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RESUMO

A importancia do estudo do comportamento de compostos que mimetizam a agéo de
enzimas quando submetidos a alteragbes estruturais como o aumento do tamanho
do anel do ligante e a insergdo de compostos que simulam a segunda esfera de
coordenacao € indiscutivel, trazendo importantes informagcées mecanisticas e
estruturais. Neste trabalho, os efeitos cataliticos dos grupos aminoguanidina e
aminopurina na segunda esfera de um complexo Fe'"Zn' que mimetiza o sitio ativo
da metalo-hidrolase fosfatase acida purpura (PAP) s&o investigados e os resultados
obtidos foram extremamente relevantes para essa area da ciéncia. O ligante 3-(((3-
((bis(2-(piridin-2-il)etil)amino)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzil )(piridin-2

ilmetil)amino)metil-il)-2-hidroxi-5-metilbenzaldeido-(HzL1bpea) foi sintetizado e o
complexo [(OH)Fe"(u-OH)Zn'(H20)(L1bpea)](ClO4) foi usado como base para
comparagdo com complexos similares, previamente reportados na literatura.
Modificagdes subsequentes foram conduzidas no grupo aldeido, onde
aminoguanidina (amig) e aminopurina (apur) foram usadas como derivados da
cadeia lateral. Os complexos [(OH)Fe'(u-OH)Zn'(H20)(L1bpea)](ClO4) (1),
[(OH)Fe"'(u-OH)Zn'(H20)(L1bpea-amig)](ClO4) (2) e [(OH)Fe'\(u-
OH)Zn"(H20)(L1bpea-apur)](ClO4) (3) foram caracterizados por métodos
espectrocopicos (infravermelho, UV-Vis) e espectrometria de massa ESI-MS. A
teoria funcional da densidade (DFT) também foi utilizada para compreender melhor a
estrutura dos complexos. A atividade hidrolitica dos complexos 1, 2 e 3 foi analisada
usando tanto o substrato modelo 2,4-BDNPP (bis- (2,4-dinitrofenil) fosfato) quanto o
DNA. Os complexos 2 e 3, contendo os ligantes derivatizados, apresentaram uma
constante de associagao significativamente maior (Kassoc =1/Km) para o substrato
ativado 2,4-BDNPP em relagédo ao complexo 1. A eficiéncia catalitica (kcat/Km)
também é maior devido a ligagcdes de hidrogénio e/ou interagdes n-stacking entre o
substrato e 0s grupos aminoguanidina e aminopurina presentes em 2 e 3,
respectivamente. Cada um dos complexos também é capaz de hidrolisar o DNA,
embora com taxa reduzida. Enquanto o complexo 3 é mais eficaz contra o 2,4-
BDNPP, é o catalisador menos ativo na hidrolise do DNA. No geral, os resultados

aqui relatados demonstram o significativo efeito de segunda esfera na catalise de



substratos diéster com a elucidacdo de um mecanismo inédito observado para esses
tipos de compostos.

Palavras-chave: Guanidina, Purina, Clivagem de DNA, PAP



ABSTRACT

The importance of studying the behavior of compounds that mimic the action
of enzymes when subjected to structural changes such as increasing the size of the
ligand ring and the insertion of compounds that simulate the second sphere
coordination is unquestionable, providing important mechanistic and structural
information.In this work, the catalytic effects of aminoguanidine and aminopurine
groups in the second sphere of a Fe!'Zn"" complex that mimics the active site of the
metallohydrolase purple acid phosphatase (PAP) are investigated, with a particular
view on DNA as substrate. The ligand 3-(((3-((bis(2-(pyridin-2-yl)ethyl)Jamino)methyl)-
2-hydroxy-5-methylbenzyl)(pyridin-2-ylmethyl)amino)meth-yl)-2-hydroxy-
5methylbenzaldehyde (H2Libpea) was synthesized and its complex [(OH)Fe'(u-
OH)Zn''(H,0)(L1bpea)](ClO4) used as a base for comparison with similar complexes
previously published in the literature. Subsequent modifications were conducted in
the aldehyde group, where aminoguanidine (amig) and aminopurine (apur) were
used as side chain derivatives. The complexes [(OH)Fe!" (u-
OH)Zn''(H,0)(L1bpea)](CIO4) (1), [(OH)Fe'(u-OH)Zn'(H.0)(L1bpea—amig)](CIO4) (2)
and [(OH)Fe'(u-OH)Zn"(H-0)(L1bpea—apur)](CIO4) (3) were characterized by
spectroscopic methods (infrared, UV-Vis) and ESI-MS spectrometry. Density
functional theory (DFT) was also used to better understand the structure of the
complexes. The hydrolytic activity of complexes 1, 2 and 3 was analyzed using both
the model substrate 2,4-BDNPP (bis-(2,4-dinitrophenyl)phosphate) and DNA.
Complexes 2 and 3, containing the derivatized ligands, have a significantly higher
association constant (Kassoc=1/Kwm) for the activated substrate 2,4-BDNPP compared
to complex 1. The catalytic efficiency (kca/Km) is also higher due to hydrogen bonds
and/or m-stacking interactions between the substrate and the aminoguanidine and
aminopurine groups present in 2 and 3, respectively. Each of the complexes is also
capable of hydrolyzing DNA, albeit with reduced rate. While complex 3 is most
effective against 2,4-BDNPP it is the least active catalyst against DNA. Overall, the
results reported herein demonstrate the significance of second-sphere effects in the
catalysis of diester substrates with the elucidation of an unprecedented mechanism

observed for these types of compounds.

Keywords: Guanidine, Purine, DNA Cleavage, PAP
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RNA — Acido ribonucleico, do inglés ribonucleid acid

"H NMR- ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, do inglés Hydrogen
nuclear magnetic resonance

TD-DFT/TDA — Tamm-Dancoff approximation

TS — Estado de transigao, do inglés fransition state
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1 JUSTIFICATIVA

A sintese de compostos que se assemelham a determinadas enzimas, seja
estrutural ou funcionalmente, tem sido uma area da ciéncia com destaque nos
ultimos anos. As enzimas desempenham papel fundamental em diversos processos
biolégicos se tornando extremamente notavel ao ramo da pesquisa cientifica. A
sintese dos denominados compostos biomiméticos tem sido perseguida como uma
referéncia para o estudo dos sistemas de proteinas mais complexas e maiores ja
que estes compostos podem fornecer a base de aplicagdes inovadoras em medicina
e chegar a um modelo consistente com as fungdes cataliticas desses grandes
compostos. Em particular, a sintese de biomiméticos que tém a capacidade de clivar
ligacdes fosfodiéster no DNA ganhou impulso consideravel devido ao seu potencial
como agentes anticancerigenos (Wang et al. 2011; Naik et al. 2016; Luong et al.
2016; Mukherjee et al. 2016; Li et al. 2016; Chennam et al. 2016; Tirel et al. 2014;
Muxel et al. 2014). O campo do conhecimento conhecido hoje como quimica
bioinorganica ou quimica inorganica bioldgica (Kaim e Schwederski 1994) atua na
descoberta de novos modelos e com o objetivo de desenvolver compostos cada
mais ativos e seletivos em relacdo aos seus substratos. Visto isso, tentativas de
melhorar sua eficiéncia para essa reacao tém envolvido modificacbes estruturais,
como a insergao de grupos laterais (Souza et al. 2013; Camargo et al. 2018; Souza
et al. 2015) para atuar como uma segunda coordenagdo. A tentativa de desenvolver
compostos cada vez mais ativos e seletivos para diferentes substratos faz dessa

area de estudo imprescindivel para o avango tecnoldgico.

1.1 A Quimica Bioinorganica

A quimica bioinorganica € uma ciéncia que atrai pesquisadores de todo
mundo devido sua inter e multidisciplinaridade, ja que abrange diferentes areas
como a bioquimica, toxicologia, fisiologia, farmacologia, microbiologia, fisica e a
quimica. Na quimica ela esta associada ao estudo da reatividade quimica dos ions

metalicos frente a sistemas biolégicos e sua importdncia estd na busca do
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entendimento de diversos principios fundamentais da quimica no estudo de
complicadas moléculas bioldgicas (Neves 2003).

Embora a maioria das fungdes biolégicas sejam desempenhadas por
compostos organicos, a natureza aprendeu a utilizar as propriedades especiais dos
metais, constituintes naturais de algumas enzimas, para exercer fungbes especificas
ao processo da vida.

Dentre os sistemas bioldgicos de maior interesse tanto farmacoldgico como
industrial, estdo as enzimas. Estas sdo as biomoléculas mais extraordinarias dos
sistemas vivos e apresentam como caracteristica principal uma enorme eficiéncia
catalitica, e ainda, algumas destas sédo alvos no desenvolvimento de farmacos para
uma série de doengas como osteoporose, depressdo, doengas neurodegenerativas
como cancer, entre outras. Entende-se dessa forma que existe um grande interesse
no estudo e conhecimento da fungdo e atividades de enzimas em sistemas
bioldgicos (Roat-Malone 2002; Miti¢ et al. 2006).

1.2 Metaloenzimas

Enzimas sado proteinas que convertem rapidamente muitas moléculas de
substrato em produtos com boa especificidade. Sabe-se que quase todas as
reacoes dentro dos sistemas vivos sao catalisadas por enzimas e que as mesmas
atuam, na sua grande maioria, em solu¢gdes aquosas diluidas em condigdes
brandas de temperatura e pH. Dentro do sistema imune, por exemplo, os neutrdfilos
secretam granulos contendo varias enzimas que podem sintetizar compostos anti-
bacterianos e também estdo associadas a solugédo de inflamacdes (Farhad et al.
2017). Entende-se que maior parte do seu poder catalitico encontra-se na sua
capacidade de aproximar os substratos em orientacdes favoraveis que promovam a
formacao dos estados de transigcdo. As enzimas acabam por diminuir a energia de
ativagdo, mudando o mecanismo de acao e acelerando as reagcbes em que sao

empregadas como ilustrado na Figura 1 (Roat-Malone 2002; Nelson 2004).
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Figura 1 - Diagrama de Energia para um sistema catalisado por uma enzima.
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As enzimas podem requerer um componente prostético (ndo proteico) para
desempenhar sua funcgéo catalitica, que € chamado de cofator, podendo este ser um
ion metalico, uma molécula organica ou ambos, isto €, um composto de
coordenacao. Uma apoenzima € cataliticamente inativa sem a associacdo de o
cofator que, neste caso, pode ser chamado de coenzima, quando se refere a uma
molécula organica. Quando o cofator € um ion metalico, podem ocorrer diferentes
situacdes onde o metal pode ser retido pela proteina se encontrando permanente
associado, ou, a ligacdo com o metal é fraca, com um alto grau de dissociagéao,
ligando-se apenas no momento da funcao catalitica.

O papel que os metais desempenham nos processos cataliticos podem ser
diversos: Essas espécies podem ligar-se aos substratos de modo a orienta-los de
maneira adequada para a ocorréncia da reacado; Os ions metalicos possuem a
capacidade de mediar reagdes de oxidorredugao, visto que, a maioria podem alterar
reversivelmente seus estados de oxidagado; A estabilizacdo eletrostatica de cargas
negativas e a catdlise nucleofilica pela ionizacdo da agua também podem ser
desempenhados por ion metalicos. As diferentes maneiras que os metais participam
dos processos cataliticos estdo relacionados a efeitos estruturais e eletrdnicos

exercidos pela associagao do metal. Estes aspectos estdo intimamente relacionados
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entre si e dao origem a uma substancial diminuicdo da energia de ativagao

permitindo a fungéo catalitica da enzima (Chapman et al. 1983 e Vallee 1968).

As enzimas podem ser classificadas estruturalmente, de acordo com o a
natureza quimica do grupo prostético em metaloproteinas, metaloporfirinas e
metaloflavina. Como também, podem ser classificadas cataliticamente, de acordo

com as reacgdes que catalisam (Tabela 1).

Tabela 1 - Classificacdo das enzimas pela reagao que catalisam segundo a IUBMB.

Classe Tipos De Reagoes Catalisadas
Oxidoredutases Oxidagao-reducéao.
Transferases Transferéncia de grupos doadores para receptores.
Hidrolases Clivagem de ligagdes, com intervengéo de agua.
Liases Clivagem de ligagdes, sem hidrélise ou oxidagao.
Isomerases Isomerizagdes.
Ligases Formacéao de ligagdes, por condensagéo de substancias.

Fonte: Stryer 1996.

Atualmente muitos estudos a respeito desses sistemas tem sido reportados e
mostraram que a hidrélise de ésteres carboxilicos, amidas e mono, di, e triésteres de
fosfatos em sistemas biolégicos € geralmente catalisada por metalo hidrolases com
sitios metalicos binucleares (Comba et al. 2012). Dessa forma as metalohidrolases

sao as metaloenzimas de interesse no presente trabalho.

1.3 Metalohidrolases

Metalohidrolases binucleares constituem um grande e estruturalmente diverso
grupo de enzimas que possuem sitios ativos binucleares para catalisar a hidrélise de

amidas, ésteres de fosfato e de acidos carboxilicos (Crichton 2008). Algumas
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enzimas pertencentes a esta classe sdo demonstradas na Tabela 2, juntamente com
seu conteudo metalico (Mitic et al. 2006).
Tabela 2 - Algumas enzimas hidroliticas binucleares: conteudo metalico no sitio

ativo; papel metabdlico e potencialidade farmacoldgica.

Enzima Sitio ativo Papel metabdlico Aplicacao
Fosfatase acida Fe''Fe'; Fe''zn!" Reabsorgéo ossea, Drogas anti-
purpura (PAP) Fe!'Mn' transporte de ferro,  osteoporoticas
geragao de ROS
Urease Ni''Ni'" Hidrolise da uréia Pesticidas e
drogas contra
poliomielite
Leucina Zn'"'Zn" Degradacéo protéica e Farmacos contra

sintese de aminoacidos leucemia mieldide,
fibrose cistica e
disturbios oculares

aminopeptidase

Inositol Mg'"Mg'" Transdugéo de sinal Farmacos contra
monofosfatase disturbios
depressivos

Fonte: Mitic et al. 2006.

Apesar da grande versatilidade estrutural e variagdes no ion metalico (Tabela
2), as metalohidrolases binucleares possuem um mecanismo de interagdo com o
substrato semelhante por toda essa classe. Porém, a identidade do nucledfilo
atacante, a estabilizacdo dos intermediarios da reacao, e a relativa contribuicdo dos
ions metalicos variam substancialmente (Mitic et al. 2006). Os ions metalicos
encontrados nessas enzimas, em geral, apresentam efeitos cooperativos atuando de
trés maneiras distintas em mecanismos enzimaticos. Primeiramente, em algumas
enzimas, como as fosfatases acidas purpuras, podem agir diminuindo o valor do pKa
de moléculas de agua ligadas ao metal, podendo gerar nucledfilos em condicbes de
pH fisiolégico. No segundo caso, o metal pode agir como sitio de ligacdo da enzima
com o substrato. Finalmente, o centro metalico pode atuar no mecanismo hidrolitico
por sua interagdo com o grupo de saida, desde que este possua uma carga negativa
durante o estado de transi¢ao (Miti¢ et al. 2006; Haas 2009).
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A Uunica enzima da classe das hidrolases que necessita de um sitio ativo
heterovalente para que sua funcéo seja estabelecida é a Fosfatase Acida Purpura,

sendo esta a enzima foco do trabalho aqui apresentado.
1.4 Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs)

Fosfatases acidas purpuras (PAPs) sao metaloenzimas contendo um sitio
ativo binuclear de valéncia mista capaz de catalisar a hidrélise de ésteres de fosfato
e anidridos em pH acido (faixa de pH entre 4 e 7) e é caracterizada pela intensa
coloragao purpura de sua forma inativa (Klabunde 1997).

As PAPs possuem um sitio ativo com a combinagdo Fe"M!" (M = Fe, Mn ou
Zn) (Figura 2) e sado encontradas numa variedade de seres vivos, indo de bactérias a
fungos, sendo encontradas também em plantas e animais, incluindo lisossomos
humanos (Klabunde e Krebs 1997; Than e Feldmann 1999; Schenk et al. 1999). A
cor purpura observada nas PAPs em Amax= 505-550 nm com &= 4,000 L mol' cm,
¢ devido ao processo de transferéncia de carga tirosinato — Fe'' (Doi 1988;
Vincent 1990).

