Dependéncia da velocidade inicial (Vo) nos valores de pH para
a reacao de hidrélise promovida pelos complexos (a) 1, (b) 2 e (c) 3.
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Esse comportamento é semelhante aos resultados
relatados anteriormente para outros complexos dinucleares de
Fe''zn" (Lanznaster et al., 2002; Peralta et al., 2010) e fosfatases
acidas purpuras (PAP) isolada do feijao vermelho (kbPAP) (Beck,
J. L. etal.,, 1986).

Um bom ajuste para os perfis é conseguido aplicando uma
aproximacao gaussiana (y = Vo/(1+((x-pH)/altura)?) e os valores de
pKas cinéticos obtidos a partir deste ajuste estdo resumidos na
Tabela 18. Os valores de pKa que foram determinados por
espectroscopia UV-Vis e s@o inferiores aos valores de pKa
cinéticos devido a auséncia do substrato.

Tabela 18. Valores de pKas cinéticos e espectrofotométricos para os
complexos.

Complexos pKa pKa
cinético espectrofotométrico
pKai pKaz pKai pKaz
1 5,92+0,05 7,75+0,09 | 4,79+0,01 | 7,66+0,01
2 5,95+0,09 7,81+0,06 | 4,15+0,03 | 7,31+0,06
3 5,89+0,05 7,93+0,06 | 3,98+0,08 | 7,16+0,01

Conforme descrito anteriormente (se¢do 4.2.8) na

discussdo sobre a titulagdo espectrofotométrica, o primeiro valor
de pKa cinético é atribuido a desprotonacdo da molécula de agua
coordenada ao Fe'", que gera um nucledfilo de hidroxila
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responsavel pelo ataque ao atomo de fosforo. O segundo valor de
pKa cinético é atribuido a desprotonacdo da molécula de agua
ligada ao Zn".

Embora os valores de pH cinéticos sejam deslocados para
valores maiores em relagdo aos pKas espectrofotométricos,
porque o substrato 2,4-BDNPP impede a interagdo da amina
protonada com H>O/OH- ligados, 0 comportamento mostrado na
Figura 59 reforca a ideia de que [(HO)Fe"(u-OH)Zn"(OH2)(R)]?* (R
= L?, L?%-et, L-but) é a espécie cataliticamente ativa. A velocidade
inicial € dependente do pH e mostra um maximo, onde as espécies
acima mencionadas estdo em sua maior concentracdo e um
comportamento semelhante para complexos relacionados tem
sido relatado na literatura (Lanznaster et al., 2002; Neves et al.,
2007; Peralta et al., 2010; Piovezan et al., 2010).

4.2.10.2. Efeito da Concentragdo do Substrato na
hidrélise do 2,4-BDNPP

Foram realizados também testes do efeito da
concentracdo do substrato na hidrélise do mesmo, para 0s
complexos no pH 7 (atividade méxima). Observou-se que a
dependéncia da velocidade de reacdo com a concentracdo de
substrato apresentou um perfil de saturacdo e os dados foram
tratados com a equacéo néo linear de Michaelis-Menten, obtendo-
se assim, os fatores cinéticos para cada complexo, encontram-se
na Tabela 19 e na Figura 76.
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Figura 76. Dependéncia da velocidade de reagdo do 2,4-BDNPP com a
concentracdo do substrato para os complexos 1 — 3. Condic¢des: pH =7,
[tampdo HEPES] = 0,1 mol L%, 1 =0,1 mol L (LiCIOs).
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Tabela 19. Pardmetros cinéticos para a reacdo de hidrélise do 2,4-
BDNPP promovida pelos complexos 1 — 3 em pH 7,0, a 25°C.

Complexos Kcat Km Kassoc Keat/Km | pH
(s?) (M) (M%) | (Mts
(x 10 (x 104 (x 10%) )

1 32,143,31 | 34,045,70 2,94 0,09 |70

2 1124556 | 16,1+1,91 | 6,21 | 0,69 | 7,0

3 111+1,14 | 20,5+4,36 4,87 054 | 7,0

(LY) 90,2 35,5 2,81 025 |70

(Piovezan et

al., 2010)

(L-CHs3)] 92,0 30,5 3,27 0,30 | 6,5
(Peralta et
al., 2010)

(L-H)] 91,3 42,0 2,38 0,20 | 7,0
(Peralta et
al., 2010)

Como pode ser observados pelos dados na Tabela 19, a
derivatizacdo do ligante H,L? através da adicdo de diaminas
(complexos 2 e 3) levou a um aumento no valor de Kcar € uma
diminuicdo de Km quando comparado com o complexo 1. As
mudancas no Ky mostram que o efeito das cadeias laterais
derivatizadas que possuem uma amina livre como modelo de
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segunda esfera de coordenacdo aumenta a afinidade do complexo
(maior Kassoc) para o substrato. Ao comparar os modelos com o0s
que tém apenas a primeira esfera de coordenagdo, esse
comportamento é explicado levando em consideracdo as
interacles eletrostaticas decorrentes da protonacdo das aminas
primarias na faixa de pH estudada, o que induz uma maior
proximidade ao substrato (Smith et al., 2012).

Os complexos 2 e 3 também tém melhor eficiéncia
catalitica do que os complexos relatados por Peralta (Peralta et al.,
2010). Ao comparar os complexos 2 e 3, os dados mostram um
aumento no valor do Ky, mas os valores de kea/Km diminuem com
0 aumento do comprimento da cadeia lateral. Esta tendéncia esta
de acordo com as distancias calculadas dos conjugados 2b e 3b,
que mostram maior proximidade da cadeia lateral e da subunidade
de fosfato como mostra a Figura 77.

