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RESUMO

Neste trabalho, foram sintetizados e caracterizados dois novos modelos biomiméticos
heterobinucleares de Ga/M" de fosfatases 4cidas purpuras substituidas, a partir do ligante
derivatizado com um grupo aminodlcool na cadeia lateral para o estudo de efeitos de segunda
esfera de coordenacdo na catdlise da hidrdlise de ésteres de fosfato. A caracterizacdo dos
complexos foi realizada por técnicas de espectroscopia nas regides do IR e UV,
espectrometria de massas, andlise elementar de CHN e titulagcdes espectrofotométricas.
Estudos cinéticos revelaram que os complexos contendo grupos aminodlcool sdo capazes de
aumentar os valores da constante catalitica (k.,) da reacdo de hidrdlise do substrato modelo
2,4-BDNPP e diminuir os valores da constante de Michaelis (Ky), elevando a eficiéncia
catalitica em relagcdo aos seus andlogos que possuem apenas a primeira esfera de coordenagdo.
Ensaios de efeito isotopico de deutério e de inibicdo de atividade pelo anion fluoreto
permitiram a proposta de um mecanismo de reacdo diferente dos observados até entdo para
modelos biomiméticos de PAPs, onde um grupo OH presente na segunda esfera de
coordenagdo atua como nucledfilo. Os complexos sintetizados realizam a reagdo de hidrolise
através de dois caminhos mecanisticos distintos que atuam em conjunto contribuindo para o
aumento da velocidade de reacdo. A modificacdo da segunda esfera de coordenagdo com a
inclus@o de um aminodlcool possibilitou a existéncia de uma segunda espécie nucleofilica,
que demonstrou ser relevante na atividade dos complexos estudados. Os efeitos de segunda
esfera de coordenagdo observados vao além daqueles ja propostos que contemplam apenas o
aumento da interagdo do substrato com o catalisador através de interacdes eletrostaticas ou
ligacGes de hidrogénio.

Palavras-chave: Fosfatases 4cidas putrpuras (PAPs). Complexos biomiméticos. Segunda
esfera de coordenacao.






ABSTRACT

This work consists on the synthesis, characterization and kinetic studies of second
coordination sphere effects of two new biomimetic models for substituted purple acid
phosphatases that are heterobinuclear Ga"/M" complexes containing one aminoalcohol side
chain. The characterization of the complexes was performed using both UV and IR
spectroscopy, mass spectrometry, CHN elemental analysis and spectrophotometric titrations.
Kinetic studies revealed that complexes containing aminoalcohol groups are capable of
increasing the catalytic constant (k.,) values of the hydrolysis reaction of the 2,4-BDNPP
substrate and decreasing the Michaelis constant (Ky) values, thus increasing the catalytic
efficiency in relation to its analogues which have only the first sphere of coordination
approach. Deuterium isotope effect and fluoride inhibition assays allowed the proposal of a
different reaction mechanism from those observed until then for biomimetic models of PAPs,
with te OH group present on the second coordination sphere acting as a nucleophile. The
synthesized complexes perform the hydrolysis reaction through two distinct mechanistic paths
that act together contributing to the increase of the reaction rate. The inclusion of an
aminoalcohol on the second coordination sphere allowed the existence of a second
nucleophilic specie, which proved to be relevant in the activity of the studied complexes. The
second coordination sphere effects herein presented go beyond those already proposed who
contemplate only the increase of the substrate-complex interactions through hydrogen
bonding and electrostatic interactions.

Keywords: Purple acid phosphatases (PAPs). Biomimetic complexes. Second coordination
sphere.
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2,4-DNPP - 2,4-dinitrofenilfosfato
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t — Tripleto
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H2py3mff - 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil ]-4-metil-6-[ N-(2-hidroxi-3-formil-5-
metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometil Jfenol

H2LdiaminOH - 2-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil } -6-{ [(2-hidroxi-3-{[(2-[(2-
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1 JUSTIFICATIVA

Apds a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina, a procura por novos
complexos metédlicos com essa mesma caracteristica vem crescendo constantemente. As
enzimas, por suas caracteristicas unicas, como a alta especificidade e atividade cataliticas,
despertam um grande interesse em diversas dreas de pesquisa, entre elas a quimica
bioinorganica e quimica medicinal. Por possuirem em seus sitios ativos centros metdlicos, as
enzimas motivam a sintese de diversos complexos que mimetizem sua estrutura ou
funcionalidade, seja com o objetivo de elucidacdo do seu mecanismo de acdo, seja na busca
de novos farmacos e compostos com aplicagdes biotecnoldgicas.