As PAPs de mamiferos utilizam exclusivamente um centro Fe'" Fe!/'" sendo
que apenas a forma de valéncia mista é hidroliticamente ativa, contudo, a oxidagao
facilmente reversivel do centro metalico esta ligada a atividade de peroxidase dessa
enzima bifuncional levando a formagao de ions superodxido e ions hidroxila (Kaija et
al. 2002; Bernhardt 2004).



27

Figura 2- Representagao esquematica do sitio ativo das PAPs.
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A primeira PAP que teve sua estrutura cristalina determinada, por difracéo de
Raios X, foi a enzima do feijao vermelho (kidney bean — kbPAP) (Figura 3). Outras
que tiveram estruturas resolvidas sdo a resistente ao tartarato (tarPAP), a
encontrada nos ossos dos ratos (rbTRAP) e a da ufPAP (fluido uterino de suinos),
dentre outras (Uppenberg et al. 1999; Lindqvis et al. 1999; Guddat et al. 1999). A
partir das informacdes até entdo obtidas, tornou-se possivel fazer maiores
consideragdes acerca do mecanismo pelo qual essas enzimas hidrolisam ésteres de
fosfato em condigdes acidas apds se obterem as estruturas resolvidas das PAPs. Os
resultados obtidos mostraram a importadncia da obtencdo de cristais para a

determinacgao da estrutura desses grandes compostos e seus mecanismos de acgao.
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Figura 3 - Fosfatase acida purpura do feijao vermelho (kbPAP) .

Fonte: Klabunde et al. 1996 (Figura adaptada de PDB).

A acao das PAPs se da pela acidez do metal trivalente que, com a entrada de
uma agua em sua esfera de coordenacao, gera a espécie nucleofilica (grupo hidroxi)
que ira atacar o substrato, sendo que o mesmo estara coordenado ao metal
bivalente em uma posic¢ao labil de sua esfera de coordenagao (substitui uma agua
coordenada).

Trés mecanismos ja foram propostos para a agado desses compostos. No
primeiro mecanismo (Esquema 1), inicialmente proposto por Klabunde e
colaboradores (Klabunde et al. 1997), a agao é descrita como uma catalise assistida
por metal através de um mecanismo Sn2, onde o grupo fosfato preferencialmente se
liga ao M" (Fe ou Zn). Subsequentemente o fosfato é atacado pelo grupo OH- ligado
ao centro de Fe''. Nesse mecanismo é ressaltado o forte carater acido do ion Fe'',
atuando como acido de Lewis podendo gerar um grupo hidréxido nucleofilico a
partir de uma molécula de agua coordenada em sua primeira esfera de
coordenacdo. Os residuos de histidina préoximos ao centro bimetélico (His202,
His295 e His296), por sua vez, estdo em posigdes adequadas para interagir com o
ion fosfato reduzindo a densidade eletronica do atomo de fosforo pela estabilizagao
da carga negativa sobre os dois atomos de oxigénio do grupo fosfato por ligagdes de

hidrogénio.
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Esquema 1 - Mecanismo proposto por Klabunde e colaboradores para a agao de

PAPs na catalise de hidrélise de ésteres de fosfato.
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Fonte: Adaptado de Klabunde et al. 1997.

No segundo mecanismo (Figura 4 A), o hidréxido ligado ao centro de Fe'' atua
como uma base geral para desprotonar uma segunda molécula de agua, que ataca
o fosfato ligado ao M". Em outro mecanismo (Figura 4 B) o éster de fosfato faz uma
ponte entre Fe'' e M!. A ponte u-OH, covenientemente orientada, atua como um
nucleodfilo e ataca o fosfato em ponte em orientacdo oposta ao grupo de saida.Um
quarto mecanismo foi descrito por Schenk e colaboradores ao analisarem uma PAP
de batata doce com centro metalico Fe'"Mn'' (Schenk et al. 1999). Neste mecanismo,

uma ponte p-oxo é responsavel pelo ataque nucleofilico ao fosfato (Figura 4 C).
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Figura 4 - Propostas de ataque nucleofilico para a hidrélise de ésteres de fosfato

promovida pelas PAPs.
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Fonte: Adaptadas de A (Merkx et al. 1999); B (Wang et al. 1999) e C (Schenk et
al.1999 e Lanznaster et al. 2005).

As PAPs de mamiferos tém sido reconhecidas como potenciais alvos para o
desenvolvimento de quimioterapicos no tratamento da osteoporose (Oddie et al.
2000; Moss 1995; Valizadeh et al. 2004; Feder et al. 2012; Hussein et al. 2018). Em
contraste, as PAPs vegetais sdo menos seletivas em relacdo a sua composigao de
ions metdlicos, usando predominantemente centros Fe''Zn" ou Fe!"Mn! (Schenk et
al. 2013; Schenk et al. 1999; Durmus et al. 1999; Beck et al. 1999). As fosfatases
acidas purpuras (PAPs) tém atraido atengdo consideravel de enzimologistas,
quimicos inorganicos e medicinais, bem como bidlogos de plantas devido as suas
propriedades biofisicas e seu potencial como (i) alvos para o desenvolvimento de
drogas anti-osteopordticas e (ii) aditivos para fertilizantes (Wilcox 1996; Miti¢ et al.
2006; Schenk et al. 2013).

O papel das PAPs em organismos vivos ainda nao € totalmente estabelecido,
desta maneira, a sintese de complexos modelo é extremamente util para o maior
entendimento acerca do processo de acdo dessas enzimas, podendo-se obter
informacdes estruturais e dos mecanismos envolvidos nas reagcdes, uma vez que se
consiga simular todo o ambiente enzimatico envolvido no processo de catalise.

O desenvolvimento de modelos biomiméticos capazes de simular a primeira
esfera de coordenacgao de enzimas ja € um processo bastante conhecido e traz bons
resultados quanto a reprodugdo de propriedades estruturais e eletrbnicas das

enzimas de interesse. Pode-se citar como exemplo modelos da enzima Catecol
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oxidase que oxida catecois a quinonas, que conseguem oxidar catecois ativados,
como o 3,5-di-terc-butilcatecol, com constantes cataliticas (kcat) cerca de 10* a 10°
vezes menores quando comparadas a oxidacdo de substratos nao ativados pela
enzima (Lindstrom 2003) e outros com resultados t&o eficientes quanto da enzima
(Ackermann, Buchler e Meyer 2007).

Visto a importancia da elaboragdo de modelos biomiméticos e sua
contribuigdo para o entendimento das PAPs, o atual objetivo das pesquisas é tornar
os modelos cada vez mais eficientes e mais seletivos, tais como as enzimas e, desta
forma, acredita-se que um caminho possivel para alcangar resultados tao eficientes
quanto os das enzimas seja através de estudos dos residuos de aminoacidos
definidos como a “Segunda Esfera de Coordenacdo”, esses residuos ndo estao
diretamente coordenados ao centro metalico no sitio ativo, porém, séao

indispensaveis para a atividade.

1.5 Segunda Esfera de Coordenagao

A segunda esfera de coordenagao pode ser definida como espécies quimicas
nao covalentemente ligadas ao metal pertencente ao sitio ativo de uma enzima.
Essas “cadeias laterais” que se encontram proximas ao sitio ativo podem ser
responsaveis por uma melhor afinidade e reconhecimento quanto ao substrato a
partir de jungcdes que podem interagir de forma seletiva com o substrato desejado;
podem também estabilizar o estado de transi¢cao, ser responsavel pela geracao da
especie ativa na catalise assim como também podem atuar na estabilizagcdo do
grupo de saida.

Com o objetivo de simular a segunda esfera de coordenagédo sao utilizados
polimeros, dendrimeros, grupos laterais funcionais como aminas e acidos
carboxilicos, dispositivos supramoleculares, como ciclodextrinas, calix[n]arenos,
nanoestruturas e até cadeias proteicas como grupos laterais (Lindstrom 2003; Neves
et al. 2007)

O funcionamento da segunda esfera de coordenacdo para a atividade
catalitica se da através de interagdes intermoleculares como: ligacdo de hidrogénio,
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interacdes eletrostaticas, efeitos hidrofébicos e forgas de Van der Waals (Neves et

al. 2007).
A fim de estudar o mecanismo de hidrdlise fosfodiéster empregada por um

biomimético da hidrolase bimetalica, Silva e colaboradores relataram recentemente
uma modificagdo do ligante inicial H2L1 (Figura 5) para sondar os efeitos na
segunda esfera de coordenagdo quando um grupo amino terminal foi inserido (Silva
et al. 2017). Os circulos tracejados mostram os locais onde as modificagdes foram
realizadas, grupos amino terminais foram introduzidos do lado o sitio de Fe'',

enquanto um carbono foi introduzido do lado do sitio de Zn'".

Figura 5 - Complexo de Fe''zZn" previamente reportado por Silva et al. contendo

grupo amino como segunda esfera de coordenacao.

[CIO4]>
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Rz = NH(CH5)4NH> Te--

Fonte: Adaptada de Silva et al. 2017.

Os resultados obtidos por Silva e colaboradores foram consistentes com os
de um estudo relacionado, onde um polimero com aminas terminais foi usado para
imitar os residuos de aminoacidos das PAPs (Souza et al. 2013; Souza et al. 2015,
Silva et al. 2017). Todos estes sistemas apresentaram melhor eficiéncia catalitica em
relacdo ao substrato do modelo ativado bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP).
Além disso, a introducdo de grupos de pireno na esfera externa de um mimético

Fe''zn" do sitio ativo de PAP aumentou as interagdes de ligagdo hidrofébica entre o
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complexo e o 2,4-BDNPP, levando também a uma melhoria da eficiéncia catalitica
do biomimético (Camargo et al. 2018).

Estes estudos demonstram que introduzindo modificagdes na segunda esfera
de coordenacdo, a eficiéncia catalitica da metalo-hidrolase pode ser
significativamente aumentada proporcionando um ambiente que melhore a
associagao entre o catalisador e o reagente.

No contexto do desenvolvimento de um biomimético com maior eficiéncia em
relagcdo ao DNA, estudos prévios que investigaram os efeitos positivos dos ligantes
funcionalizados com guanidina na clivagem de éster de fosfato e reconhecimento de
RNA foram de grande interesse (Perreault 1997; 2008; Salvio 2017).

O grupo funcional guanidinio € comumente usado na natureza para
reconhecer e ligar anions através do emparelhamento idnico e ligagéo de hidrogénio.
Padrdes especificos de ligagcbes de hidrogénio podem ser encontrados em
estruturas cristalinas de sais simples de guanidinio. A analise destes sais simples
revela uma variedade de caracteristicas que sao encontradas em sistemas naturais.
Estas caracteristicas foram aplicadas a uma série de fosfodiesterases artificiais para
o RNA (Figura 6). Estes receptores incorporam grupos de guanidinio posicionados
para imitar os padrdes de ligagao de hidrogénio encontrados em sais de guanidinio

simples e enzimas naturais (Perreault 1997, Tjioe et al., 2011).

Figura 6 - llustragdo da interagéo entre o grupo guanidina e fosfodiesterases.

H

H \ﬁ ‘0

Z-T

Fonte: Adaptado de Perreault 1997.
Outro grupo interessante de aminas sao as purinas, que sao compostas de
um anel de pirimidina ligado a um anel de imidazol. Duas purinas, adenina e

guanina, formam os blocos de constru¢cdo do DNA e RNA, e sdo componentes
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importantes de varias biomoléculas, como ATP, GTP, AMPc, NADH e Coenzima A
(Mandal 2017). As purinas sao compostas por um anel pirimidinico e um anel
imidazdlico fundidos em conjunto possuindo uma estrutura rigida e planar e dessa
forma capaz de fornecer caracteristicas distintas importantes na interagdo entre o
complexo e o substrato.

Até o momento, ha poucos relatos descrevendo o uso de purinas na sintese
de compostos biomiméticos (Mandal 2017; Amo-Ochoa et al. 2013; Holmen 1997;
Jean 2001) apesar de seu potencial promissor em melhorar as interagcées entre
esses compostos e o0 substrato do DNA, o que também pode levar a reatividade
aumentada.

Diante ao exposto, acredita-se que a derivatizagdo de novos compostos
contendo grupos aminoguanidinas e aminopurinas possa trazer grandes
contribuicdes no estudo de segunda esfera de coordenagcdo, bem pouco

desenvolvido até entdo em modelos biomiméticos para PAPs.

1.6 Compostos Modelo em Quimica Bioinorganica

Até o momento em que a primeira estrutura cristalina das PAPs foi obtida,
muito se inferiu sobre a composi¢cdo do seu sitio ativo através do estudo de
complexos modelo, podendo-se entdo comparar as propriedades fisico-quimicas
obtidas diretamente da enzima com as propriedades obtidas para os modelos.
Dessa forma, foram reportados na literatura diversos complexos com diferentes
ligantes contendo atomos de oxigénio e nitrogénio doadores (Than 1999). A partir do
momento de foram obtidas as estruturas de raios X desses compostos puderam
entdo ser confirmadas muitas das propostas que haviam sido previamente

reportadas.

1.6.1 COMPLEXOS MODELOS COMO HIDROLASES SINTETICAS

Nos dias atuais, a utilizacdo de compostos biomiméticos para a hidrdlise de
acidos nucleicos se encontra como alvo de constante pesquisa devido sua
habilidade de clivar essas macromoléculas eficientemente, de maneira nao

degradativa e com alto grau de seletividade para sitios e/ou estruturas especificas,
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podendo dessa forma oferecer diversas aplicagdes para a manipulagao de genes,
desenvolvimento de sondas moleculares e ainda novos compostos com finalidades
terapéuticas (Mancin 2012).

O interesse em modelar a reatividade de metalohidrolases &,
indiscutivelmente, uma area de grande interesse cientifico (Smith et al. 2007; Liu
2004). Em paralelo, o poder catalitico de complexos mono e binucleares na hidrélise
de ésteres e anidridos do acido fosforico podem fornecer informagdes importantes
para a modelagem molecular dos catalisadores, bem como o auxilio na elucidagao
dos mecanismos de reagao das enzimas nativas (Liu 2004).

Como exemplo de uma hidrolase sintética pode-se citar o trabalho de Chen e
colaboradores, onde eles apresentam a sintese e a atividade de um complexo
binuclear de Fe'' contendo dois grupos acridina (Figura 7) (Chen et al. 2009). O
complexo apresentou uma alta afinidade pelo DNA demonstrado pelo alto valor na
constante de ligagédo (Kb = 7,6x10° L mol'). Um resultado muito importante neste
sistema foi aumento de 300 vezes em relacdo ao complexo que ndo possui 0s
grupos acridina. Além disso, experimentos na auséncia de oxigénio apontam para
um mecanismo hidrolitico o que € altamente desejavel para futuras aplicagdes

bioquimicas deste sistema.
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Figura 7 - Exemplo de uma Nuclease sintética.
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Fonte: Adaptado de Chen et al. 2009.

Muitos complexos homo e heterobinucleares tém sido citados mostrando
excelentes resultados na hidrélise de ésteres de fosfato. Neves e colaboradores a
partir do ligante ndo simétrico H2bpbpmp (Figura 8), sintetizaram compostos que sao
capazes de atuar na hidrélise do substrato modelo bis(2,4-dinitrofenilfosfato)(2,4-
BDNPP) (Batista et al. 2003, Gahan et al. 2009, Greatti et al. 2008; Lanznaster et al.
2005; Neves et al. 2007; Peralta 2010, Schenk et al. 2008; Smith et al. 2007; Xavier
et al. 2009). Dentre os compostos sintetizados o que apresentou maior atividade na
hidrélise do substrato 2,4-BDNPP foi o complexo [Ga''Co'(bpbpmp)(u-OAc)2]ClO4
onde bpbpmp = 2-bis[{(2-piridilmetil)-aminometil}-6-{(2-hidroxibenzil)-(2-
piridilmetil)}aminometil]-4-metilfenol)) e foi obtido um fator de aceleracdo sobre a
reacao nao catalisada de 10.000 vezes (Xavier et al. 2009).
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Figura 8 - Estrutura quimica do ligante nao simétrico Hzbpbpmp.
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Fonte: Adaptado de Neves et al. 2007.