Figura 77. Representacdo dos minimos de energia calculados para a
interacdo entre conjugados 2b e 3b e o substrato (grande parte do ligante
€ omitida para maior clareza).
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Para avaliar a atividade da monoesterase, se um ou dois
grupos 2,4-dinitrofenolato do substrato foram hidrolisados,
realizou-se uma reagao estequiométrica entre os complexos 1 — 3
e o substrato 2,4-BDNPP (complexo/substrato 1:1), durante um
periodo de 24 h a 25 °C. Os complexos conseguiram hidrolisar
apenas um grupo fenolato, atuando apenas como diasterease.
Para confirmar esse resultado, a atividade na presenca de um
substrato monoéster, o fosfato de 2,4-dinitrofenila (2,4-DNPP),
também foi avaliada (Figura 78) e nenhum dos complexos foi

capaz de hidrolisar esse substrato, confirmando que os complexos
atuam apenas como diesterases.
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Figura 78. (1) Mudancga espectral observada devido a adigdo consecutiva
de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 equivalentes do monoéster DNPP ao complexo 2, pH
7,0, concentracdo de complexo = 3x10* mol L, em CHsCN:H:O
(50:50%) tampdo HEPES. (2) Adicdo de 4 equivalentes do diéster
BDNPP apés 7 h de tempo de reagcdo com DNPP.
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Analogamente, o numero de ciclos cataliticos para a
hidrélise do 2,4-BDNPP foi realizado e para todos os complexos
(1 — 3) verificou-se que catalisam a hidrélise de aproximadamente
5 moléculas de substrato, apds um periodo de 24 horas, a pH 7,0
e 25°C.

Finalmente para avaliar se a etapa determinante da reacéo
envolve transferéncia de préton ou nao, realizou-se experimento
de efeito isotdpico de deutério sobre a velocidade de hidrolise do
2,4-BDNPP pelos complexos em pH = 7. A razédo entre as
constantes de velocidades de duas reacdes de hidrélise do 2,4-
BDNPP, sob as mesmas condi¢des foram realizadas em H>O e
D20 (kn/kp), 0s valores encontrados para essa razéo ku/kp para os
complexos 1, 2 e 3 foram 1,48, 1,16 e 1,19 respectivamente. Isto
sugere que ndo ha transferéncia de protons na etapa determinante
da reacdo (0,80<kun/kp<1,50) (Deal et al., 1996). Considerando
todos os resultados experimentais, propfe-se um ataque
nucleofilico intramolecular na hidrélise do 2,4-BDNPP promovido
pelos complexos 1 - 3.
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4.2.10.3. Proposta mecanistica para a Hidrdlise do
2,4-BDNPP

Com base nos resultados anteriores, 0 mecanismo para a
hidrélise do substrato 2,4-BDNPP pelos complexos sintetizados
pode ser descrito de forma analoga ao mecanismo proposto na
literatura (Peralta et al., 2010), onde a espécie catalitica
[(HO)Fe"(u-OH)Zn"(OH,)] ¢é responsavel pela hidrélise do
substrato. A Figura 79 mostra 0 mecanismo de trés etapas. Na
primeira etapa para o complexo 1, o substrato desloca a molécula
de agua coordenada com o ion zn".

Na segunda etapa, o ion hidroxido atua entdo como um
nucledfilo atacando o atomo de fosforo do substrato, ocorrendo a
clivagem da ligacdo fosfodiéster e liberando 2,4-dinitrofenolato.
Apos a clivagem, o substrato 2,4-DNPP permanece ligado ao Zn"
e a subsequente clivagem s6 pode ser vista com a adicdo de
excesso de substrato, como mostra a etapa 3.

Figura 79. Mecanismo proposto para a hidrolise do 2,4-BDNPP

promovida pelo complexo 1.
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O mecanismo proposto para os complexos 2 e 3 é
mostrado na Figura 80. A primeira etapa consiste na ligacdo do
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substrato em um modo de coordenacdo monodentado ao centro
de metal Zn", deslocando a agua, de forma semelhante ao
complexo 1. Para os complexos 2 e 3, a pH 7,0, a derivatizacao
com diaminas esta protonada e a proximidade do nucledfilo com o
fosfato aumenta a afinidade entre o substrato e os complexos,
explicando a maior eficiéncia catalitica (Kca/Kwm).

Posteriormente na segunda etapa, o ion hidroxido gerado
no centro de Fe'' atua como um nucledfilo, atacando o atomo de
fésforo do substrato, levando a clivagem da ligacéo fosfodiéster e
ao consequente deslocamento do 2,4-dinitrofenolato. O
monoéster de fosfato de 2,4-dinitrofenila é coordenado em um
modo bidentado para os dois centros de metal e é entdo deslocado
pelo excesso de agua e substrato na reacdo, regenerando o
complexo biomimético, como mostra a etapa 3. A diferenca entre
0 mecanismo proposto para 1 em comparagdo com 2 e 3 indica
uma ligacdo mais forte do substrato aos Ultimos complexos, pois
encontram-se protonados nesse pH, demonstrando os efeitos da
segunda esfera de coordenacéao.

Figura 80. Mecanismo proposto para a hidrolise do 2,4-BDNPP

promovida pelos complexos 2 e 3.
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4.2.11. Clivagem de DNA Plasmidial
4.2.11.1. Efeito da Concentragdo dos Complexos

A atividade dos complexos binucleares de Fe''zZn" frente a
clivagem de DNA plasmidial foi inicialmente verificada em termos
de concentracgdo, de 0 a 250 ymol Lt dos complexos em diferentes
periodos de reacéo e temperatura: 6 horas a 37 °C e 16 horas a
50 °C. Nestas condi¢bes todos os complexos mostraram-se
capazes de completamente clivar o DNA plasmidial utilizado
(dados ndo mostrados), porém nas concentracdes mais altas
houveram precipitacdes das amostras nos pocos dos géis, o que
pode contribuir diminuindo a atividade. Considerando uma boa
atividade foi possivel utilizar menores concentra¢des de complexo
e o tempo reacional foi reduzido de 16 para 4 horas a fim de se
observar mais detalhadamente o efeito dos complexos (e a
variagdo de sua concentracao) no DNA, sendo investigada de 0 a
10 umol L1. Estes resultados sdo mostrados nas Figuras 81 - 83.