O 4cido desoxirribonucleico (DNA) é o alvo mais importante para o
desenvolvimento de novos farmacos antitumorais devido ao seu papel fundamental nos
processos de replicacdo e transcricdo. A capacidade de uma substancia de clivar o DNA € de
extrema importancia tanto do ponto de vista medicinal como nas dreas de biotecnologia e
engenharia genética. Através dessa propriedade, um modelo biomimético pode ser aplicado,
por exemplo, para clivar as ligacdes de diéster de fosfato do DNA de uma célula cancerigena,
destruindo assim a sua estrutura celular. Além disso, a possibilidade de um complexo modelo
clivar de maneira especifica 0 DNA com determinadas sequéncias de bases especificas é
altamente desejdvel para sua aplicacdo como nuclease de restri¢do, utilizada em técnicas de
recombinacdo do DNA.

As fosfatases dcidas purpuras (PAPs) sdo enzimas de grande interesse bioldgico por
atuarem na hidrélise de ésteres de fosfato, uma vez que modelos bioinspirados dessas enzimas
possuem potencial para clivar as ligacdes de fosfato presentes no DNA. Nesse contexto, o
grupo de pesquisa LABINC (Laboratdrio de Bioinorgéanica e Cristalografia) vem ao longo de
sua historia trabalhando na construcio de modelos biomiméticos de fosfatases &cidas
purpuras. Através dos trabalhos desenvolvidos, foi possivel obter compostos com
propriedades eletronicas e estruturais semelhantes ao sitio ativo da enzima. Desse modo, os
esforcos atuais consistem em modular a atividade catalitica dos complexos através da insercao
de grupos que, mesmo ndo coordenados diretamente aos centros metédlicos, possuem papel
fundamental no mecanismo de rea¢cao, podendo aumentar ou reduzir a eficiéncia catalitica.

Tais efeitos motivam a sintese de diversos modelos biomiméticos de fosfatases
dcidas purpuras possuindo estruturas de modo a obter uma segunda esfera de coordenacdo

capaz de auxiliar na hidrélise de ésteres de fosfato. A proposta do presente trabalho é a
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inclus@do de um aminodlcool na segunda esfera de coordenacdo de modelos bioinspirados,
visando-se avaliar o efeito da presenca de uma hidroxila terminal ndo coordenada ao metal na

atividade catalitica dos complexos estudados.
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2 INTRODUCAO
2.1 CATALISE E QUIMICA BIOMIMETICA

A catélise é um fendmeno do qual a humanidade se beneficia desde o inicio de sua
histéria como, por exemplo, na obtengdo de dlcool a partir do agticar através da fermentacdo.'
O primeiro uso conhecido de um catalisador inorganico € de 1552, quando Valerius Cordus
promoveu a conversio de dlcool em éter utilizando 4cido sulfdrico.” Apesar de processos
cataliticos ja serem utilizados pela humanidade ha tanto tempo, somente em 1835 os conceitos
de catélise e catalisador foram definidos por Berzelius,3 dando inicio a uma nova era de
descobertas nessa rea.”

Desde entdo, uma grande diversidade de catalisadores foi descoberta e o processo de
catélise foi melhor compreendido entre os pesquisadores. Muitos processos cataliticos sdo
atualmente fundamentais para humanidade, como a sintese de amonia a partir de nitrogénio e
hidrogénio,5 o craqueamento catalitico do pcf:tr(’)leo6 e a produgcdo de polimeros com a
utilizacdo de catalisadores do tipo Ziegler—Natta,7 por exemplo. A catélise, por mais que ja
tenha revolucionado o modo de viver da sociedade, ainda é uma drea de pesquisa com uma
grande perspectiva de crescimento pois hd uma constante busca por novos farmacos,
processos industriais mais eficazes e novas tecnologias.®”

Embora o uso de catalisadores esteja amplamente difundido e haja atualmente uma
série de processos industriais bastante eficazes, ainda existe um grupo de moléculas com
propriedades cataliticas Unicas que fascina os pesquisadores: as enzimas. Suas caracteristicas
mais intrigantes sdo as altas quimio, régio e enantiosseletividades, além de grande afinidade e
capacidade de reconhecimento do substrato.'”  Esses catalisadores bioldgicos
macromoleculares sdo capazes de realizar transformagdes quimicas jamais alcancadas até
entdo por sistemas cataliticos sintéticos.'’ As enzimas da superfamilia do citocromo P450, por
exemplo, catalisam diversas reagdes de oxidacdo como hidroxilagdo de ligagdes C-H
saturadas, oxidacdo de compostos aromdticos e reacdes de epoxidacdo com rendimentos
praticamente quantitativos, utilizando oxigénio molecular como oxidante e a temperatura
ambiente e pressdo atmosférica.'” J4 os catalisadores sintéticos convencionais requerem o
emprego de altas temperaturas e pressoes, emprego de oxidantes fortes, além de as reacdes
apresentarem baixas conversdes e seletividade quando comparadas as reacoes

enzimaticas.' >
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Apesar de as enzimas serem os catalisadores mais eficientes conhecidos e possuirem
grande aplicacdo nas industrias farmacéuticas e alimenticias, onde a seletividade das reagdes €
fundamental, algumas de suas caracteristicas impedem uma utilizacdo mais ampla em escala
industrial.'' A sua natureza fragil, caracterizada por fatores como baixa estabilidade térmica,
sensibilidade ao pH e baixa tolerancia a solventes organicos e fons metalicos, limita o
emprego de enzimas em processos cataliticos."