A hidrélise de substratos modelo (2,4-BDNPP) e também do DNA por
complexos de Cu" sintetizados com ligantes binucleantes simétricos e n&o-
simétricos contendo bragos piridinicos e fendlicos foi reportada por Rossi e
colaboladores, mostrando que complexos de Cu' podem ser extremamente versateis
(Rossi et al. 2002 e 2005).

1.6.2 COMPLEXOS MODELOS PARA FOSFATASES ACIDAS PURPURAS

A sintese de biomiméticos que tém a capacidade de clivar ligagdes
fosfodiéster no DNA ganhou impulso consideravel devido ao seu potencial como
agentes antitumorais (Wang et al. 2011; Naik et al. 2016; Luong et al. 2016;
Mukherjee 2016; Li et al. 2016; Chennam et al. 2016; Tirel et al. 2014; Muxel et al.
2014). No entanto, estes compostos tém apresentado geralmente uma afinidade e
reatividade bastante baixas para o DNA (oxidativo ou hidrolitico).

Em 1995, foi reportado por Nordlander um complexo descrito como modelo
funcional para as PAPs. Esse complexo teve sua atividade catalitica avaliada frente
a reagao de hidrélise do 4-nitrofenilfostato e apresentou uma atividade acelerada de
160 vezes em relacdo a reagdo nao catalisada, muito superior as atividades

reportadas até a data de sua publicagao.
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Neves e colaboradores publicaram um complexo binuclear de valéncia mista
[Fe'"Zn"(u-OH)(H20)(bpbpmp)](ClO4)2 em 2007, representando o primeiro modelo
estrutural para o sitio ativo da kbPAP (PAP do feijao) com um grupo fenolato
terminal, uma ponte hidréxido e uma molécula de agua ligada ao sitio de Fe!' e
apresentou um fator de aceleragao de 4.800 vezes (Neves et al. 2007).

No que diz respeito a influéncia do tamanho do anel quelato de complexos
metalicos na eficiéncia catalitica do mesmos, alguns trabalhos ja foram descritos e
com resultados promissores. McKeown et al. 2013 e colaboradores, estudaram a
expansao de ligantes bis-dipiridil de um quelato de cinco a seis membros para
hidrofenilagdo do etileno catalisada por Pt'" por uma via ndo acida, o qual
proporcionou um aumento da atividade. Os estudos das etapas elementares do ciclo
catalitico atribuiram o desempenho melhorado a niveis elevados temperaturas a
uma mudanca favoravel na entropia de ativagdo com um aumento no tamanho do
anel quelato. Este resultado abre caminho para diversos outros, ja que ainda nao
foram reportados diferentes estudos com este foco na catalise de ésteres de fosfato,
servindo como motivagao para tal.

A sintese de pequenas moléculas que mimetizam o sitio ativo de PAPs tem
sido perseguida como uma referéncia para o estudo dos sistemas de proteinas mais
complexas e maiores, mas também porque estes compostos podem fornecer a base
de aplicagbes inovadoras em medicina (como quimioterapicos) e agricultura (como
aditivos para fertilizantes) (Camargo et al. 2015, Comba et al. 2012, Souza et al.
2015, Silva 2017, Camargo et al. 2018, Comba et al. 2012, Peralta et al. 2010,
Piovezan et al. 2010, Lanznaster ef al. 2002, Neves et al. 2007, Lanznaster et al.
2005, Smith et al. 2007, Schenk et al. 2008, Xavier et al. 2009, Smith et al. 2012,
Bosch et al. 2014, Roberts 2015; Bernhardt et al. 2015,Bosch et al. 2015 e Bosch et
al. 2016).

Neste sentido, o presente trabalho relata a sintese e caracterizacdo por
estudos espectroscopicos e computacionais de trés novos ligantes e seus
respectivos complexos Fe'(u-OH)Zn", a partir do ligante H2L1 (Figura 5) como
plataforma. O ligante mostrado na Figura 5 sintetizado por Silva teve aqui mantido a
modificagdo no primeiro anel do sitio de Zn" e ainda foi realizado mais um aumento
da cadeia de carbono no segundo anel com o objetivo de se observar o efeito do
tamanho do anel quelato na reatividade desses compostos. A escolha da

combinacgdo Fe'' Zn" decorre da existéncia desses metais no sitio ativo das PAPs e


https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Bradley+A.++McKeown
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se sustenta na facilidade da elucidacédo dos resultados apresentados, pois, o0 metal
Zn" possuindo um sistema d'® com todos os orbitais preenchidos facilita a
interpretacédo das analises realizadas.

A fim de sondar os efeitos da segunda esfera de coordenagao na reatividade
dos complexos em diregdo ao DNA e 2,4-BDNPP, foram inseridos os grupos laterais

aminoguanidina (amig) e 6-aminopurina (apur) no ligante primeiramente modificado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Projetar, sintetizar e caracterizar novos ligantes derivatizados com os grupos
aminoguanidina e 6-aminopurina e seus complexos inspirados em sistemas
biolégicos que apresentem propriedades adequadas ao estudo destes frente a
diferentes ésteres de fosfato de modo a analisar o efeito da segunda esfera de

coordenacgao na atividade catalitica dos mesmos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar novos ligantes polidentados, com diferentes numeros de membros
na por¢ao macia dos ligantes.

e Sintetizar novos ligantes derivatizados com os grupos aminoguanidina e 6-
aminopurina a partir do ligante inicial,

e Sintetizar e comparar as propriedades fisico-quimicas dos novos complexos
sintetizados com compostos semelhantes reportados na literatura;

e Estudos de reatividade dos complexos sintetizados na hidrélise de ésteres de
fosfato buscando compreender o mecanismo de atividade dos mesmos e

comparar com outros modelos ja descritos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes empregados nas
sinteses e analises, foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem
purificacdo prévia: Cloreto de hidroxilamoénio >99%, p-cresol >99%, hidroxido de
sodio, acido cloridrico 37%, sulfato de sodio anidro, formaldeido 37% em H:20,
hidroxido de potassio, etilenoglicol, cloreto de tosila, dietilenotriamina, salicilaldeido,
trietilamina >99%, bicarbonato de sdédio, carbonato de sddio, borohidreto de sddio,
hidroxido de litio, acido sulfurico 98%, acido acético 33%, brometo de potassio grau
espectroscopico, bicarbonato de aminoguanidina, 6-aminopurina, cloreto de
potassio, cloreto de tionila, tampdes biolégicos MES, HEPES, CHES, perclorato de
litio, carvao ativo, celite, silica gel azul, perclorato de ferro"' nonahidratado,
perclorato de zinco! hexahidratado, acetato de sddio trihidratado, perclorato de
sédio, ferroceno, argdnio 5.0, hidrogénio, nitrogénio 2.0, , DMSO deuterado,
cloroféormio deuterado, agua deuterada, cloroférmio PA, acetonitrila PA,
diclorometano PA, isopropanol PA, metanol PA, tetrahidrofurano PA, etanol
absoluto, éter etilico PA, éter de petrdleo, benzeno, acetona PA, etanol,
acetonitrila e DMSO grau espectroscépico.

Foram purificados antes de utilizados os seguintes reagentes:
hexafluorfosfato de tetrabutilaménio recristalizado em etanol, 2-vinilpiridina (destilada
a pressao reduzida), Trietilamina 37% e 2-(2-aminometil)piridina foram destilados
previamente. 2,4-dinitrofenol (recristalizado em cloroférmio). Os compostos bis-(2,4-
dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) (Bunton, 1969) e 2,4-dinitrofenilfosfato (2,4-dnpp)
(Rawiji, 1981) foram sintetizados, purificados e caracterizados de acordo com seus

respectivos procedimentos descritos na literatura.
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3.2 METODOS

A sintese dos ligantes foi baseada na tentativa de mimetizar o sitio ativo das
PAPs, ou seja, mimetizar a interacdo dos aminoacidos presentes na estrutura da
molécula. Apds a caracterizagdo dos intermediarios e ligantes finais, foram
sintetizados e caracterizados os respectivos complexos heterobimetalicos 1, 2 e 3.

Os calculos utilizando DFT foram realizados para a validagao de estruturas,
visto a n&o obtencédo de cristais adequados para a analise por cristalografia de Raios
X.

O estudo das propriedades fisico-quimicas dos diferentes compostos
sintetizados foi utilizado para comparacdo da influéncia dos grupos laterais
aminoguanidina e aminopurina inseridos no ligante inicias na reatividade de modelos
para PAPs.

Os estudos de reatividade frente a substratos modelo adequados avaliaram a
capacidade catalitica dos compostos sintetizados na tentativa de contribuir para a

elucidagdo do mecanismo pelo qual a clivagem hidrolitica se processa.

3.2.1 ANALISE ELEMENTAR (CHN)

Analises elementares de carbono, hidrogénio e oxigénio (CHN) com o objetivo
de determinar a férmula minima e consequente formula molecular dos compostos
sintetizados foram efetuadas em um aparelho Perkin-Elmer 2400 provido de
detectores para C, H, N e S na central de analises da Universidade Federal de Santa
Catarina para o complexo 1. O restante dos compostos analisados (ligantes
H2L1bpea, HzL1bpea-amig, H2L1bpea-apur, complexo 2 e 3) foram efetuadas em um

mesmo equipamento na Central analitica do 1Q-USP.

3.2.2 ABSORGAO ATOMICA (AA)

A espectrometria de absorcado atdmica foi realizada em um espectrémetro de

absorcédo Perkin Elmer PinAAcle 900T com o objetivo de determinar qualitativa e
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quantitativamente a presenca dos metais Fe e Zn, sendo realizados de acordo com
as especificagdes recomendadas pelo fabricante. A total operagéo e coleta e foram
realizados pela servidora Jucélia Beatriz Dario para posterior tratamento dos dados
obtidos.

3.2.3 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO INFRAVERMELHO IR

Os espectros no infravermelho foram realizados em um espectrofotdmetro
Perkin EImer FTIR — 2000, na regido de 4000 a 450 cm'. As amostras sdlidas foram
preparadas por dispersdo em KBr de grau espectroscopico, com o qual se trabalha
sob uma lampada de 200 W em ambiente com umidade controlada, e prensadas (10
toneladas) formando pastilhas com cerca de 1 cm de diametro e 0,5 mm de
espessura. Estas pastilhas s&o postas diretamente no caminho &ptico do
equipamento, analisando-se, entdo, o percentual de transmiténcia (%T) da luz. Ja
para a analise de amostras nao solidas devem ser preparadas pastilhas de KBr do

mesmo modo ja descrito sobre as quais foram adicionadas gotas do 6leo.

3.2.4 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA UV-VIS

Os espectros electricos foram obtidos para todos os complexos na faixa de
300-700 nm em CH3CN, CH3CN/H20 (1:1 v/v) e CH2Cl2 como solventes, utilizando
um espectrofotetro Perkin-Elmer (modelo Lambda-750). A analise foi realizada
utilizando solventes de grau espectroscopico e cubetas de quartzo com capacidade

de 1 mL e percurso 6ptico de 1,00 cm. Os valores de ¢ sdo dados em L mol-' cm™.

3.2.5 ESTUDOS ELETROQUIMICOS

O comportamento redox dos complexos foi investigado por voltametria de
onda quadrada em um potenciostato-galvanostato modelo Epsilon EC/2000. Os
experimentos foram realizados em solu¢gdées de CH3CN/H20 (1:1 v/v) sob atmosfera
de argénio. Cloreto de sédio (0,1 mol L) foi utilizado como eletrélito suporte e as
células eletroquimicas foram compostas por trés eletrodos: eletrodos: trabalho —

carbono vitreo; auxiliar - platina; referencia - Ag/Ag*. Para a corre¢ao do eletrodo de
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referéncia o sal hexacianoferrato(lll) de potassio (E12 vs NHE = 358 mV) foi usado
(Lide 2000).
A reversibilidade dos processos eletroquimicos foi analisada considerando os
seguintes pontos:
> Processos reversiveis: O moédulo da diferenca entre os
potenciais de pico catédico e anddico (AEp = |Epc—Epa|) deve ser de 59
mV para processos reversiveis que transferem apenas 1 e-. A razao ipc
e ipa deve ser aproximadamente igual a 1, sendo ipc a corrente maxima
catddica e ipa a corrente maxima anddica.
> Processos quasi-reversiveis: Os potenciais de pico (Ep)
aumentam com o aumento da velocidade de varredura. Os valores de
AEp variam de maneira pronunciada de acordo com a velocidade de
varredura de potenciais.
> Processos irreversiveis: Ao efetuar varreduras em
diferentes velocidades os potenciais deslocam-se sempre para
sentidos anddicos (Epa) ou catddicos (Epc) nédo se observando,

geralmente, o pico de retorno.

3.2.6 TITULAGAO POTENCIOMETRICA

As constantes de protonacao para os complexos 1, 2 e 3 foram investigadas
usando um titulador automatico Titrino plus Methron 848 equipado com um eletrodo
combinado (Ag/AgCl) calibrado para ler —log[H*] diretamente, designado como pH. A
temperatura da experiéncia foi mantida a 25,00 £ 0,05 °C e utilizou-se agua
bidestilada sem gas na presenca de KMnOg4 para preparar as solugdes.

O eletrodo foi calibrado usando os dados obtidos da titulacdo de um volume
conhecido de uma solugdo padrdo de HCI 0,0100 mol L-' com uma solugéo padrao
de KOH 0,100 mol L' sem CO2. A forga idnica foi mantida constante a 0,1 mol L
pela adigdo de KCI. As experiéncias foram realizadas em 50 ml de um sistema de
solventes CH3CN/H20 1:1 v/v, contendo 0,025 mmol do complexo, purgados com
Argonio e limpos com duas torres borbulhantes com solugdes de KOH 0,1 mol L' e
titulados com padrao de 0,100 mol L-'. KOH isento de CO2 de pH 2,6 a 12,0 através

da adicao de aliquotas de 0,025 mL de uma base. Os experimentos foram realizados
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em triplicatas e a andlise dos dados foi realizada usando o programa BEST7 (Martell
e Montekaitis 1992). Os diagramas das espécies foram obtidos com os programas
SPE (Martell 1992) e SPEPLOT (Martell 1992).

3.2.7 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As Medidas de espectrometria de massa com ionizagcdo via electrospray
foram efetuadas em colaboragdo com o Prof. Dr. Hernan Terenzi do Departamento
de Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina. Os compostos foram
medidos em um espectrébmetro Amazon lon Trap MS em solugbes de CH3CN,
CH3CN /H20 (1:1 v/v) e 1% DMSO, com concentragdes de 1-5 ymol L' e com um
fluxo de 180 pL min-'. A temperatura dos capilares foi mantida entre 180 and 200 °C
e a voltagem entre -400 and -500 V (Strohalm et al. 2010).

3.2.8 CALCULOS E CORRELAGOES

As otimiza¢des de geometria dos complexos 1, 2 e 3 foram realizadas com
o software gratuito Orca 4.0.1 (Neese 2018), no nivel da Teoria do Funcional de
Densidade (DFT), usando o funcional PBEO. O conjunto de base escolhido foi Def2-
TZVP para atomos de Zinco e Ferro e Def2-SVP para os outros atomos (Schafer
1992, Weigend 2005), usando a aproximagéo da resolucédo de identidade para a
parte de Coulomb e a abordagem da cadeia de esferas para a troca de Hartree-
Fock, com a base auxiliar correspondente (Izsak 2011, Kosmann 2010). Os calculos
também incluiram correcdo de dispersdo da Grimme com amortecimento D3BJ
(Grimme et al. 2010 e 2011). As frequéncias vibracionais para ambos os complexos
nao apresentaram frequéncias imaginarias. Os conjugados de fosfato também foram
otimizados e as frequéncias vibracionais dos complexos 2-PO e 3-PO mostraram
uma pequena frequéncia negativa devido a rotacdo dos anéis aromaticos. Para
simular os espectros de absorcéo, a Teoria do Funcional de Densidade dependente
do tempo sob a aproximagao de Tamm-Dancoff (TD-DFT/TDA) foi empregada para
obter as primeiras 50 excitagdes singleto-singleto, usando o mesmo protocolo de
calculo (Petrenko 2011, Grimme 2013, Runge 1984 e Gross 1985). As
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representacbes em 3D dos complexos foram obtidas utilizando o programa

Chemcraft.
3.2.9 ESTUDO DE REATIVIDADE

Os experimentos cinéticos foram realizados com o objetivo de investigar se os
complexos 1, 2 e 3 possuem a habilidade de catalisar a hidrolise do diéster de
fosfato

2,4-BDNPP (¢ = 7.182 L mol"' cm™ em pH 4,5; 10.078 em pH 5,0; 11.405 em
pH 5,5; 12.004 em pH 6,0 e 12.100 L mol" cm™em pH 2 6,5) que esta relacionado a
liberagcdo de 2,4-dinitrofenolato (2,4-DNP), produto da reagédo de hidrélise (Peralta

2010) e ilustrado no Esquema 2.