Figura 81. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 1 em
diferentes concentragdes. Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25
uM; [tampdo] = HEPES (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 1 a 10 uM;
temperatura = 50 °C; tempo = 4 horas ao abrigo de luz.
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Figura 82. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 2 em
diferentes concentracdes. Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25
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MM; [tampdo] = HEPES (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 1 a 10 uM;
temperatura = 50 °C; tempo = 4 horas ao abrigo de luz.
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Figura 83. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 3 em
diferentes concentragdes. Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25
uM; [tampado] = HEPES (10 mM, pH 7,0); [complexo] = 1 a 10 uM;
temperatura = 50 °C; tempo = 4 horas ao abrigo de luz.
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Todos os complexos foram capazes de clivar o DNA de
modo que o aumento da atividade depende da concentragdo do
complexo, aumentando gradativamente de 0 a 10 uM, ou seja, a
medida que a concentragdo do complexo aumenta no meio
reacional aumenta também sua capacidade de clivagem de DNA.

O complexo 1 mostrou a menor capacidade de clivagem
de DNA (Figura 71), pois o DNA tratado com 1 yM do complexo 1
mostrou aparecimento de ~14 % de F I, indicando que a forma
superenovelada do DNA plasmidial (F 1) foi clivada por quebras-
simples para a forma circular aberta (F Il). O aumento progressivo
na concentracdo de complexo 1 aumentou a clivagem de DNA
atingindo ~26 % de F Il com 10 yM. Esses dados foram corrigidos
a partir dos controles que continham acetonitrila no lugar do
complexo, os quais apresentaram auto-clivagem variando entre
aproximadamente 5 a 10 % (referente ao 0 yM nos graficos).

Os outros dois complexos 2 e 3, em comparacdo com 1
foram mais ativos, em 10 yM, aproximadamente 63% (2) e 50%
(3) de DNA apresentava-se em F Il (Figuras 82 e 83), sugerindo
que o complexo 2 possui maior clivagem frente ao DNA, seguindo
essa serie: 2>3>1. Em comparacdo com os complexos reportados
por Peralta (Peralta et al., 2010), os valores mostraram-se
melhores, e percebe-se que as modificacdes feitas no grupo
carbonil lateral aumentam significativamente a clivagem frente ao
DNA, devido ao efeito da segunda esfera de coordenag&o. A maior
clivagem observada para os complexos 2 e 3 em comparagdo com
1 pode ser atribuida a presenca do grupo amino na derivatizagéo
destes dois complexos, indicando que as modificacdes da
segunda esfera nos complexos 2 e 3 levam a aproximadamente o
dobro da clivagem de DNA em relacdo ao complexo 1. A
protonacdo da amina terminal em solucdo da um carater mais
catibnico ao complexo, levando a maior atracao eletrostatica entre
0 complexo e o DNA, o qual, em solucdo, é carregado
negativamente.

Ao comparar os complexos 2 e 3, o complexo 2 tem uma
atividade maior do que o complexo 3, o que pode ser explicado
pelo grupo amino terminal sendo geometricamente e
espacialmente mais proximo do DNA em comparagdo com o0
complexo 3. O mesmo efeito foi observado para o complexo 2 na
clivagem do substrato de 4-BDNPP (ver Figura 77).
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4.2.11.2. Efeito do pH

Para complexos em que o mecanismo hidrolitico é
predominante, o pH do meio reacional se torna importante, pois
podem influenciar na desprotonacdo das moléculas de &agua
ligadas aos metais, dificultando a formacao do nucleéfilo (Mash et
al., 2003; Camargo et al., 2010b; Camargo et al., 2010d; Osorio et
al., 2012). Para os complexos 1 — 3 foi encontrado através de
ensaios variando o pH de 5,5 a 9,0, como pH 6timo reacional em
aproximadamente 7,0.

4.2.12. Analise dos modos de interagao
4.2.12.1. Efeito da forga ibnica

As interacdes eletrostaticas entre o DNA e os catalisadores
sdo uma das interacbes mais importantes nos sistemas de
pequenas moléculas, uma vez que essas for¢as podem estabilizar
0 sistema e aumentar sua atividade (Domingos, 2003; Blackburn,
2006).

No DNA, os grupos fosfatos em pH 7,0 estéo carregados
negativamente e dessa maneira conferem a macromolécula uma
carga negativa. J& os complexos metalicos podem agir como
catibnicos em solugcdo e dessa maneira através de forcas
eletrostaticas contribuem para a ligacéo e clivagem do DNA por
esses complexos (Domingos, 2003). Deste modo, para confirmar
se a interacdo destas moléculas com o DNA se dava através de
interacOes eletrostaticas, por diferenca de carga, foi adicionado na
reacdo o NacCl.