Esquema 2 - llustragdo da hidrélise do 2,4-bis-dinitrofenilfosfato (2,4-BDNPP)

liberando como produto o 2,4-dinitrofenolato (2,4-DNP).

OoN NO, iNe) NO
|u _0 H,0 | _o
~ E— P +
o7\ - o~ \ -
0 0
NO, NO, NO, o
2

A =400 nm

As reacgdes foram monitoradas até 5% de conversao de substrato a produto e
os dados foram tratados pelo método das velocidades iniciais (Piszkiewicz 1977).
Uma solugao de CH3CN/H20 (1:1 v/v) foi usada para os complexos 1 e 2 e uma
solugao de CH3CN/H20/DMSO (1:1:0.02 v/v) para 3 devido a sua baixa solubilidade.
O substrato ativado 2,4-BDNPP foi utilizado sob condicbes de pseudo-primeira
ordem ([S]>>[Complexo], ~100:1). As reagbes foram monitoradas
espectrofotometricamente a 400 nm, a absor¢cdo maxima do produto 2,4-DNP
(Peralta et al. 2010). O efeito do pH na atividade catalitica de 1, 2 e 3 foi investigado
na faixa de pH entre 4,5 e 9,5. A influéncia do pH nas propriedades cataliticas de 1,

2 e 3 foi avaliada usando os seguintes tampdes: 0,05 mol L' &cido 2- (N-
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morfolino)etanossulfénico (MES - de 4,5 a 6,5), Acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-
piperazinil]-etanosulfénico (HEPES -de 70 a 80) e Acido 2-
(ciclohexilamino)etanosulfonico (CHES - de 8,5 a 9,0). Ensaios para avaliar o efeito
da concentragdo de substrato na taxa de hidrélise de 2,4-BDNPP promovida pelos
complexos 1-3 foram conduzidos no respectivo pH o6timo (7,5; 7,0 e 6,5,
respectivamente) e na faixa de 0,1-3,5 mmol L' de substrato [C] =2 x 10° mol L' a
25 °C. Esses experimentos foram realizados em diferentes temperaturas (25, 30, 35,
40, 45 e 50 °C) para obter uma estimativa dos parametros de ativagdo para cada
complexo. Para determinar se o0 monoéster também ¢é hidrolisado, foi realizada uma
reacao estequiométrica entre os complexos 1, 2 e 3 e o substrato 2,4-BDNPP.Para
calcular o numero de ciclos cataliticos, foi realizada uma experiéncia onde a hidrdlise
do substrato 2,4-BDNPP(1,5 mmol L), catalisada pelos complexos 1,2 e 3 ([C] =3
x 10 mol L), foi monitorada espectrofotometricamente em 445 nm (¢ = 3.600 L
mol-' cm') (Peralta 2010). Para avaliar se ocorre transferéncia de protons na etapa
determinante da velocidade da reacdo, o efeito isotopico do deutério na taxa de
hidrélise de 2,4-BDNPP foi determinado para os complexos 1, 2 e 3 nas mesmas

condi¢des descritas acima, mas com tampdes deuterados.

3.2.10 SINTESE DOS LIGANTES

A seguir se apresentam as rotas sintéticas utilizadas para alguns compostos
ja descritos na literatura, e, outras rotas propostas para a obtengdo dos

intermediarios e ligantes finais inéditos contidos no presente projeto.
3.2.10.1 Preparo do bis(-2(piridin-2-il)etil)amina (bpea)

O bpea foi preparado com modificagbes na metodologia ja descrita na

literatura por Mundinger e colaboradores (Mundinger et al. 2012).

1. Ac.acético:H,0 50:50
N 100 °C

OH H
N N N zn° N

| + HNOHCl 2 NaCO; 0°C | | %°C, N N

NT NS 3NO. RN N N s B '

bpea
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Em um baldo de 125 mL, 7,00 g de cloridrato de hidroxilamina (0,1 mol,
69,49 g mol") foram adicionados a 50 mL de uma solugéo de acido acético a 50%. A
esta solugdo, 21,56 mL de 2-vinilpiridina (0,2 mol, 105,14 g mol!, 0,975 g mL"")
foram adicionados e a mistura reacional foi aquecida a 100 ° C durante 15 minutos.
Subsequentemente, a mistura foi transferida para um béquer e 32,00 g (0,3 mol,
105,98 g mol') de carbonato de sédio foram adicionados sob um banho de gelo. O
solido obtido foi filtrado e lavado com acetona. A solugéo restante foi concentrada e
solubilizada numa quantidade minima de benzeno e éter de petréleo (5:3 v/v). Apds
24 horas, foi obtido um sélido microcristalino amarelo palido. O sdlido foi filtrado e
lavado com éter etilico gelado resultando no produto hidroxi-bpea. A redugao da
hidroxi-bpea foi realizada por aquecimento com zinco metalico pré-ativado em
solugéo de acido cloridrico 2 mol L' a 95 ° C por 1,5 h. Depois de arrefecer esta
solucao, ajustou-se o pH para 10 com uma solugdo aquosa de cloreto de amonio e
depois extraiu-se com diclorometano (8 x 20 mL). A fase organica foi seca com
sulfato de sdodio anidro, filtrada e o solvente foi removido sob pressao reduzida.
Rendimento: 61% baseado em 2-vinilpiridina. (MM= 227,14 g mol')
IR —em KBr (cm™): v(N-H) 3400; v(C-Har) 3043; v(C-Hair) 2934 - 2810; v(C=C) 1594;
v(CH2) 1443; 5(C-Har) 843 - 801, 8(C-Har) 708.
"H-NMR 400 (CDCl3), 6 ppm — 8,45 (d, J=3.4 Hz, 2H); 7,27-7,21 (td, J=6.2, 0.7, 4.2
Hz, 2H); 6,82-6,80 (d, J=4.4 Hz, 2H); 6,76-6,73 (m, 2H); 2,74 (t, J=5.3 Hz, 4H); 2,56
(t, J=2.1 Hz, 4H); 1,49 (s, 1H) (A1).

3.2.10.2 Preparo do 3-((bis(2-(piridin-2-il)etil)Jamino)metil)-2-hidroxi-5-
metilbenzaldeido (bpeamff)
N
N~
1. CH,Cl,
EtsN
C{\/ M\O \/@Y 2. Reﬂuxo 45°C
N H
N OH O

G bpeamff
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Em um baldo de 125 mL, foram adicionados 0,92 g de cmff (5 mmol, 184,62 g
mol-') e 50 mL de diclorometano. Em seguida, 1,13 g de bpea (5 mmol, 227,14 g
mol') e trietilamina (em excesso de 30%) foram adicionados sob banho de gelo. O
banho de gelo foi removido e a mistura foi submetida a refluxo durante 6 dias a 45 °
C. Apds este periodo, a fase organica foi lavada com solugdo aquosa saturada de
bicarbonato de sddio (8 x 20 mL), seca com sulfato de sddio anidro e o solvente foi
removido sob pressao reduzida. Rendimento: 80,6% baseado em bpea.
IR —em KBr (cm™): v(C-Har e C-Hair) 3060 - 2922; v(C=0) 1687; v(C=N e C=C) 1600
- 1473; 5(O-Hrenol) 1441; v(C-Ofenat) 1220; v(C-N) 1114; 5(C-Har) 762.
"H-NMR 400 (CDCI3), 8 ppm — 10.1 (s, 1 H); 8.5 (ddd, J=4.9, 1.8, 0.9 Hz, 2 H); 7.5
(td, J=7.7,4.3, 1.9 Hz, 2 H); 7.4 (dd, J=2.2, 0.6 Hz, 1 H); 7.4 (dd, J=2.2, 0.6 Hz, 1 H);
7.1 (m, 2 H); 7.0 (m, 3 H); 3.8 (s, 2 H); 3.0 (m, 8 H); 2.2 (s, 3 H) (A2).

3.2.10.3 Preparo do 2-((bis(2-(piridin-2-il)etil)Jamino)metil)-4-metil-6-((piridin-2-
il)metilamino)metil)fenol (BPEAMFFMetPY)

X
G

1. MeOH

Refluxo 65 °C

2.0°C,Ac. acético

(ﬁ\/ NaBH,
Pz NH, ——
N
/ \
= bpeamffmetpy

Num baldo de 125 mL, 1,85 g de bpeamff (4,93 mmol, 375,19 g mol-') foram
dissolvidos em cerca de 50 mL de metanol. Em seguida, adicionaram-se 0,54 mL de
2-aminometilpiridina (5,17 mmol, 108,14 g mol', 1,04 g mL"') e a mistura foi
submetida a refluxo durante 4 dias e sob agitagdo. Apds este periodo, a solugao foi
arrefecida a 0°C num banho de gelo durante aproximadamente 20 minutos.
Subsequentemente, 0,29 mL de acido acético glacial (4,93 mmol, 60,04 g mol-', 1,05
g mL") foram adicionados ao sistema e 3 equivalentes de borohidreto de sodio
(14,79 mmol, 37,83 g mol, 0,56 g) foram adicionados lentamente, durante de 1 h.
Quando a adigao foi completada, a solugdo permaneceu sob agitagdo em um banho

de gelo por 1 h. Apds este tempo, o banho de gelo foi removido e a mistura reacional
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foi deixada em agitacdo durante mais 1 h. O solvente foi removido sob pressao
reduzida e depois foram adicionados 70 mL de agua. O pH da solugao foi ajustado
para 7 em banho de gelo com acido cloridrico 2 mol L. Apds a neutralizagao, esta
foi realizada a extragcdo do produto da reagdo com diclorometano (6 x 30 mL) e a
fase organica resultante foi lavada com cloreto de aménio saturado (4 x 20 mL),
seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente foi removido sob pressao
reduzida. Rendimento: 77,4% baseado em bpeamff.

IR — em KBr (cm™): v(C-Har e C-Haif) 3067-2927; v(C=N e C=C) 1595-1475; 5(O-
Hrenol) 1425; v(C-Ofenot) 1255; v(C-N) 1124; 5(C-Har) 744.

"H-NMR 400 (CDCls), 8 ppm — 8,50 (dd, J= 3,3; 1,4 Hz, 3 H); 7,54 (m, 3 H); 7,35 (d,
J=6,41H); 7,10 (m, 5 H); 6,91 (s, 2 H); 6,73 (s, 1H); 3,97 (d, J=4.2 Hz, 2 H); 3,84 (d,
J=6,8 Hz, 4 H); 3,02 (m, 9 H); 2,21 (s, 3 H) (A3).

3.2.10.4 Preparo do 3-(((3-((bis(2-(piridin-2-il)etil)amino)metil)-2-hidroxi-5-

metilbenzil)(piridin-2-ilmetil)Jamino)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzaldeido -

HaL1bpea
\ X
N/
. 1. THFseCO
N N
+  Cl o
N OH z 2.25°C, Ar
B " OH H
F X G \\

H,L1bpea

Em um baldo de 250 mL, em 10 mL de tetrahidrofurano seco, foram
dissolvidos 0,49 g do precursor bpeamffmetpy (1,06 mmol, 467,27 g mol'). Em
seguida, 0,146 mL de trietilamina (1,06 mmol, 101,19 g mol-', 0,73 g mL"") foram
adicionados. A mistura foi mantida em banho de gelo durante 15 minutos. Apds este
periodo, 0,195 g do cmff (1,06 mmol, 184,04 g mol') dissolvido em tetrahidrofurano
foram adicionados. O banho de gelo foi removido e a mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente sob atmosfera de argbénio. Apdés 50 horas, o solvente foi
removido sob pressdo reduzida e o solido resultante foi solubilizado em

diclorometano e lavado com uma solucéo saturada de bicarbonato de sédio (6 x 40
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mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente foi removido
sob presséao reduzida. Rendimento:84,7% baseado em bpeamffmetpy.

IR — em KBr (cm™): v(C-Hau) 2843; v(C=0ai1)1684; v(C=N), (C=C) 1649-1476; 5(O-
Hrenol) 1380; v(C-Ofenot) 1224; 5(C-Har) 756.

"H-NMR 400 (CDCls3), § ppm — 10,32 (s, 1 H); 8,55 (dt, J=5.6, 1.2 Hz,1 H); 8,48 (dd,
J=54, 2.3 Hz, 2 H); 7,63 (m, 1 H); 7,55 (m, 2 H); 7,46 (m, 2 H); 7,16 (m, 8 H); 6,91
(d, J=2.6 Hz, 1 H); 6,72 (d, J=1.2 Hz, 1 H); 3,84 (s, 4 H); 3,79 (s, 2 H); 3,66 (s, 2 H);
3,02 (s, 8 H); 2,25 (s, 3 H); 2,19 (s, 3 H).

CHN calculado para CssH41Ns503.CH2Cl2: C: 66,85; H: 6,19; N: 9,99. Encontrado: C:
66,09; H: 6,43; N: 10,17 %.

3.2.10.5 Preparo do 2-(3-(((3-((bis(2-(piridin-2-il)etil)amino)metil)-2-hidroxi-5-
metilbenzil)(piridin-2-ilmetil)Jamino)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzilideno)

hidrazinacarboximidamida - HzL1bpea-amig.

(0]

NH
o " ~ A
N~ HO ! _ HO H
NH
L N )I\
N N ” NH, 1. EtOH, HCI N N
N\

N\ OH N7 . H,CO4 N\ OH |
\ | \ Z

G S P

O bicarbonato de aminoguanidina 0,356 g (2,62 mmol, 136,11 g mol") foi

H,L1bpea-amig

solubilizado em aproximadamente 30 mL de etanol e colocado em um baldo de 125
mL, sob agitagdo, foram adicionadas gotas de HCI 4 mol L' até completa
neutralizagcdo da base. Subsequentemente, o precursor HzL1bpea 1,61 g (2,62
mmol, 615,32 g mol") foi solubilizado em aproximadamente 20 mL de etanol e foi
adicionado a aminoguanidina. A mistura reacional permaneceu sob agitacéo a 25 °
C. Ap6s 30 horas, o solvente foi removido sob pressao reduzida. Rendimento: 69%.
IR — em KBr (cm™): v(C-Har € C-Haif) 3064-2950; v(C=N),(C=C) 1627-1464; v(N-H)
1538; 8(0-H) 1300; v(C-Orenol) 1227; 5(C-Har) 876; 5(C-Har) 786.



"H-NMR 400 (DMSO), & ppm — 12,21 (1H); 8,04 (16H); 4,34 (8H); 3,47 (8H); 2,14
(4H); 1,05 (2H). CHN calculado para C3gH45N9O2.2EtOH: C: 67,60; H: 7,52; N: 16,50.
Encontrado: C: 67,65; H: 7,58; N: 16,45% baseado em HzL1bpea.