Para verificar este efeito, realizaram-se ensaios com
aumento da forca ibnica no meio reacional, visando neutralizar as
cargas negativas do DNA e reduzir as interacdes eletrostaticas
(Figuras 84 — 86). Os testes foram realizados em uma
concentracéo fixa de complexo, na qual o0 complexo possui uma
boa atividade de clivagem e evitando assim a possivel
precipitacao.
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Figura 84. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 1 em
funcdo de diferentes concentracbes de NaCl. Condi¢Bes reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol Lt; [tampéo] = HEPES (10 mmol L2, pH 7,0);
[complexo] = 5,0 umol L%; [NaCl] = 5 — 50 mmol L%; temperatura = 50 °C;
tempo = 4 h ao abrigo de luz.
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Figura 85. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 2 em
funcdo de diferentes concentracbes de NaCl. Condi¢Bes reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol Lt; [tampé&o] = HEPES (10 mmol L2, pH 7,0);
[complexo] = 5,0 umol L%; [NaCl] = 5 — 50 mmol L%; temperatura = 50 °C;
tempo = 4 h ao abrigo de luz.
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Figura 86. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 3 em
funcdo de diferentes concentracdes de NaCl. Condi¢Ges reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 umol L}; [tamp&o] = HEPES (10 mmol L%, pH 7,0);
[complexo] = 5,0 ymol L%; [NaCl] = 5 — 50 mmol L!; temperatura = 50 °C;
tempo = 4 h ao abrigo de luz.
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Observa-se que, ao aumentar a concentracédo de NaCl (de
5 a 50 mM), a atividade de clivagem do DNA para os trés
complexos diminuiu gradualmente. A atividade de clivagem do
complexo 1 foi inibida em aproximadamente 19%. Para os
complexos 2 e 3, os valores de inibicdo foram de 35% e 30%,
respectivamente. Isso sugere que € estabelecida, em maiores
concentracdes de Na*, a competicdo entre os complexos e os ions
para interagir com o esqueleto aniénico do DNA. Também os ions
de sdOdio tendem a estabilizar uma conformacdo de DNA,
reduzindo a repulsdo dos grupos com carga negativa (Hagerman,
1988).

Pode-se também considerar que os ions Cl- podem se
coordenar aos centros metalicos dos complexos, pois existe um
excesso de sal, levando a mudancas em suas atividades. Por
conseguinte, os ensaios foram conduzidos na presenca de LiClO4
(Figuras 87 — 89), uma vez que os ions ClO4 se associam mais
fracamente ao centro metdlico em comparagdo com o anion
cloreto. Os mesmos resultados foram obtidos na comparacgéo dos
resultados de inibicdo na presenca destes dois sais (NaCl ou
LiClOg4), sugerindo que a inibi¢cdo da clivagem foi devida a carga
de neutralizacdo em vez da interag&o entre os ions Cl- e o centro
metalico, resultados semelhantes foram encontrados na literatura
(Muxel et al., 2014; Camargo, Tiago P. et al., 2015; Auras et al.,
2016).
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Figura 87. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 1 em
funcdo de diferentes concentracdes de LiClO4. Condicdes reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol L!; [tampéo] = HEPES (10 mmol L, pH 7,0);
[complexo] = 5 umol L; [LiCIO4] = 5 — 50 mmol Lt; temperatura = 50 °C;
tempo = 4 h ao abrigo de luz.
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Figura 88. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 2 em
func@o de diferentes concentragbes de LiClO4. Condi¢Bes reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol Lt; [tamp&o] = HEPES (10 mmol L, pH 7,0);
[complexo] = 5 pmol L?; [LiCIO4] = 5 — 50 mmol L1; temperatura = 50 °C;
tempo = 4 h ao abrigo de luz.
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Figura 89. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 3 em
funcdo de diferentes concentracdes de LiClO4. CondicBes reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol Lt; [tampéo] = HEPES (10 mmol L2, pH 7,0);
[complexo] = 5 umol L; [LiCIO4] = 5 — 50 mmol Lt; temperatura = 50 °C;
tempo = 4 h ao abrigo de luz.
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4.2.12.2. Efeitos dos ligantes de sulco

O reconhecimento molecular de um biomimético pelo DNA
dependente do arranjo espacial dos grupamentos funcionais e
suas propriedades estruturais, que devem sao fundamentais para
a melhoria de farmacos (Moravek et al., 2002; Terenzi et al., 2016).

A ligacdo dessas pequenas moléculas por sulcos do DNA
€ um modo de associagdo intramolecular reversivel caracterizado
pela topografia e caracteristicas quimicas da molécula ligante (Kim
e Nordén, 1993; Asatkar et al., 2017). Os sulcos maiores e
menores tém diferencas significativas de tamanho, forma,
hidratacdo, potencial eletrostatico e posicao de sitios para pontes
de hidrogénio (Oguey et al., 2010). A associacdo por um sulco ou
outro pode depender de diversas circunstancias, por exemplo, a
ligagcdo ao sulco maior do DNA € um processo entalpico, enquanto
a interacdo ao sulco menor € um processo favorecido por efeitos
entropicos (Breslauer et al., 1987; Pages et al., 2015).

Deste modo procurou-se determinar se a interacéo entre
os complexos em estudo e o DNA se dava através do acesso de
pelo menos um dos sulcos menor/maior do DNA. Para tal foram
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realizados ensaios na presenca de ligantes conhecidos de ambos
0s sulcos, sendo estes a netropsina que se liga no sulco menor
(Van Dyke et al., 1982) e o verde de metila ligante do sulco maior
(Kim e Nordén, 1993).

Para garantir que houve interacdo desses bloqueadores
com os sulcos do DNA, deixou-se por 30 minutos em repouso ao
abrigo da luz. Apds esse tempo, os complexos foram adicionados
e os dados sado apresentados nas Figuras 90 - 92.