3.2.10.6 Sintese do  2-((2-(9H-purin-6-ilamino)etilamino)metil)-6-(((3-((bis(2-
(piridin-2- il)etil)amino)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzil)(piridin-2-

ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol - H2L1bpea-apur2

&\
)\8\
N.—j
1. EtOH, AcOH,
N/\ NaBH,
HzN\/\N I 2 Refluxo 60°C

\/

1 > | | /

H,L1bpea-apur

Em um baldo de 2 bocas de 125 mL foi adicionado 0,615 g (3,45 mmol,
178,19 g mol") da 6-aminopurina em 20 mL de etanol. Aqueceu-se a mistura a 60 e
depois adicionou-se lentamente (durante cerca de 3 horas) 2,12 g (3,45 mmol,
615,32 g mol") do ligante HzL1bpea juntamente com 3 gotas de acido acético
glacial. A mistura reacional foi submetida a refluxo durante 24 horas a 60 ° C. A
mistura foi entdo arrefecida até a temperatura ambiente e colocada em banho de
gelo, com a seguinte adigdo de 0,130 g (3,45 mmol, 37,83 g mol-') de borohidreto de
sédio (NaBH4) durante 90 minutos. Posteriormente o pH foi ajustado para 7 e o
solvente foi removido sob pressao reduzida. O solido resultante foi re-disperso em
diclorometano (40 mL) e a solucao resultante foi lavada com agua desionizada (4 x
20 mL). O produto foi obtido como um solido amarelo claro. Rendimento: 80%
baseado em HzL1bpea.

IR — em KBr (cm™): v(C-Har e C-Hair) 3061-2920; v(N-H) 1595; v(C=C), (C=N) 1614-
1438; 5(O-Htenol) 1369; v(C-Otenol) 1239; 6(C-Har) 858; 5(C-Har) 754.

"H-NMR 400 (DMSO), § ppm — 7,52 (18H); 3,38 (10H); 2,83 (8H); 2,12 (8H). CHN
calculado para C4sHs51N1102.3 EtOH: C: 66,86; H: 7,59; N: 16,82. Encontrado: C:
67,20; H: 7,31; N: 16,43%.

3.2.11 SINTESE DOS COMPLEXOS



Na sintese dos complexos binucleares foram utilizados sais hidratados de Fe!'"
e Zn' sob a forma de percloratos juntamente com os ligantes binucleantes propostos
na secao anterior utilizando pontes exdgenas do tipo u-hidréxido conforme descrito
no esquema a seguir:

Os complexos heterobinucleares de valéncia mista foram sintetizados
conforme metodologia descrita por Neves e colaboradores, onde a caracteristica néo
simétrica dos ligantes é utilizada para a seletividade de adicdo do metal no estado
de oxidacao 2+ seguido da adicdo do metal 3+, formando entdo o composto de

coordenacgao esperado (Neves et al. 2007).

3.2.11.1 Preparo do [(OH)Fe'(u-OH)Zn'(H20)(L1bpea)](ClO4) (1).

Zn(CIO4)2 6 HQO
Fe(ClO,)3 9 H,0

MeOH

O complexo foi sintetizado adicionando muito lentamente 0,5 mmol de perclorato de
ferro (Ill) nonahidratado (0,26 g, 516,20 g mol') a uma solugdo metandlica (200 mL)
contendo 0,307 g de HzL1bpea (0,5 mmol, 615,32 g mol') e 0,5 mmol de de
perclorato de zinco (ll) hexahidratado (0,19 g, 372,38 g mol-') sob agitagéo a 40 °C.
A solucdo foi agitada por aproximadamente 30 min e, em seguida, NaClO4 foi
adicionado (1 mmol, 0,12 g). A solugao foi filtrada e apds 5 dias, um sélido roxo foi
obtido. Rendimento: 0.31 g, 63%. CHN calculado para FeZnCzsH43CIN5010.3H20: C:
48.53; H: 5.25; N: 7.45. Encontrado: C: 48.66; H: 4.95; N: 7.11%. IR — em KBr (cm™):
v(O-H) 3492; v(C-Haipn) 2915,2857; v(C=0ad) 1653; v(C=C) 1604; v(C=N) 1555;
v(C=C) 1481; v(CI-O) 1090; 3(C-Har) 870; 8(C-Har) 763; 6(C=Car) 623. Absorgao
atdémica, em mg kg™, Fe: 2.654+ 0.006 e Zn: 3.084+ 0.003.
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3.2.11.2 Preparo do [(OH)Fe'(u-OH)'Zn"(H20)(L1bpea-amig)](ClOa) (2).

[ 7 '
N~ \N
Zn(ClO,), 6 H,0
Fe(ClO,); 9 H,0 NT\ /
N ’ Zn- WO/, -Fe. \\\\
' N ( \O( \O
N OH . MeOH \ /
X N \
\ | = OH, HO
7 N H~
N-NH
2 ~NH,

Preparado de forma semelhante ao complexo 1, mas usando HzLibpea-amig como
ligante. Rendimento: 0.28 g, 54%. CHN calculado para FeZnCs9H47CIN9O9.3H20: C:
47.00; H: 5.36; N: 12.65. Encontrado: C: 46.73; H: 4.99; N: 12.71%. IR — em KBr (cm~
"): v(O-H) 3554; v(C-Haif) 2932-2862; v(C=N) 1608; v(N-H) 1554; v(C=C) 1445; v (C-
Ofenol) 1265; v(CI-O) 1086; 5(C-Har) 876; 6(C-Har) 767. Absorgcao Atémica, em mg kg
1, Fe: 2.376+ 0.012 e Zn: 2.975+ 0.004.

3.2.11.3 Preparo do [(OH)Fe"'(u-OH)Zn'"(H20)(L1bpea-apur)](ClO4) (3).

Fe(Cl0,); 9 H,0
N N

N OH MeOH

Preparado de forma semelhante ao complexo 1, mas usando HzLibpea-apur como
ligante. rendimento: 0.37 g, 65%. CHN calculado para FeZnC4s5H53CIN1109.2 H20: C,
49.83; H, 5.30; N, 14.20. Encontrado: C, 50.10; H, 4.99; N, 13.93. IR — em KBr (cm-
1): v(O-H) 3439; v(C-Haif) 2923-2856; v(C=C) 1604; v(N-H) 1567; v(C=N) 1470; v(C-
Otenol) 1262; v(CI-O) 1086; 6(C-Har) 861; 6(C-Har) 736. Absorgao Atdbmica, em mg kg
', Fe: 2.500+ 0.022 e Zn: 3.015+ 0.002.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nessa secao serdo apresentadas as caracterizacbes e as respectivas
discussdes relativas as sinteses dos ligantes e dos complexos, bem como os testes

de reatividade dos complexos frente a substratos modelos (ésteres fosforicos).

4.1 CARACTERIZAGAO DOS LIGANTES

Os ligantes binucleantes inéditos nao-simétricos sintetizados Hz2L1bpea,
HzL1bpea-amig e HzL1bpea-apur, Figura 9, utilizados no presente trabalho foram
obtidos com rendimentos adequados de acordo com as rotas sintéticas descritas na
secao experimental. Esses compostos apresentaram elevado grau de pureza, de
acordo com as caracterizagdes dos mesmos por analise elementar de C, H, e N,
espectroscopia na regiao do infravermelho e ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio.

Figura 9 - Ligantes binucleantes ndo-simétricos utilizados na sintese dos compostos

de coordenacéo.
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Inicialmente como apresentado no Esquema 3, a 2-vinilpiridina foi reagida
com cloridrato de hidroxilamina para formacdo do derivado de hidroxilamina, que
posteriormente foi reduzido com Zinco metalico para obtengdo do bpea. Na etapa
seguinte, o reagente cmff, anteriormente obtido através da reacao de clorometilagéo,
foi reagido com o precursor bpea, para formagéao do bpeamff. Apds, o grupo aldeido
presente no bpeamff foi submetido a uma reagédo de aminagao-redutiva com 2-
aminometilpiridina, para formacado do bpeamffmetpy. Por ultimo, o bpeamffmetpy
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através de uma reacédo predominantemente do tipo Sn2 com o reagente cmff deu
origem ao ligante final Hz2L1bpa, com um grupo aldeido terminal. Para a obtencao
dos outros dois ligantes derivatizados, o aldeido terminal do HzL1bpa foi reagido
com bicarbonato de aminoguanidina e com 6-aminopurina para obtencdo dos

ligantes HaoL1bpa-amig e HzL1bpa-apur, respectivamente.
Esquema 3 - Rota sintética para obteng¢ao dos ligantes binucleantes.
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41.1 4.1.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO IR

Todas as etapas referentes a sintese de precursores e dos ligantes finais
foram monitoradas por espectroscopia na regido do IR. As bandas de absorgéo dos
grupamentos caracteristicos de cada composto organico em questdo foram
observadas e devidamente atribuidas (Silverstein 1994). A seguir, estéo
sumarizadas as bandas relevantes dos ligantes intermediarios (Tabela 3) e dos

ligantes finais (Tabela 4).

Tabela 3 - Modos vibracionais e nimeros de onda (cm-') dos ligantes intermediarios.

bpea bpeamff bpeamffmetpy

v(N-H) 3400 - -
v(C-Har) 3043 3060 3067
v(C-Haiif) 2934 2922 2927

v(C=0) - 1687 -
v(C=N) - - 1595
v(C=C) 1594 1473 1475
3(O-Htenot) - 1441 1425
V(C-Ofenol) - 1220 1255

v(CH2) 1443 - -
v(C-N) - 1114 1124
3(C-Har) 708 762 744

No espectro na regido do IR do intermediario bpea foi possivel observar a banda
caracteristica do grupamento N-H em 3400 cm-', confirmando a presenca do grupo

amino. Foram observados também, o estiramento das ligagdes C-Har (3043 cm™) e
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C=C (1594 cm). Uma banda de deformag&o angular fora do plano em 708 cm™
também pode ser observada. Para o ligante bpeamff se observa a presenca de
grupos alifaticos e aromaticos, tal como no composto anteriormente analisado. A
banda em 1687 cm™' é atribuida ao estiramento da ligagdo C=0 do grupo aldeido.
Observa-se também a presenca da deformacéo angular das ligagées O-Hrenol € C-
Ofenol em 1441 e 1220 cm™' respectivamente, confirmando a presenga do grupo
fendlico formando com a inser¢do do cmff. O ultimo intermediario analisado foi o
bpeamffmety, que apresenta as bandas mencionadas anteriormente com a exclusao
da banda em 1687 cm™', confirmando a ligagao entre o grupo metilpiridina e o grupo

aldeido pertencente ao ligante anteriormente analisado bpeamff.

Tabela 4 - Modos vibracionais e numeros de onda (cm') dos ligantes finais

H2L1bpea, H2L1bpea-amig e H2L1bpea-apur.

H2L1bpea H2L1bpea-amig H:L1bpea-apur

v(C-Har) 3007 3064 3061
v(C-Haiir) 2929 2950 2920
v(C-Haug) 2843 - -
v(C=0alq) 1684 - -

v(C=N) 1649 1627 1614

v(N-H) - 1538 1595

v(C=C) 1476 1464 1438
V(C-Ofenol) 1224 1227 1239
3(C-Har) 756 786 754

Os ligantes finais HzL1bpea, H2L1bpea-amig e HzL1bpea-apur apresentaram
bandas de absorcdo caracteristicas e similares as apresentadas pelos seus
precursores. Na regido de 3064 e 3061 cm™' sdo encontradas bandas de estiramento

das ligagbes C-H dos anéis aromaticos. Entre 2950 e 2920 cm™' aproximadamente,
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nota-se bandas relativas aos estiramentos das ligagbes C-H das cadeias alifaticas.
Para o ligante H2L1bpea em 1476 e 1649 cm™' tem-se bem pronunciada a absorgéo
dos anéis aromaticos (C=C e C=N) e em 1224 cm-' o estiramento da ligagdo C-O,
indicando a presencga dos grupos fendlicos. De forma semelhante sdo observados os
mesmos estiramentos anteriormente citados para os ligantes Hz2L1bpea-amig e
HzL1bpea-apur em 1464-1627 cm™' e 1438 - 1614 cm' respectivamente para (C=C e
C=N). De maneira pronunciada também s&o encontradas as bandas nas regides de
756 cm™' para o H2L1bpea, 786 cm™ para H:L1bpea-amig e 754 cm' para
HzL1bpea-apur referentes a deformagédo angular fora do plano da ligagédo C-H dos
anéis aromaticos. A ocorréncia de varias bandas pronunciadas nesta regiao é
caracteristica de grupos aromaticos polinucleares, o que reforca a indicagdo da
ocorréncia do grupo 6-aminopurina para o ligante HzL1bpea-apur, onde nota-se
também nessa regido a presenga de bandas mais alargadas, uma vez que nessa
regiao também aparecem bandas referentes a tor¢ao da ligacdo N-H, conforme
demonstrado nas Figuras 10, 11 e 12 e também €& mostrada na figura 13 uma

sobreposi¢cao ampliada dos ligantes finais.

Figura 10 - Espectro na regido do infravermelho do ligante final H2L1bpea em

pastilha de KBr.
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Figura 11 - Espectro na regiao do infravermelho do ligante final H2L1bpea-amig em

pastilha de KBr.
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Figura 12- Espectro na regido do infravermelho do ligante final H2L1bpea-apur em

pastilha de KBr.
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Figura 13 — Regido ampliada da sobreposicdo na regido do infravermelho dos

ligantes HaoL1bpea, H2L1bpea-amig e H2L1bpea-apur em pastilha de KBr.
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4.1.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO- 'H NMR

A partir da espectroscopia de '"H NMR é possivel observar os deslocamentos
quimicos e a integracao dos sinais. Com a integracdo se determina o numero de
atomos de Hidrogénios presentes nos compostos analisados. Desta forma, foi
possivel distinguir entre os atomos de hidrogénios metilicos, metilénicos e
aromaticos. Os valores de deslocamento quimico (& em ppm), 0 numero de atomos
de hidrogénio correspondentes e as atribuicdes dos sinais estdo sumarizados na
Tabela 5 (Silverstein 1991) .

Para os ligantes H2L1bpea-amig e H:L1bpea-apur foi somente possivel
atribuir os valores de integragdo uma vez que 0S mesmos possuem extrema
dificuldade de solubilidade nos solventes utilizados para medicdo de ressonancia,
sendo necessario o uso de outras técnicas para melhor compreensdo sobre a
pureza dos mesmos. Embora, pouco precisa tenha sido a analise para os ligantes
derivatizados, pode-se visualizar o desaparecimento do sinal do aldeido em campo

mais alto confirmando a entrada dos grupos laterais aminoguanidina e 6-
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aminopurina adicionados ao ligante inicial HzL1bpea. Os espectros sdo mostrados
nas Figuras 14, 15 e 16. Para os ligantes intermediarios bpea, bpeamff e
bpeamffmetPy os espectros s&o apresentados nos apéndices A1, A2 e A3.

Tabela 5 - Deslocamentos quimicos (ppm) observados nos espectros de 'H NMR

para os ligantes finais HzL1bpea, H2L1bpea-amig e HzL1bpea-apur.

Atribuicao HzL1bpea HzL1bpea-amig H:L1bpea-apur
TH(CHs) 2,19 (s, 3H); 2,25 (s, 3 H) 1,05 (2H); 2,14
(4H)
2,12 (8H)

1H(CHz) 3,02 (s, 8H); 3,66 (s, 2H); 3,79

(s, 2H); 3.84 (s, 4 H)
3,47 (8H); 4,34 2,83 (8H); 3,38

(8H) (10H)

1H 6,72 (d, 1 H): 6,91 (d, 1H); 7,16
Aromatico (m, 8H); 7,46 (m, 2H); 7,55 (m,
2H): 7,63 (m, 1H); 8,48 (dd, 2H); 8,04 (16H); 12,21 7,52 (18H)
8,55 (dt, 1H); 10,32 (s, 1H); (1H)
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Figura 14 - Espectro de "H NMR do ligante H2L1bpea em CDCls.
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Figura 15 - Espectro de "H NMR do ligante HzL1bpea-amig em DMSO-de.
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Figura 16 - Espectro de "H NMR do ligante HzL1bpea-apur em DMSO-de.
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4.1.3 ANALISE DE ELEMENTARDE C,HEN

Os ligantes binucleantes sintetizados foram também caracterizados por
analise elementar de CHN e apresentaram resultados concordantes com as férmulas
moleculares propostas, apresentadas na Tabela 6. Em todos os casos, a formula
minima foi determinada com a adicdo de moléculas de solventes, os quais foram

utilizados em processos de sintese e/ou de purificagdo dos ligantes.

Tabela 6 - Porcentagens de C, H e N para os ligantes inéditos sintetizados
(calculada/encontrada).

Ligante HzL1bpea HzL1bpea-amig HzL1bpea-apur
Formula Molecular  C3sH41N503.CH2Cl2  C3gHa5N9O2.2EtOH  CasHs51N1102.3EtOH
% C 66,85 / 66,09 67,60 /67,65 66,86 / 67,20

% H 6,19/6,43 7,52/7,58 7,59/7,31

%N 9,99/10,17 16,50/ 16,45 16,82/16,43
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4.1.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS ESI-MS

A espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray (ESI-MS) foi utilizada na
caracterizagdo dos ligantes, ao produzir ions em fase gasosa diretamente da
solucdo contendo o composto analisado, mostrou informagdes qualitativas acerca
das espécies carregadas existentes neste sistema. Desta forma foi possivel
determinar a presenca do ion molecular para o ligante final L1bpea, confirmando sua
obtencgao, n&o sendo possivel a analise dos ligantes derivatizados que apresentaram
grande fragmentagao em solugéo impossibilitando a obtencédo dos dados.

A Figura 17 mostra o espectro obtido para o ligante L1bpea apresentando um ion

molecular em m/z= 616,3 atribuido a espécie Lbpea + H.

Figura 17. Espectro de massa ESI-MS do ligante Lbpea em CH3CN:H20.
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4.2 CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS

Os complexos descritos neste trabalho foram caracterizados por uma grande
variedade de métodos fisicos e quimicos tanto no estado sdlido (analise elementar
de CHN, espectroscopia na regidao do Infravermelho e do UV/Vis), quanto em
solucdo (medidas eletroquimicas, absor¢cdo atdmica, titulagcdo potenciométrica e
espectroscopia eletrbnica na regidao do UV/Vis). Tais estudos visam elucidar a
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composi¢cdo quimica, o arranjo estrutural e propriedades acido-base dessas
moléculas inéditas de interesse bioinorganico. O conhecimento destas propriedades
€ fundamental para a identificacdo da espécie ativa nos processos de clivagem
hidrolitica de ésteres de fosfato (substratos modelo), bem como da molécula de
DNA. A Figura 18 contém as representagdes dos complexos binucleares de Fe''zZn'

inéditos sintetizados e utilizados no presente trabalho.

Figura 18 - Representagdes dos complexos de Fe!'Zn' sintetizados 1, 2 e 3.

4.21 ESPECTROMETRIA DE ABSORGAO ATOMICA

A espectrometria de absorcdo atbmica foi realizada com o objetivo de
determinar qualitativa e quantitativamente a presenca dos metais Fe e Zn e
mostraram-se em concordancia com os valores esperados. O complexo 1
apresentou um valor de Fe: 2.654+ 0.006 e Zn: 3.084+ 0.003, o complexo 2 Fe:
2.376+ 0.012 e Zn: 2.975+ 0.004 e o complexo 3 Fe: 2.500+ 0.022 e Zn: 3.015+
0.002 em mg kg' denotando a presenga dos metais em ambos os complexos na

proporgao de 1:1.

4.2.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO - IR

A espectroscopia no IR é geralmente utilizada como uma analise preliminar,
uma vez que a formacdo dos compostos de interesse pode ser acompanhada pela
presencga das bandas caracteristicas do ligante assim como o desaparecimento das

mesmas no caso da formacdo dos complexos. Bandas adicionais, referentes ao
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contraion, ligantes exdgenos ponte e moléculas de solvente, bem como

deslocamentos ou alargamentos, também s&o observadas.

Os espectros de IR dos complexos 1, 2 e 3 (Figuras 19, 20 e 21) foram

comparados com os dos espectros de ligantes isentos de metais.

Figura 19 - Espectro de IR do ligante final HzL1bpea (linha preta) e complexo 1 (linha

vermelha) em pastilha de KBr.
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Figura 20 - Espectro de IR do ligante final H2L1bpea-amig (linha preta) e complexo 2

(linha vermelha) em pastilha de KBr.
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Figura 21 - Espectro de IR do ligante final Hz2L1bpea-apur (linha preta) e complexo 3

(linha vermelha) em pastilha de KBr.
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Para o complexo 1, as bandas de ligantes relacionadas aos trechos das

ligagdes de aldeido C = O e C - H em torno de 1653 e 2856 cm-', respectivamente,
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permanecem no complexo, porém mostrando alguns deslocamentos devido a
complexagao. Para 2 e 3, tanto os complexos como os ligantes exibiram bandas
correspondentes ao alongamento da ligacdo N-H devido aos derivados de amina.
Comum a cada um dos trés ligantes, a banda atribuida ao estiramento da ligagéo O-
H do grupo fenol, em torno de 1300 cm-!, ndo esta presente nos complexos. Essa
observacgao é consistente com o oxigénio fendlico desprotonado atuando como um
ligante para os centros Fe!' e Zn', formando uma ponte fenoxo. Além disso, para
todos os complexos, observa-se uma faixa em torno de 1090 cm', atribuida ao
estiramento da ligagao CI-O do grupo perclorato presente como um contra-ion. Para
o complexo 3, esta faixa de perclorato apresenta maior intensidade quando
comparada aos complexos 1 e 2, devido a presencga de outras bandas de absorcao
proximas a esta faixa. A tabela 7 mostra as atribuicdes das bandas dos complexos e
seus respectivos ligantes.

Os resultados obtidos para os complexos 1, 2 e 3 estdo de acordo com 0s
relatados para complexos semelhantes na literatura (Silva et al. 2017; Camargo et al.
2018; Peralta et al. 2010; Piovezan et al. 2010) bem como as frequéncias obtidas
nos estudos de DFT (vide segao 4,2,4). Os trabalhos ja reportados na literatura
citados acima dao suporte para os resultados aqui obtidos indicando que a
geometria mais provavel em torno do ion Zn'" em solugdo é octaédrica. Dudev
reportou um trabalho com o objetivo de elucidar a geometria de coordenagao do
estado fundamental mais preferivel para os complexos de zinco em um ambiente
proteico e dessa forma utilizou de DFT para os calculos de energias livre que
também mostraram resultados similares aos aqui obtidos. (Dudev e Lim 2000). Além
disso, os resultados da analise elementar e da espectrometria de absor¢ao atdmica

para os complexos 1, 2 e 3 sao consistentes com as férmulas propostas.
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Tabela 7 - Modos vibracionais e nimeros de onda (cm™') dos complexos 1,2 e 3 e

seus ligantes finais H2L1bpea, HzL1bpea-amig e HaoL1bpea-apur.

Atribuicao 1

v(C-Har e C-Haiir) 2913 -

2856
v(C=0ald) 1653
v(C=N e C=C) 1609 -
1481
Vv(O-H fenor) -
V(C-Ofenol) 1258
v(CI-O) 1094
d(C-Har) 766

L1bpea

3007 -
2929
1684
1649 -
1476
1380
1224

756

2

2908 -

2862

1608 -

1445

1265
1095
765

L1bpea-
amig
3064 -
2950

1627 -

1464
1300
1227

786

3

2923 -
2851

1601 -
1438

1262
1089
766

L1bpea-
apur
3061 -
2920

1614 -
1438
1369

1239

754

4.2.3 ANALISE ELEMENTARDE C,HEN

Os complexos sintetizados foram caracterizados por analise elementar de

CHN e apresentaram resultados concordantes com as férmulas moleculares

propostas. As amostras foram deixadas na estufa por pelo menos 48 horas antes de

serem acondicionadas em frascos apropriados para posterior analise. Os resultados

obtidos apresentaram uma boa correlagao entre os valores calculados e teoricos. A

Tabela 8 apresenta a formula molecular, massa molar e as porcentagens de C, H, e

N (calculada/encontrada) para os complexos sintetizados. Entretanto, mesmo

deixando as amostras na estufa como citado anteriormente as propostas ainda

foram sugeridas com moléculas de agua presentes, o que pode decorrer da umidade

do ar.
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Tabela 8 - Porcentagens de C, H e N para os complexos inéditos 1, 2 e 3

(calculada/encontrada).

Complexo 1 2 3
Formula FeZnCssH43CIN5O10.3H20 FeZnC39H47CINgO9.3H20 FeZnCasHs3CIN1109.2
Molecular H20
MM (g 940,51 996,58 1084,69
mol)
% C 48,53 / 48,66 47,00 /46,73 49,83 /50,10
% H 5,25/4,95 5,36 /4,99 5,30/4,99
% N 7,45/7,11 12,65 /12,71 14,20/ 13,93

4.2.4 ESPECTROMETRIA DE MASSAS ESI-MS

A espectrometria com ionizagdo por electrospray se apresenta como uma
técnica de analise aplicada com sucesso na caracterizagcdo dos complexos em
solugdo, ao produzir ions em fase gasosa diretamente da solugdo contendo o
composto a ser analisado. Ela permite obter informacdes qualitativas acerca das
espécies carregadas existentes em solugéao.

A analise ESI-MS do complexo 1 foi realizada em solugdo pura de CH3CN
(500 nmol L") e foi observado um grupo de picos com um maximo (100%) em m/z
375,1 com uma carga 2+ (Figura 22). Isso pode ser atribuido a espécie [Fe'(u-
OH)Zn'(L1bpea)]?*, sob as condigdes ESI-MS. Para o complexo 2, foi encontrado um

pico com alta intensidade (Figura 23) de m/z 414,1 com carga 2+.



Figura 22 - Espectro de massa ESI-MS do complexo 1 em CH3CN.
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Figura 23- Espectro de massa ESI-MS do complexo 2 em CH3CN:DMSO.
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O sinal encontrado pode ser atribuido a espécie [Fe"'(u-OH)Zn'"(H20)(L1bpea-
amig)]?*. Esta atribuigdo indica a redugdo do grupo aminoguanidina. Para o
complexo 3, o ESI/MS foi realizado em solugdo de CHsCN/ DMSO (100:1 v:v),
devido a menor solubilidade em acetonitrila e como pode ser observado na figura 23,
devido ao alto perfil de fragmentacao deste composto sob condicbes ESI-MS, nao foi

possivel observar o pico do ion molecular (Figura 24).
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Figura 24 - Espectro de massa ESI-MS do complexo 3 em CH3CN:DMSO.
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A principal caracteristica observada na analise de ESI-MS para os complexos
obtidos é a permanéncia dos ligantes inéditos na esfera de coordenacgao, juntamente
a moléculas de agua e hidréxido, referentes aos demais ligantes e a ponte,
respectivamente e seus fragmentos estdo sumarizados na tabela 9. A partir desta
observacao, pode-se inferir a alta estabilidade dos complexos em solucéo, o que é
de extrema importancia quando se visa as aplicagdes de hidrélise que serao

reportadas nas proximas secoes.
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Tabela 9 - Espécies determinadas na espectrometria de massa.

Espécie m/z Representacgao
1 FeZnCssH41NsO4* 375,1 [Fe''(u-OH)Zn" (L1bpea)]?*
(2+)
FeZnCsoH46N9Os  414,1 [Fe'(u-OH)Zn'(H20)(L1bpea-amig)]?*
(2+)

3 - - -

425 CALCULOS E CORRELAGOES

Com o intuito de aprofundar ainda mais o conhecimento dos mecanismos
de hidrdlise dos complexes, foram realizados calculos de estrutura eletrénica dos
mesmos. Dentro dos diversos métodos que podem ser empregados para o calculo
da estrutura eletrénica dos sistemais multieletrénicos, a maioria apresenta exigéncia
superior de recursos computacionais e ndo sao aplicaveis aos sistemas estudados
neste trabalho. Assim, o método da Teoria do Funcional de Densidade que
apresenta um custo computacional mais razoavel e inclui um pouco de correlagao
eletrébnica através dos funcionais, foi escolhido.

Inicialmente, como nao foram obtidos monocristais para analise de raios X, os
calculos de DFT foram utilizados para visualizar estruturas provaveis para os
complexos 1, 2 e 3 e seus conjugados de fosfato. A otimizagdo das estruturas dos
trés complexos foi realizada considerando a espécie mais provavel no pH étimo do
meio cinético, conforme apresentado na secdo 4.2.8. Assim, os calculos foram
realizados considerando um grupo hidroxo terminal ligado ao centro de ferro e um
ligante de agua no centro de zinco. Também foi assumido que os grupos
aminoguanidina (no complexo 2) e aminopurina (no complexo 3) estejam
protonados, conforme observado na titulagcdo potenciometria para o pH 6timo da
cinética.

Um das formas de verificar o minimo de energia para os complexos € através
dos modos vibracionais. Assim, quando observadas as frequéncias vibracionais das
estruturas calculadas, para todos os complexos nenhuma frequéncia negativa foi

encontrada, indicando que as estruturas estdo no minimo.
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Como mostrado na Figura 25, todos os centros de zinco e ferro exibem uma
geometria pseudo-octaédrica, que € esperada para o estado de solugao para esses
complexos, com base em estudos anteriores com sistemas semelhantes (Camargo
et al. 2018, Lanznaster et al. 2002).

Figura 25 - Geometrias otimizadas do estado fundamental para os complexos 1, 2 e
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Como pode ser visto na Tabela 10, todos das ligagbes e angulos estdo em
boa concordancia com os dados relatados anteriormente para complexos Fe''(u-
OH)Zn", para os quais foram obtidas estruturas de raios X (Piovezan et al. 2010;
Peralta et al. 2010).
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Tabela 10 - Comprimentos de ligagcao selecionados para os complexos calculados e

alguns valores de dados cristalograficos para comparagao.

Ligacoes

Fe-Zn

Fe-N1

Fe-N2

Fe-O1

Fe-O2

Fe-O3

Fe-O4

Zn-N3

Zn-N4

Zn-N5
Zn-03
Zn-04
Zn-05

3,166
2,232
2,263
1,911
1,944
2,073
1,996
2,193
2,155

2,220
2,099
2,078

2,254

3,116
2,222
2,223
1,907
1,955
2,032
2,064
2,114
2,183

2,283
2,131
2,073
2,221

3

3,124
2,250
2,211
1,890
2,052
2,006
1,992
2,112
2,150

2,292
2,205
2,037

2,217

Complexo

[Fe'"(u-

OH)Zn'(L1%)]

(Piovezan et

al. 2010)
3,523(1)
2,127(3)
2,185(6)
1,899(2)
1,948(5)
1,968(2)
1,986(5)
2,273(6)
2,120(7)

2,120(7)
2,081(7)
2,039(6)
2,067(6)

Complexo

[Fe'(p-
OH)Zn'(L-
CHs)] (Peralta
et al. 2010)

3,0862(18)
2,186(3)
2,137(8)
1,892(3)
2,112(3)
2,053(3)
1,920(7)
2,152(7)
2,056(8)

2,073(8
2,101(3)
1,969(6)

* L1= [Felll(u-OH)Znll(2-bis[{(2-piridilmetil)Jaminometil}-6-{(2-hidroxibenzil )(2-piridilmetil)}aminometil]-4metil-fenol)].

As frequéncias e intensidades vibracionais calculadas foram comparadas com os

espectros de infravermelho experimentais (Figuras 19, 20 e 21), mostrando

concordancia razoavel. E importante notar que nenhum anion perclorato foi incluido

nas previsdes tedricas, dai a falta de banda intensa em torno de 1100 cm™'. Na

Tabela 11 estdo relacionadas as principais bandas e atribuigdes (Silverstein 1994;
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Nakamoto 1978) para os complexos sintetizados e sua comparagdo com as
atribui¢cdes calculadas por DFT e os espectros sdo mostrados nas Figuras 26, 27 e
28.