Figura 90. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 1, na
presenca dos diferentes ligantes de sulcos do DNA, netropsina (NET) ou
verde de metila (VM). Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol
L%, [tamp&o] = HEPES (10 mmol L%, pH 7,0); [complexo] = 5 uymol L*;
[NET] ou [VM] = 50 ymol L%; temperatura = 50 °C; tempo = 4 h ao abrigo
de luz.
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Figura 91. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 2, na
presenca dos diferentes ligantes de sulcos do DNA, netropsina (NET) ou
verde de metila (VM). Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pmol
L%, [tamp&o] = HEPES (10 mmol L%, pH 7,0); [complexo] = 5 ymol L*;
[NET] ou [VM] = 50 ymol L'%; temperatura = 50 °C; tempo = 4 h ao abrigo
de luz.
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Figura 92. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 3, na
presenca dos diferentes ligantes de sulcos do DNA, netropsina (NET) ou
verde de metila (VM). Condig¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 pmol
L% [tamp&o] = HEPES (10 mmol L?, pH 7,0); [complexo] = 5 ymol L%,
[NET] ou [VM] = 50 ymol L'?; temperatura = 50 °C; tempo = 4 h ao abrigo
de luz.
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O complexo 1 mostrou uma preferéncia pelo sulco menor
do DNA (Figura 93), pois os resultados contendo netropsina como
blogueador de sulco ndo apresentou clivagem, porém a atividade
frente ao bloqueador de sulco maior diminuiu de 15 para 9 % de F
II, o que também pode ser um indicio de que ele tem a capacidade
de inibir parcialmente a clivagem do DNA pelo complexo 1
(Camargo et al., 2010; Peralta, et al., 2010).

Figura 93. Representacao estrutural da netropsina (esquerda) e estrutura
cristalografica de um DNA de dupla-hélice com uma molécula de ligada
ao sulco menor (direita) (Bortolotto, T., 2006).
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Ja para os complexos 2 e 3 os resultados mostram que os
dois blogueadores de sulcos tém a capacidade de diminuir a
clivagem dos mesmos frente ao DNA e ndo apresentam
necessariamente uma especificidade por um dos sulcos, porém
necessitam da interacdo com um desses sulcos para que a
clivagem ocorra.

Na forma B-DNA os sulcos diferem-se em maior e menor,
dependendo da largura da molécula, o que pode impossibilitar seu
acesso. No caso de pequenas moléculas, h4 um nimero maior de
exemplos de ligantes ao sulco menor, a ligagdo de pequenas
moléculas ao sulco maior € menos observada (Blackburn et al.,
2006). A diferenca entre a preferéncia do complexo 1 em relacéo
aos complexos 2 e 3, pode ser devido ao tamanho e o volume das
estruturas dos complexos, pois a forma de interacdo da diamina
com a cavidade onde encontram-se 0s centros metélicos é
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diferente do que para o complexo 1 que possui aldeido e isso
afasta a metila do fenolato terminal.

4.2.12.3. Dicroismo Circular

O dicroismo circular (CD) € um fendmeno originado a partir
da interacdo de moléculas quirais com raios eletromagnéticos
circularmente polarizados (Nakanishi, 1999). O espectro de
absorcéo do DNA é analisado comumente em luz ultravioleta em
um intervalo entre 180-300 nm, faixa onde as bases de DNA
absorvem luz, esta absorcéo da luz circularmente polarizada para
direita e esquerda pelo DNA difere, e esta diferenca é chamada de
CD (Johnson, 1996).

O DNA em sua forma B (B-DNA) possui bandas
caracteristicas de CD, sendo uma banda positiva em 275 nm
resultante da helicidade direita deste DNA, e uma banda negativa
em 245 nm devido ao empilhamento de bases (Nakanishi, 1999).
Portanto este método foi utilizado para verificar alteracdes na
estrutura secundéario do DNA.

Para entender as mudancas da estrutura secundéria do
DNA desses complexos, foi verificado o empilhamento de base e
a helicidade direita da dupla-fita. A adicdo de concentracdes
crescentes do complexo ao CT-DNA (200 uM) foi realizada na
razdo [complexo]/[DNA] de 0,1 a 1,0.

Todos os complexos tiveram a estrutura secundaria do
DNA alterada, mostraram que as bandas tipicas de DNA em 275
e 245 nm tiveram a intensidade fortemente reduzida e deslocada
(Nakanishi, 1999).

O complexo 1 teve somente a diminui¢do da intensidade
das bandas tipicas do DNA, a ligacdo do complexo tende a
diminuir helicidade direita do DNA, perdendo a torsdo e
consequentemente mudando empilhamento de bases (Nakanishi,
1999). Este comportamento foi 0 mesmo para outro complexo ja
relatado na literatura, em que mecanismo de interagao tende a ser
associada com os sulcos em vez de intercalacao (Dehkordi, 2011;
Derakhshankhah, 2012; Shahabadi, 2014).

Para os complexos 2 e 3, que possuem derivatizagbes
com 1,2-etilenodiamina e 1,4-butanodiamina e como estao
protonadas em pH 7, o que sugere que o DNA assuma outra
conformacéo, uma vez que ha deficiéncia de elétrons que provoca
um aumento da interacdo eletrostatica. Referéncia e ensaios



141

paralelos utilizando apenas solucédo do complexo ndo provocaram
essa alteracgdo, o que mostra que é um efeito de diluicdo simples.