Tabela 11 - Atribuicbes das bandas de IR para os complexos 1-3 (experimental e

calculado).
Atribuicao 1 1 2 2 3 3
Exp. Calc. Exp. Calc. Exp. Calc.
v(O-H) 3476 3908 - 3570 3927 - 3429 3919 -
3892 3843 3866

V(C-Har € C-Haif)  2913-2856  3270- 2908 — 3248- 2923- 3273 -
2061 2862 3028 2851 3023

v(C=0) 1656 1837 - - - -
v(C=NeC=C)  1609-1445 1699- 1608- 1745- 1601- 1722-
1481 1445 1484 1438 1447
8(C-Har) 766 821- 765  822- 766  790-
779 746 749

v(CI-O) 1094 - 1095 - 1089 -

Figura 26 - Espectros de IR Experimental do complexo 1 (linha preta) e o calculado

(linha vermelha).
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Figura 27 - Espectros de IR Experimental do complexo 2 (linha preta) e o calculado
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1

(linha vermelha).
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Figura 28 - Espectros de IR Experimental do complexo 3 (linha preta) e o calculado
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4.2.6 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA - UV-VIS

Em sequéncia, os espectros eletrdbnicos dos complexos foram obtidos com o
propdsito de se obter algumas informagdes a respeito da interagdo com a luz visivel
e ultravioleta e correlacionar com as demais propriedades fisico-quimicas e
reatividade. Para complexos octaédricos de metais como por exemplo o Fe'' de
configuragédo d°® alto spin e o Zn'" ndo se deve esperar que haja a presenca de
bandas referentes a transigbes do tipo d-d ja que no primeiro caso estas sao
proibidas pela regra de sele¢cdo de spin e Laporte e no segundo os orbitais d estdo
totalmente preenchidos. Entretanto, podem ser observados bandas de maior energia
referentes a transicdes entre os orbitais centrados nos metais e os orbitais centrados
nos ligantes, ou seja, as transi¢des do tipo transferéncia de carga Metal — Ligante
(MLCT) e as do tipo Ligante — Metal (LMCT). Elas sdo permitidas por simetria e
caracterizadas por altos valores de coeficientes de absor¢do molar (g). Ainda, o
espectro eletrénico pode apresentar bandas referentes a transi¢des intraligantes (IL)
(Housecroft 2011; Miessler 2014).

Os espectros de absor¢cao UV-Vis para todos os complexos foram obtidos
usando diferentes solventes. Em solugbes de CHsCN (Figura 29) se observou
intensas bandas de absorcdo com Amax em 502, 547 e 536 nm, respectivamente,
para os complexos 1, 2 e 3, (Tabela 12), atribuidas a uma transferéncia de carga
ligante-metal (LMCT) dos orbitais (p1r) do grupo fenolato para os orbitais (d1*) do ion
Fe'l, o que também ¢é observado em PAPs (Schenk et al. 2013; Karsten 2002; Miti¢
et al. 2009).
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Figura 29 - Espectro eletrénico de absor¢ao dos complexos 1, 2 e 3 em CH3CN.

300 400 500 600 700 800
A (nm)

Tabela 12 - Espectro eletrénico dos complexos 1, 2 e 3 em CH3CN, CH3CN:H20
(1:1) e CH2Cl.

CH:CN CH3CN:H20 (1:1) CHzCl>
1 502 (3184) 498 (3157) 495 (3684)
2 547 (7789) 518 (6800) 534 (7426)
3 536 (1812) 505 (3146) 523 (3031)

Uma segunda transicado também foi observada em torno de 350 nm com
intensidade variada para os compostos, que € atribuida a uma transicdo TCLM
envolvendo os orbitais (p1) do grupo fenolato e os orbitais (do*) do centro de Fe'l.
Além disso, todos os complexos exibem bandas intensas entre 250 e 300 nm,
atribuidas a transigbes intra-ligantes nos anéis de piridina e fendlicos (Smith et al.
2009; Bosch et al. 2014; Luo 2012).

Ao comparar os espectros obtidos em diferentes solventes, observou-se que
as bandas de TC sao influenciadas pelo solvente, com um deslocamento
batocromico de CH2Cl2 para CH3CN para todos os complexos e, quando comparado
ao maximo em CHsCN, a adicdo de agua leva a um deslocamento hipsocrémico.

Estes deslocamentos s&o maiores para os complexos 2 e 3, que possuem grupos
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laterais que podem interagir com solventes polares. Os espectros de absorgdo no
estado solido para os complexos 1-3 (Figura 30) foram também obtidos e
apresentaram maximos de absorcdo em torno de 500-550 nm para todos os
complexos, indicando que a coordenacdo dos ligantes em torno dos centros

metalicos € mantida em solucgao.

Figura 30 - Espectro eletronico de absor¢ao dos complexos 1, 2 e 3 em estado

solido.
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A teoria do funcional de densidade dependente do tempo (TD-DFT) foi
utilizada como forma de simular os espectros de absorgéo (Figuras 31, 32 e 33) e

ajudar a entender as atribui¢cdes de bandas acima (Tabela 12).



Figura 31 - Espectro de absorgao simulado para o complexo 1 em CH3CN.
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Figura 32 - Espectro de absor¢ao simulado para o complexo 2 em CH3CN.
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Figura 33 - Espectro de absorgao simulado para o complexo 3 em CH3CN.
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Com base nesses calculos, a ampla faixa de absorc¢do na regido (~ 500-550
nm) do composto 1 ocorre devido a trés excitagdes (S1<—So, S2—So e S3+—So), todas
relacionadas a uma LMCT de grupos fenolatos a diferentes orbitais d do centro de
Fe'l. Entretanto para o composto 2, a transicdo de mais baixa energia é uma
transicdo d-d (589 nm), porém experimentalmente esta encoberta pela transigao de
LMCT muito mais intensa na mesma faixa de energia. J& para o composto 3, a
banda de mais baixa energia também é devida a uma LMCT, mas com uma
contribuicao significativa de transicdes d-d, o que pode explicar o menor valor de
coeficiente de absorcdo desse complexo quando comparado aos complexos 1 e 2.
Ainda, para 1-3, um ombro préximo a 380 nm também é observado, em que a
transicao calculada é referente a uma LMCT do grupo fenolato para os orbitais do,
como mencionado acima, e transigdes m-1* (intra-ligantes ILCTs) envolvendo
orbitais nos grupos piridina e fenolato. As transigdes restantes na extremidade de
alta energia do espectro sao transigbes T-T* com uma pequena contribuicdo de
LMCT.

Além disso, no que diz respeito ao HOMO e LUMO dos complexos (Figura
34), o HOMO do complexo 2 tem uma grande contribuicdo do grupo aminoguanidina.
Portanto, a solvatacéo deste grupo e/ou a possibilidade de ligagdo de hidrogénio é
provavelmente a razdo para a grande variagcao na faixa de LMCT observada em
diferentes solventes. O mesmo argumento se aplica ao complexo 3, devido a
presenca da amina carregada presente no grupo aminopurina.

Figura 34 - Energias dos orbitais de fronteira calculados para os complexos 1, 2 e 3.
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4.2.7 ESTUDOS ELETROQUIMICOS

O comportamento redox de todos os complexos foi avaliado por voltametria
de onda quadrada (OQ). Os potenciais redox foram referenciados ao eletrodo normal
de hidrogénio (NHE) pelo uso do padrao interno ferroceno (E» = 0,400 V vs NHE
(Gagné 1980) para experimentos feitos em acetonitrila, e hexacianoferrato de
potassio (E» = 0,358 V vs NHE) (Lide 2000), para os experimentos realizados em
CH3CN/H20 (1:1 v/v). A Tabela 13 apresenta um resumo dos potenciais obtidos para
os processos de transferéncia de elétrons dos complexos 1, 2 e 3 presentes neste

trabalho.

Tabela 13 - Potenciais redox (em V) determinados através de voltametria de onda

quadrada (OQ) para o processo Fe''/Fe!'.
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Epc (mV Vs NHE)a

1 -600
2 -212
3 -630

aMedido em solugdo de CH3CN/H20 (1:1 v/v) com concentragédo de 1x10-3mol L.

Os voltamogramas dos complexos (Figura 35) mostram apenas um
processo redox, atribuido ao par redox Fe''/Fe!' com Epc = - 600 mV para 1, Epc = -
212 mV para 2 e Epc = - 630 mV para 3. Nesse caso é possivel observar que 0s
potenciais de redugdo seguem a mesma tendéncia observada para as energias
calculadas do LUMO dos complexos, ou seja, quanto menor a energia do LUMO da
espécie (mais negativo) menor o potencial de redugdo da mesma. O processo redox
de Fe''/Fe!' para o complexo 2 &, no entanto, mais positivo (anddico) do que
esperado quando quando observado a energia do LUMO, possivelmente devido a
fraca descricao do solvente e/ou efeitos de correlagédo. Os resultados obtidos diferem
da maioria dos compostos semelhantes aqui comparados no que diz respeito ao
ambiente de coordenacéo, contudo, as interagdes dos grupos laterais, assim como a
flexibidade aumentada do anel do ligante pode ter interferido de maneira significativa

nos valores encontrados.

Figura 35 - Voltamogramas de onda quadrada para os complexos 1-3 em
CH3CN/H20 (1:1 v/v). Condigdes: I = 0.1 mol L' NaCl; eletrodo de trabalho: carbono
vitreo; eletrodo auxiliar de platina; eletrodo de referéncia: Ag/Ag*; padrao interno:
Ks[Fe(CN)s].
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4.2.8 TITULAGAO POTENCIOMETRICA

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

Os valores de pKa encontrados estao listados na Tabela 14 e a atribuigao
proposta dos processos de equilibrio correspondentes sdo mostradas nas Figuras
36, 37 e 38.

Tabela 14 - Valores das constantes de protonagao obtidos para os complexos 1, 2 e

3.

Complexo pKa1 pKa2 pKa3 pKaa
1 3,27 + 0,27 5,73+ 0,32 8,29 £ 0,26
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2 3,07 £ 0,11 5,67 £ 0,28 8,06 £0,15 10,08 £ 0,09
3 3,16 £ 0,23 6,06 = 0,06 7,43 0,19 9,42 + 0,17

Figura 36 - Proposta para os equilibrios observados no complexo 1 em solugao
H20/CH3CN 1:1; / = 0,1 mol L' (KCI) a 25° C
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Figura 37 - Proposta para os equilibrios observados no complexo 2 em solugao
H20O/CH3CN 1:1; /= 0,1 mol L' (KCI) a 25° C
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Figura 38 - Proposta para os equilibrios observados no complexo 3 em solugao

H20/CH3CN 1:1; / = 0,1 mol L' (KCI) a 25° C
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A primeira constante, pKa1 (~ 3.0-3.3), € atribuida a desprotonagcdo de uma
molécula de agua coordenada e a formagao de uma ponte hidroxo entre os centros
Fe' e Zn" A segunda constante de protonagéo (pKaz; ~ 5,7-6,0) é atribuida a uma
molécula de H20, ligada ao Fe!! e a terceira constante (pKa3; ~7,5-8,3) a
desprotonagdo de uma molécula de H20 ligada ao centro de Zn'. A desprotonagao
das ultimas moléculas citadas s&o atribuidas a moleculas de agua ligadas aos
centros de Fe'' e Zn', respectivamente, devido a acidez relativa entre eles, onde o

centro de Fe!' € o mais acido. Os valores para os trés complexos sdo comparaveis
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aqueles obtidos para o complexo [Fe''(u-OH)Zn'(L1)] (pKa1 = 3,33, pKaz2 = 5,07 e
pKas = 8,21) ja reportado por Piovezan (Piovezan et al. 2010).

O ligeiro aumento no pKas € provavelmente devido a presenca do anel de
seis membros presente nos trés complexos, enquanto que em [Fe'(u-OH)Zn''(L1)] o
grupo aminopiridil forma um anel de cinco membros quando coordenado com o
centro Fe''. Os valores de pKa:z indicam uma acidez aumentada para a agua ligada a
Fe! no complexo 2 quando comparada com o complexo 1. Para o complexo 3, o
efeito oposto foi observado. Este comportamento esta de acordo com os potenciais
de reducgao (Tabela 13) e as energias LUMO (Figura 34) dos complexos.

A diminuigéo nos valores de pKas para 2 e 3 é consistente com efeitos de
segunda esfera, como relatado anteriormente (Camargo et al. 2018). O pKas é
observado apenas para os complexos 2 e 3 e representa, portanto, os equilibrios
associados as modificagcdes do ligante. Para o complexo 2, este equilibrio é atribuido
a protonacao/desprotonacao do grupo aminoguanidina (Figura 37); para o complexo
3 é atribuido a protonacgao/desprotonagcéo da amina do grupo etilenodiamina (Figura
38). Ambas as atribuigdes estdo de acordo com os valores para aminas livres em
solugdo (Cox 2013). Dois valores adicionais de pKa foram observados para o
complexo 3 a 4,67 + 0,15 (atribuido a dissociagdo das espécies protonadas na

posicao N1 da purina) e 11,17 + 0,30 (atribuido a dissociacéo do imino hidrogénio na

)
posicdo N9 da purina) e pode ser observado no Apéndice A4 ( Benoit 1985).

4.2.9 REATIVIDADE- ATIVIDADE HIDROLITICA

Um dos objetivos da quimica biomimética € a obtencdo de moléculas que
exibam atividade catalitica analoga a das enzimas. Sendo assim, todos os
complexos foram testados quanto as suas propriedades cataliticas como hidrolases
sintéticas e os resultados dos testes cinéticos de reatividade estdo descritos nesta

secao.

4.2.9.1 Efeito do pH na hidrélise do 2,4-BDNPP
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A atividade de fosfodiesterase dos complexos para a hidrdlise do substrato
2,4-BDNPP mostrou uma forte dependéncia do pH (Figuras 39, 40 e 41). Os dados
foram ajustados de acordo com a equagéo 1, utilizando y = 0,3 (Kantacha et al.
2011).

1+ yKgo

HtT
V=Vo w5z B0

Ka1 [H+]

Em cada caso, a dependéncia do pH das velocidades iniciais exibiu um
comportamento em forma de sino, com atividades maximas em torno de pH 7,5, 7,0
e 6,5 para os complexos 1, 2 e 3, respectivamente. Esses valores maximos sao
consistentes com aqueles relatados para compostos com ambientes de coordenagao
similares (Peralta 2010; Lanznaster 2002). Embora sejam um pouco mais elevados
do que os relatados para PAPs, eles estdao bem dentro da faixa de outras hidrolases
bimetalicas com ambientes de coordenacdo semelhantes (por exemplo, urease,
varias diesterases, metalo-B-lactamases) (Zambelli et al. 2011; Selleck et al. 2016;
Pedroso et al. 2016). Enquanto os perfis em forma de sino para os complexos 2 e 3
sdo um pouco mais amplos do que para 1, cada complexo atinge um maximo entre
pKaz e pKas (ver Tabela 14) o que sugere que o hidréxido ligado ao centro de Fe''
atua como nucledfilo e o substrato provavelmente esta ligado ao centro de Zn'"
deslocando a molécula de agua a ele coordenada (Figuras 36, 37 e 38 acima). Esse
mecanismo esta de acordo com o proposto para outros biomiméticos de metalo-
hidrolases dinucleares (Camargo et al. 2018; Peralta et al. 2010; Neves et al. 2007,
Bernhardt 2015) e varios sistemas da enzima correspondente. (Twitchett 2002;
Hadler et al. 2009; Mitic et al. 2014).

Figura 39 - Dependéncia das velocidades iniciais pelo pH na reagéo de hidrélise do
2,4-BDNPP pelo complexo 1 [Complexolfina = 2x10™° mol L', [2,4-BDNPPJfina =
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2x1072 mol L', [tampdes 4,5-9,5]sina= 0,05 mol L' em solugdo de CH3CN/H20 (1:1
v/v) a 25 °C (linha pontilhada).
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Figura 40 - Dependéncia das velocidades iniciais pelo pH na reagcao de hidrdlise do
2,4-BDNPP pelo complexo 2 [Complexo]ina = 2%x107° mol L-1, [2,4-BDNPP]final =
2x1073, [tampdes 4,5-9,5]fina= 0,05 mol L' em solugdo de CH3CN/H20 (1:1 v/v) a 25
°C (linha pontilhada).
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Figura 41 - Dependéncia das velocidades iniciais pelo pH na reagéao de hidrélise do

2,4-BDNPP pelo complexo 3 [Complexolfina = 2x10™° mol L, [2,4-BDNPPJfinal =
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2x1072 mol L', [tampdes 4,5-9,5]sina= 0,05 mol L' em solugdo de CH3CN/H20 (1:1
v/v) a 25 °C (linha pontilhada).
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4.2.9.2 Efeito da concentragdo do substrato 2,4-BDNPP

A dependéncia das velocidades iniciais de hidrdlise frente a concentragao de
2,4-BDNPP foi investigada com os complexos em seu pH 6étimo (Figuras 42, 43 e
44). E evidente que as modificacdes do ligante nos complexos 2 e 3 levam a um
aumento significativo (> 10 vezes) das taxas de reacdes, indicando a relevancia dos

efeitos de segunda esfera na otimizacdo da eficiéncia catalitica da biomimética
(Camargo et al. 2018).