Figura 94. Espectro de dicroismo circular de DNA na presenca de
concentracdes crescentes do complexo 1. Condig6es reacionais: [CT-
DNA] = 200 pmol L% [tamp&do] = 10 mmol L de HEPES pH 7,0;
[complexo] =0 a 181 umol L; temperatura = 37 °C.
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Figura 95. Espectro de dicroismo circular de DNA na presenca de
concentracdes crescentes do complexo 2. Condi¢des reacionais: [CT-
DNA] = 200 pmol L?; [tamp&o] = 10 mmol L' de HEPES pH 7,0;
[complexo] =0 a 181 umol L; temperatura = 37 °C
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Figura 96. Espectro de dicroismo circular de DNA na presenca de
concentracdes crescentes do complexo 3. Condig6es reacionais: [CT-
DNA] = 200 pmol L?; [tamp&o] = 10 mmol L? de HEPES pH 7,0;
[complexo] = 0 a 181 umol L%; temperatura = 37 °C.
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4.2.13. Avaliacdo do mecanismo de clivagem

4.2.13.1. Efeito dos inibidores de espécies reativas
de oxigénio (ROS)

Como j& comentado anteriormente, complexos metalicos
sdo capazes de clivar o DNA por dois mecanismos distintos:
oxidativo e/ou hidrolitico e quando sdo realizadas sinteses de
novas estruturas de complexos ou modificagbes naquelas
estruturas ja existentes, faz-se necessario compreender o tipo de
mecanismo de clivagem. Sigman e colaboradores (Sigman et al.,
1979) propuseram que um complexo metdlico pode clivar o DNA
através da geracdo de espécies reativas de oxigénio, dessa
maneira, torna-se importante investigar o mecanismo de clivagem
para um novo complexo. As espécies reativas de oxigénio podem
ser formadas a partir da redugéo do oxigénio molecular, que pode
resultar em danos ao DNA por uma clivagem oxidativa (Jiang et
al., 2007; Butenko et al., 2015; Raza et al., 2016).

Para avaliar o comportamento dos complexos frente a
clivagem do DNA utilizou-se sequestradores de radicais. Sendo
eles:
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1. DMSO - sequestrador de radicais (OH")
2. Kl —inibidor da geracéo de peréxidos (R-O-OH)
3. NaNjs — sequestrador de oxigénio singlete (*Oy)

Os complexos 1, 2 e 3 foram submetidos em testes de
clivagem do DNA plasmidial na presenca de sequestradores de
ROS, os quais mostram evidéncias de um comportamento
hidrolitico, pois em nenhum dos casos o inibidor foi capaz de evitar
a clivagem do DNA pelos complexos. Esses resultados (Figuras
97 - 99) sugerem que os complexos ndo mudam o mecanismo de
hidrélise de DNA. Alguns complexos sédo capazes de clivar o DNA
por meio da geracdo de radicais e outras moléculas reativas
contendo oxigénio, o que nao acontece para esses complexos.

Figura 97. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 1, na
presenca dos diferentes sequestradores de ROS. Condi¢des reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol L%; [tamp&o] = HEPES (10 mmol L%, pH 7,0);
[complexo] =5 umol L; [DMSO] = 0,4 mol L%; [KI] = 0,5 mol L%; [NaNs] =
0,5 mol L'Y; temperatura = 50 °C; tempo = 4 h ao abrigo de luz.
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Figura 98. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 2, na
presenca dos diferentes sequestradores de ROS. Condi¢des reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol Lt; [tampéo] = HEPES (10 mmol L2, pH 7,0);
[complexo] =5 ymol LY; [DMSO] = 0,4 mol L%; [KI] = 0,5 mol L%; [NaN3] =
0,5 mol L'Y; temperatura = 50 °C; tempo = 4 h ao abrigo de luz.
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Figura 99. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelo complexo 3, na
presenca dos diferentes sequestradores de ROS. Condi¢des reacionais:
[DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol L!; [tamp&o] = HEPES (10 mmol L, pH 7,0);
[complexo] = 5 uymol LL; [DMSO] = 0,4 mol L'%; [KI] = 0,5 mol L%; [NaNs] =
0,5 mol L'Y; temperatura = 50 °C; tempo = 4 h ao abrigo de luz.
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Mesmo tendo fortes indicios através de outros complexos
semelhantes que tais modificagcdes na estrutura do complexo ndo
alteram o mecanismo de hidrélise, ndo se pode afirmar somente
com esse ensaio que o mecanismo é hidrolitico. Pois, pode ser um
mecanismo oxidativo, o qual pode formar espécies reativas
independentemente. Assim, como pode ocorrer a oxidagdo dessas
moléculas antes mesmo que os sequestradores possam agir, por
essa razao complementa-se esse ensaio com o sob atmosfera de
argbnio (Melvin et al., 2001; Maheswari et al., 2008; Tan et al.,
2009; Silva et al., 2011).

4.2.13.2. Ensaio sob atmosfera de argdnio

Com a finalidade de confirmar o mecanismo de clivagem
apontado pelos ensaios de sequestradores de espécies reativas
de oxigénio e verificar qual a influéncia do oxigénio molecular na
clivagem do DNA pelos complexos, foram realizados testes de
clivagem, nas condicdes padrdo, porém na auséncia de oxigénio,
em atmosfera de argonio.

Esses ensaios foram realizados com concentracdo do
complexo de 5 umol L1, durante 2 horas a 50 °C sob atmosfera de
argonio e foi realizado outro ensaio nas mesmas condi¢des, com
excecdo da atmosfera de argdnio, sendo agora na presenca de
oxigénio. O controle utilizado para essas reacdes de clivagem do
DNA foi uma solucdo de FEEDTA/DTT, pois o complexo que &
formado pode gerar radicais hidroxila na presenca de oxigénio
(Reacdes de Fenton) (Netto et al., 1996).

Os resultados (Figuras 100 e 101) ajudam a confirmar os
resultados dos inibidores de ROS, ou seja, eles praticamente néo
mudam sua atividade quando a reacdo é feita na auséncia ou
presenca de oxigénio apés 2 horas de reacdo. Esses complexos
tiveram seu maximo de atividade em 4 horas, porém foi realizado
esse teste em 2 horas, pois deve-se garantir por condi¢bes de
seguranga e assegurar que o dessecador utilizado em que as
amostras ficaram sob atmosfera de argbnio segura o vacuo,
condi¢cdo necesséria para que as amostras ndao tenham contato
com oxigénio.
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Figura 100. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelos complexos 1 — 3
em aerobiose. Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 umol L%,
[tampédo] = HEPES (10 mmol L%, pH 7,0); [complexos] = 5 umol L?;
[FEEDTA] = 50 umol L; temperatura = 50 °C; tempo = 2 h ao abrigo de
luz.
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Figura 101. Clivagem do DNA plasmidial pBSK-Il pelos complexos 1 — 3
em anaerobiose. Condi¢des reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol L%,
[Tampé&o] = HEPES (10 mmol L%, pH 7,0); [complexos] = 5 pmol L*;
[FEEDTA] = 50 ymol LY; Temperatura = 50 °C; Tempo = 2 h ao abrigo de
luz.
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Através desses graficos, pode-se observar que na
presenca ou auséncia de oxigénio, a atividade do complexo
continua semelhante. A solucdo de FeEDTA/DTT mostra
claramente que na presenca de oxigénio sua atividade é maior e
na auséncia de oxigénio é extremamente menor, comprovando a
auséncia de oxigénio no meio reacional. Esses resultados indicam
um potencial mecanismo hidrolitico e estdo de acordo com o0s
complexos reportados anteriormente (Liu et al., 2002; Horn Jr et
al., 2005; Lanznaster et al., 2005; Peralta et al., 2006; Oliveira et
al., 2009; Neves et al., 2010; Souza et al., 2013).

4.2.14. Ensaios Cinéticos

O perfil cinético da clivagem de DNA desses complexos foi
analisado pela auséncia de forma superenovelada do DNA
plasmidial (F 1) em fung¢do do tempo, ou seja, durante 4 horas.
Tratando os dados como uma cinética de pseudo-primeira-ordem,
onde ha um excesso de catalisador em relacdo ao substrato, a
constante observada de clivagem de DNA (kops) € 0 tempo de
meia-vida (t12) de F I.

Foram utilizadas concentragdes de 0 a 10 ymol L-1, tirando
aliquotas nos seguintes pontos: 0, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos.
A partir desses ensaios foram feitos graficos do logaritmo da
porcentagem de DNA intacto (In % Forma I) em fung&o do tempo
de reacdo (em horas), de forma que o coeficiente angular dos
graficos obtidos nos forneceu as constantes observadas de
clivagem de DNA (kops) para diferentes concentragbes de
complexo. Apds um grafico com os valores de kops €m funcéo da
sua respectiva concentracdo nos forneceu o perfil cinético
caracteristico de cada um dos complexos em estudo e sao
apresentados na Tabela 20 e na Figura 102.

Com os valores de kops, fez-se um gréafico versus a
concentracdo dos complexos, foram tratados com a equacédo de
Michaelis-Menten, na qual admitiu-se uma condi¢éo de pseudo-
primeira ordem, pois tem excesso de complexo em relagdo ao
DNA. Dessa forma foi possivel obter valores kcar (constantes de
velocidade) e Kw (Michaelis-Menten) da atividade de cada
complexo. Os valores obtidos serdo somente comparados com
complexos que tiveram 0S mesmos ensaios e tratamentos
matematico. Isso porque o perfil obtido caracteriza pseudo-
Michaelis-Menten, pois manteve-se a concentracdo do substrato
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(DNA) e variou-se a concentracdo do complexo (catalisador). O
tempo de meia-vida foi calculado como de primeira ordem.

Figura 102. Gréfico de kobs versus concentracdo dos complexos 1 — 3.
Condigbes reacionais: [DNA] = 330 ng, ~ 25 ymol L!; [tampéo] = HEPES
(10 mmol L%, pH 7,0); [complexos] = 0,5 — 10 umol L!; temperatura = 50
°C; tempo = 0 — 4 h ao abrigo de luz.
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Tabela 20. Parametros cinéticos para as reagdes de clivagem dos
complexos.

1 2 3
Keat (X107 0D 0,714 | 2,311 | 2,434
K (x10° mol LT 1,218 | 2,945 | 3,628
Ec (Kea?Kn) (x10* L mol hl) | 5,8678 | 7,8471 | 6,7089
Kea'Kune (x10° L mol™D) 1,987 | 6,419 | 6,761
Kass (x10° L mol?) 8,914 | 3,395 | 2,756
tuz (h) 9,7 3,0 2,8

*Kunc = 3,6 x 108 h?

Como pode ser observado através dos dados cinéticos dos
complexos, a eficiéncia catalitica € maior para o complexo 2,
seguindo a mesma série do efeito da concentracdo, ou seja,
2>3>1. Esses resultados mostram que em comparagdo com
complexos reportados por Peralta (Peralta et al., 2010), pode-se
observar que o anel de seis membros do lado piridinico do Zn"
(lado macio) melhoraram a atividade dos complexos frentes a
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clivagem do DNA e comparando os complexos entre si, é possivel
perceber que as modificacbes na cadeia lateral com 1,2-
etanodiamina (2) e 1,4-butadiamina (3) tiveram resultados
melhores em relacdo ao complexo 1, provando a interferéncia
positiva dos efeitos de segunda esfera de coordenacéao.
Comparando apenas os complexos 2 e 3, a eficiéncia
catalitica € um pouco maior para 2, mesmo sendo da mesma
ordem que para 3. Estudos cinéticos anteriores com complexos de
cobalto deram valores de kcat = 16,8 € 6,02 h't e Ky = 3,64x10% e
4,81x10* mol L%, a pH 9,0 e 7,0, respectivamente (Massoud et
al., 2014). Outro exemplo a ser citado € um complexo de cobre(ll)
com fleroxacina e 1,10-fenantrolina que mostrou keat = 12,64 h't e
Kuv = 3.10x10° mol L (Xiao, Y. et al., 2016) em condicdes
comparaveis, sendo que nesse estudo os valores sao melhores.
Considerando os trés complexos, 2 e 3 sdo mais ativos em relagédo
ao complexo 1. Souza e colaboradores também obtiveram
melhores resultados para o complexo derivatizado em
comparagcdo com o complexo precursor, destacando o efeito da
segunda esfera de coordenacéo (De Souza et al., 2013).