Figura 42 - Dependéncia da concentracdo do substrato sobre as velocidades de
hidrélise no pH étimo (pH 7,5) para o complexo 1. [complexo]fina = 2%x107° mol L,
[tampa&o]fina= 0,05 mol L' em solugdo de CH3CN/H20 (1:1 v/v) a 25 °C.
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Figura 43 - Dependéncia da concentragao do substrato sobre as velocidades de

hidrélise no pH 6timo (pH 7,0) para o complexo 2. [complexo]fina = 2x107° mol L,

[tampao]fina= 0,05 mol L-! em solugdo de CH3CN/H20 (1:1 v/v) a 25 °C.
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Figura 44 - Dependéncia da concentragdo do substrato sobre as velocidades de
hidrélise no pH étimo (pH 6,5) para o complexo 3. [complexo]final = 2%x107° mol L™,
[tamp&o]fina= 0,05 mol L-' em solugdo de CH3CN/H20 (1:1 v/v) a 25 °C.
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Para os complexos 2 e 3 foram realizados os experimentos em todos os
valores de pH e os graficos da razéo kcat/Km vs pH sdo apresentados nas Figuras 4 e
46. A equacao de Michaelis-Menten vo = Vmax ([S)/([S] + Kwm) foi usada para calcular
0s parametros cinéticos kcat € Km (constante de Michaelis). Os parametros cataliticos
relevantes estdo resumidos na Tabela 15; complexos relacionados também foram

incluidos (Silva et al. 2017; Carmargo et al. 2018, Jarenmark et al. 2011).

Figura 45 - Dependéncia da eficiéncia catalitica (kcat/Km) obtida em cada valor de pH
(4,5-9,5) para 2.
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Silva e colaboradores relataram complexos de Fe''Zn! usando um ligante

inicial muito semelhante ao do complexo 1, mas contendo um atomo de carbono a

menos no lado macio do ligante (compare as Figuras 5 e 18). Esta modificagcédo

praticamente nao teve efeito sobre kcat € apenas uma pequena sobre Kwm, levando a
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um impacto geral muito modesto sobre a eficiéncia catalitica (kcat/Km). Esta pequena
variacao era esperada para o kcat, que tem maior influéncia no lado duro do ligante
(onde se encontra o ion Fe'' e o nucledfilo). Em contraste, a adicdo do grupo
aminoguanidina ao lado duro do ligante (Fe"') no complexo 2 conduz a um aumento
de 9 vezes na eficiéncia catalitica. Um outro aumento de 50% na eficiéncia catalitica
€ alcangcado quando se modifica o lado duro do ligante com o grupo aminopurina
que é mais rigido e planar (complexo 3). Semelhante a eficiéncia catalitica, a
constante de associagdo Kassoc (= 1/Km) aumenta de 148 para 325 do complexo 1
para o complexo 3 (Tabela 15), demonstrando que a presenca dos grupos amino

protonados, carregados positivamente, melhora a ligagao do substrato.

Tabela 15 - Parametros cinéticos para a hidrolise do 2,4-BDNPP catalisado pelos

complexos 1, 2 e 3 e outros complexos para comparagao.

Complexo Kcat Km Kassoc kcat/ Km pH
(s (x10%)  (molL")(x (Lmol") (L mol's™)
103)
1 0,35+1,02 6,75+ 1,57 148 0,05 7,5
2 1,86+1,92 4,28+ 0,32 233 0,43 7,0
3 1,94+ 2,99 3,07+ 0,38 325 0,63 6,5
Silva et al. 2017 0,32+ 0,03 3,40+ 0,57 294 0,09 7,0
Jarenmark et al.
0,67 0,03 36 0,02 6,6
2011
Camargo et
0,21+ 0,01 0,66+ 0,03 1500 0,32 6,5
al.2018

No complexo 2, assim como no complexo reportado por Silva 2017, esse
aumento na eficiéncia catalitica se deve a interagdes eletrostaticas. No complexo 3,
interacdes adicionais do tipo m-stacking através do grupo aminopurina levam a um

aumento adicional da ligagéo do substrato, como mostrado na Figura 47.

Figura 47 - Efeito isotopico de deutério na clivagem hidrolitica do 2,4-BDNPP em
D20 para os complexos 1, 2 e 3.
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E interessante notar que em um complexo Fe'"Zn! usando uma estrutura de
ligante semelhante aos complexos 1, 2 e 3, mas com uma maior modificagdo no lado
duro do ligante, utilizando o grupo pireno, a ligagdo do substrato é reforgada (ou
seja, alta Kassoc € baixa Km; Tabela 15). No entanto, este ganho na afinidade tem um
preco porque O seu kcat € menor do que o do sistema ndo modificado (isto é,
complexo 1), conduzindo a uma eficiéncia catalitica global menor do que a dos
complexos 2 e 3 (Camargo et al. 2018). Vale salientar que o mecanismo de hidrélise
apresentado por Camargo e colaboradores é diferente, e dessa forma, ndo pode ser
igualmente comparavel, contudo, o tipo de interacdo existente na segunda esfera é
semelhante. Assim, entende-se que a otimizagcdo da eficiéncia catalitica de um
sistema de ligantes requer um equilibrio fino entre a ligacdo de um substrato e a
apresentacao deste substrato numa orientacdo adequada ao centro catalitico. Isso
naturalmente explica a complexidade estrutural observada nas enzimas naturais e
define o grande desafio para o quimico sintético.

De modo a analisar se o produto monoéster formado apds a hidrolise de 2,4-
BDNPP também é hidrolisado, foi realizada uma reagcao estequiométrica entre os
complexos e o substrato. Para cada complexo, apdés 55 h de incubacgao a 50 °C,
observou-se apenas atividade diesterasica, em concordancia com estudos
realizados com os complexos relacionados listados na Tabela 14 (Silva et al. 2017;
Camargo et al. 2018, Jarenmark et al. 2011). O numero de ciclos cataliticos,

estimado a partir de uma reacao que foi monitorada por 24h a 25 °C em 445 nm (€ =
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3600 L.mol*.cm") com uma relagdo substrato/complexo de 50:1, apresentou valores
de 10, 8 e 11 turnovers, respectivamente, para os complexos 1, 2 e 3 em seus pHs
otimos, resultados estes, que estdo de acordo com compostos similares ja relatados
(Silva et al. 2017; Camargo et al. 2018; Peralta et al. 2010).

O efeito isotépico do deutério na velocidade de hidrdlise foi determinado para
investigar se ocorre transferéncia de protons na etapa determinante da velocidade
da reacado (Figura 47). A relagdo kH/kD para 1 € 0,82, que se encontra dentro da
faixa (0,80 <kH/kD <1,50) onde a transferéncia de protons ndo contribui para o
passo limitante da reagao (Deal 1996). Em contraste, para os complexos 2 e 3 os
valores correspondentes séao 2,13 e 2,31, respectivamente; Assim, € provavel que a
catalise ocorra através de um mecanismo de base geral (kw/ko> 2) com uma
transferéncia de prétons ocorrendo durante a etapa de determinacédo da velocidade
(Deal 1996).

Experimentos cinéticos com o objetivo de avaliar o efeito da temperatura nas
velocidades de catalise hidrolitica foram realizados de 25 a 50 °C, proporcionando

estimativas dos parametros de ativagcéo das reacgdes (Tabela 16).

Tabela 16 - Parametros de ativagédo obtidos através da equagédo de Eyring para os

complexos 1-3.

AH TAS™ AG*
(kJ mol) (kJ mol) (kJ mol)

H2Q(Bunton 1969) 79,0 -34,4 113,8
74,4 £0,2 -17,0+ 0,1 91,4+05
2 43,2+ 0,4 -45,7+0,2 89,0+0,6
19,7+0,3 -68,7 £ 0,2 884+04

aa25°C

A influéncia da segunda esfera de coordenacédo pode ser dividida em um
efeito entalpico e outro entropico. A contribuicdo entalpica para a barreira de
ativagao diminui (¢ menos endotérmica) de 1 para 3, provavelmente devido a
estabilizacédo do estado de transigdo (TS) através de ligagbes de hidrogénio e
interagdes eletrostaticas entre os grupos aminoguanidina e aminopurina dos ligantes
e o substrato 2,4-BDNPP.
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No entanto, estas interagdes de ligagdo melhoradas entre o substrato e os
ligantes também conduzem a uma alteragcdo significativa da entropia (ordem
melhorada durante o TS) em ambos os complexos modificados. Como resultado, o
AG” indica que as barreiras de ativagcdo para os dois complexos modificados sdo
menores que as do complexo 1 ndo modificado, de acordo com as eficiéncias
cataliticas aumentadas de 2 e 3 (Tabela 15), porém nao tanto quanto poderia ser,

devido a uma mudanga de entropia desfavoravel (Souza et al. 2013).

4.2.9.3 PROPOSTAS MECANISTICAS PARA A HIDROLISE DO 2,4-BDNPP

Tendo em vista os resultados obtidos e discutidos nas se¢des anteriores
propde-se os mecanismos de clivagem hidrolitica do 2,4-BDNPP para os complexos
1, 2 e 3, mostrando que 2 e 3 atuam por um mecanismo semelhante. Algumas das
evidéncias para esta proposicdo foram obtidas das diversas técnicas de
caracterizagao cujos complexos aqui descritos foram submetidos (segéo 3).

Comum a cada sistema, e também de acordo com propostas para complexos
Fe''Zn" relacionados (Souza et al. 2013, Carmargo et al. 2018; Peralta et al. 2010 e
Neves et al. 2007), um hidréxido ligado ao centro de Fe'' (pKa2; Tabela 14)
desempenha um papel crucial no mecanismo (Esquemas 4, 5 e 6).

Além disso, no complexo substrato-catalisador inicial, o substrato liga-se ao
centro de Zn', deslocando a molécula de agua. No entanto, a diferenga observada
no efeito isotdpico do solvente (kn/kp) entre 1, 2 e 3 indica uma variagdo mecanistica
distinta entre os complexos modificados e o complexo inicial. Para 1, nenhuma
transferéncia de prétons é relevante na etapa determinante da velocidade e um
esquema mecanistico mais simples envolve o papel do hidroxido ligado ao centro de

Fe'' como nucledfilo (Esquema 4).

Esquema 4 - Proposta mecanistica para a hidrélise do diéster de fosfato promovida

pelo complexo 1.
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Em contraste, uma transferéncia de préton desempenha um papel
importante no mecanismo empregado por 2 e 3; a razdo ku/kp > 2 sugere o
envolvimento de uma base geral. Assim, € proposto que o hidréxido ligado ao Fe'"
ative uma molécula de agua ligada por uma ligacédo de hidrogénio atuando como
nucledfilo iniciador da reacédo (Esquemas 5 e 6). Os aumentos das Kassoc € kcat, bem
como a estabilizagdo da TS para 2 e 3, sdo atribuidos a efeitos de segunda esfera
que levam a uma melhor ligagdo do substrato e possivelmente também facilitam a
ligacado do nucledfilo nessa esfera externa.

Na etapa final do ciclo catalitico, o produto monoéster DNPP ¢é liberado e
duas moléculas de agua reconstituem o centro catalitico. Aqui, uma grande diferenca
entre os esquemas mecanisticos propostos para 1, 2 e 3 € que no complexo 1 o
DNPP é ligado a ambos os ions metalicos, enquanto nos complexos modificados ele
sO interage com o centro de Zn'". Assim, espera-se que o deslocamento do DNPP
seja mais rapido nos complexos modificados, de acordo com seus valores de kcat
significativamente aumentados quando comparados a 1 (Tabela 15).

E interessante notar que os esquemas mecanisticos semelhantes também
foram propostos para as PAPs; dependendo da composi¢cao do ion metalico no sitio

ativo e também do substrato utilizado, as PAP parecem ser capazes de utilizar ou
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um hidréxido ligado ao centro de Fe'', ou um hidroxido na esfera externa como

nucledfilos para iniciar a reagao de hidrélise (Mitic et al. 2010) .

Esquema 5 - Proposta mecanistica para a hidrélise do diéster de fosfato promovida

pelo complexo 2.

Ph
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Esquema 6 - Proposta mecanistica para a hidrélise do diéster de fosfato promovida

pelo complexo 3.
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5 CONCLUSOES

Foram sintetizados e caracterizados por IR, '"H NMR, o ligante inédito
H2oL1bpea e a partir deste, fez-se a derivatizagdo com os grupos aminoguanidina e

6-aminopurina dando origem a mais dois ligantes inéditos, HzL1bpea-amig e
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H2oL1bpea-apur. Ambos os ligantes apresentam caracteristicas binucleantes n&o-
simétricas e seus precursores também foram sintetizados com bons rendimentos e
grau de pureza adequado a sintese dos compostos de coordenagédo descritos ao
longo deste trabalho. Partindo-se do ligante Hz2L1bpea, foi sintetizado o complexo 1
[(OH)Fe''(u-OH)Zn"(H.0)(L1bpea)](ClO4), a partir do ligante HzL1bpea-amig o
complexo 2 [(OH)Fe''(u-OH)Zn"(H20)(L1bpea—amig)](CIO4) e a partir do ligante
H2L1bpea-apur o complexo 3 [(OH)Fe!(u-OH)Zn"'(H20)(L1bpea—apur)](CIO.).

Estes complexos foram caracterizados por analise elementar de CHN, para
poder se encontrar suas formulas minimas; por espectrometria de absorgao atdémica
podendo qualificar e quantificar os metais presentes; por infravermelho, de onde
foi possivel identificar as bandas provenientes dos ligantes e contra-ions;
espectroscopia eletrébnica em solucao e sélida, de onde se atribuiram bandas d-d
e de transferéncia de carga; eletroquimica, cujos experimentos forneceram os
valores dos potenciais redox; titulagdo potenciométrica, que possibilitou a
obtencdo das constantes de protonacao e os calculos tedricos para se comparar e
corroborar com as informacgdes coletadas.

Testes de atividade frente ao substrato modelo 2,4-BDNPP assistidos pelos
complexos 1, 2, e 3 foram realizados e as modificacbes realizadas nos ligantes
conduziram a um aumento significativo da afinidade de ligagcao (Kassoc) € eficiéncia
catalitica para o substrato modelo 2,4-BDNPP. No geral, os resultados aqui
relatados demonstram um efeito bastante significativo de segunda esfera na catélise
de substratos diéster. Enquanto a adicdo de grupos funcionais pode aumentar as
interacdes entre o catalisador e o reagente (evidenciado por uma afinidade de
ligacdo melhorada), essas interagdes precisam ser afinadas cuidadosamente para
evitar um alinhamento néo-ideal entre o reagente e o nucledfilo que desencadeia a
hidrdlise . Uma possivel extensao para esses estudos pode envolver modificagdes
na por¢ao macia do ligante, onde se encontra o centro de Zn'. No entanto, o estudo
obtido aqui demonstra o potencial das modificagdes da esfera externa no projeto de
ligantes adequados para complexos hidroliticos que podem ser uteis em aplicagdes

como a terapia do cancer.
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APENDICE A

A1. Espectro de "H NMR do ligante bpea em CDCla.
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A2. Espectro de "H NMR do ligante bpeamff em CDCls.
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A3. Espectro de 'H NMR do ligante bpeamffmetPy em CDCla.
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A4. Proposta para os equilibrios observados no complexo 3 em solugao H20/CH3sCN
1:1; 1=0,1 mol L' (KCI) a 25° C.
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