4.2.15. Footprinting de DNA por Fe-EDTA

Uma técnica que permite a identificar regides especificas
de interacdo de pequenas moléculas com DNA é a metodologia
de DNA footprinting (Jeff, 2016). Nesta metodologia, um agente
capaz de clivar o DNA com baixa especificidade de sequéncia
nucleotidica é submetido a fragmentar uma molécula de
sequéncia conhecida na presenca de como complexos metalicos,
na tentativa de encontrar sitios especificos, em que a clivagem
pelo agente é diminuida. Esta metodologia fornece muitas
informacdes acerca da especificidade de complexos metalicos
com DNA, principalmente aqueles que néo possuem a capacidade
de clivar o oligonucleotideo. (Bailly et al., 2005; Jeff, 2016).

Nesse experimento, o complexo liga-se ao
oligonucleotideo e posteriormente é adicionado uma solucédo de
Fe-EDTA nessa reacéo, a qual é capaz de oxidar o DNA e até
mesmo as ligacbes fosfodiéster. Nos locais em que a oxidagdo €
dificultada resulta em algumas pegadas no perfil de fragmentacéo
relativo ao local onde o complexo estaria ligado ao
oligonucleotideo, como € possivel observar na Figura 103.
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Figura 103. Footprinting por Fe"-EDTA do oligonucleotideo ATCG titulado
com diferentes concentracdes dos complexos 1 — 3. Condigbes
reacionais: [DNA] = ~ 20 pmol; [tamp&o] = HEPES (10 mmol L, pH 7,0);
[complexos] = 0 — 150 pmol L?; temperatura = 25 °C; tempo = 90

segundos ao abrigo de luz.
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Como mostrou a Figura 103, o experimento de footprinting
em gel de alta resolu¢cdo mostrou que uma diminuicéo de clivagem
devido ao agente oxidante em regifes que possui timina quando
na presencga de 20 e 50 ymol L* dos complexos 2 e 3, indicando
que modificacdes na coordenag¢do da segunda esfera ddo um
possivel local de ligacdo para esses complexos.
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5. CONCLUSOES

v A sintese e caracterizacdo de trés novos ligantes néo
simétricos derivados de HzL! e com derivatizagGes foram
feitas por diaminas foram realizadas com sucesso e com
pureza adequada, bem como a sintese de seus
respectivos complexos heterobinucleares Fe''(u-OH)zn",
que imitam o sitio ativo de enzimas como as PAPs.

v Os célculos foram realizados e as semelhancas com
outras estruturas de complexos binucleares previamente
relatadas foram observadas, pois possuem distancias de
ligacbes e comparando os espectros de infravermelho
experimentais e calculados observa-se similariedades.

v' Através da condutividade molar, espectrometria de massa
e absorcao atbmica pode-se observar que essas técnicas
se completam e trazem informacgdes importantes sobre a
espécie em solucdo que concordam com dados de CHN e
de reflectdncia mostrando a estabilidade também em
estado sdlido.

v" Com base nas propriedades fisicas e espectroscopicas foi
possivel concluir que a espécie ativa é (HO)Fe'l(u-
OH)Zn"(OH2) e pode-se supor que estes complexos
tenham a mesma estrutura no estado soélido por meio de
valores obtidos de reflectancia, pois foi possivel observar
valores muito semelhantes de Amaximo.

v" A obtencdo dos parametros cinéticos para esses
complexos permitiu verificar a influéncia positiva da
segunda esfera de coordenacdo em sua atividade
catalitica. A hidrélise do substrato 2,4-BDNPP pelos
complexos 1 — 3 em CH3CN/H20 ajudou a elucidar os
mecanismos envolvidos. Os complexos 2 e 3, que
possuem diaminas nas derivatizacfes, apresentaram
maior atividade na hidrélise do substrato 2,4-BDNPP.
Entre os complexos 2 (Ec = 0,69 mol Lt s?) e 3 (Ec = 0,54
mol L s1), observou-se maior atividade para o complexo
2, devido & proximidade do nucledfilo com a parte do
fosfato e a presenca dos grupos amino, o que aumenta
significativamente a afinidade entre o substrato e os
complexos. Isso também demonstra que os efeitos do anel
de quelacdo de seis membros e da segunda esfera de
coordenacéo séo realmente significativos.
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Os complexos 2 e 3 sdo 0s mais ativos, com E. de
7,8471x10* e 6,7089x10* L mol* h' em relacdo ao
complexo 1 que foi 5,8678 x10* L mol* h.

também na clivagem do DNA, indicando novamente que
as modificacdes introduzidas no ligante foram positivas.
Anadlise cinética, dicroismo circular, uso de sequestradores
de espécies reativas de oxigénio, ensaios na auséncia de
oxigénio, bloqueadores de sulco do DNA e o footprinting,
ajudam a compreender o mecanismo de reconhecimento
e a clivagem da ligacéao fosfodiéster desses complexos.
Estudos adicionais relacionados a modificacdo com outras
derivatizacBes, métodos para a cristalizacdo da estrutura
binuclear e uma analise mais aprofundada para
estabelecer claramente os mecanismos de acdo abrem
portas para serem foco de estudos futuros.
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