Inspirados pelas habilidades impares das enzimas como catalisadores e visando
manter a alta eficiéncia catalitica dessas e eliminar suas principais desvantagens, como baixa
estabilidade e elevados custos de isolamento e purificacdo, pesquisadores desenvolveram
diversos modelos biomiméticos com aproximacdes estruturais e funcionais de enzimas.'® Esse
tipo de modelagem, na quimica bioinorganica, geralmente envolve a utilizacdo de metais de
transi¢do presentes no sitio ativo da enzima e ligantes com fungdes quimicas semelhantes as
dos residuos de aminoécidos coordenados a esses centros metélicos.'® A enzima superéxido
dismutase de manganés (SOD?2), por exemplo, possui um modelo sintético (Figura 1) onde os
anéis imidazodlicos e o oxigénio fendlico mimetizam os residuos de histidina e aspartato

ligados ao centro de manganés na SOD2, 1respectivamente.17

Figura 1 — Representagdo da enzima SOD2 (esquerda)18 e seu respectivo modelo biomimético
(direita)."”
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Fonte: adaptado de Ching ez al."” e Perry et al.'®

A partir de complexos biomiméticos com propriedades estruturais € comportamento
catalitico semelhantes aos das enzimas de interesse, € possivel verificar o efeito provocado
por alteragdes quimicas realizadas nos modelos, como a substituicao dos metais empregados e
modificacdo da primeira e segunda esfera de coordenacdo dos compostos. Estudos como esse

possibilitam uma melhor compreensdao do mecanismo da reagao catalisada pela enzima, além
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de oferecer a perspectiva de obtencdo de catalisadores com propriedades adequadas para
diversas aplicacdes, principalmente com foco em quimica medicinal."”* Um exemplo disso
sao as enzimas hidrolases e fosfatases, cujo estudo e desenvolvimento de complexos modelos
podem viabilizar compostos com propriedades adequadas para a clivagem de DNA de células
cancerigenas, visando uma aplicacdo de relevancia para a humanidade no tratamento do

cancer.

2.2 EFEITOS DE SEGUNDA ESFERA DE COORDENACAO

Embora modelos biomiméticos tenham obtido €xito em se aproximar estruturalmente
do sitio ativo de enzimas e possuam ligantes com fungdes quimicas semelhantes aos residuos
de aminodcidos coordenados aos centros metdlicos dessas, a diferenca de atividade catalitica
entre complexos sintéticos e enzimas ainda é marcante.”* Isto ocorre porque faltam aos
compostos bioinspirados interacdes ndo covalentes presentes nas enzimas, como ligacdes de
hidrogénio, interacdes eletrostaticas, efeitos hidrofébicos e forcas de van der Waals.

Estudos na drea de engenharia de proteinas revelaram que mudangas em alguns
aminodcidos ndo coordenantes em enzimas levam a uma perda significativa de atividade ou
seletividade na catdlise. Esses aminodcidos que ndo estdo diretamente coordenados aos
centros metdlicos sdo indispensdveis para a eficiéncia catalitica e sdo chamados de grupos de
segunda esfera de coordenagﬁo.24 As interacdes proporcionadas pelas moléculas presentes na
segunda esfera de coordenacdo das enzimas modulam as caracteristicas fisico-quimicas dos
sitios ativos, assim como permitem reconhecimento e atragdo pelo substrato, atingindo os
requisitos para que ocorra a reacdo.”

Para ilustrar a relevincia de tais efeitos, toma-se como exemplo a enzima
carboxipeptidase A% capaz de clivar ligacdes peptidicas, que € um dos tipos de ligacao mais
estavel encontrado na natureza. Essa peptidase, especifica para peptideos C-terminais, contém
um centro metélico de zinco e atua por um mecanismo dcido-base onde os efeitos de segunda
esfera de coordenagdo sao determinantes na catédlise (Figura 2). O residuo de tirosina (Tyr248)
proporciona especificidade com o substrato via interagdes hidrofébicas através do anel
aromético enquanto o hidrogénio fendlico realiza ligacdo de hidrogénio com oxigénio do
grupo carboxilato do substrato, promovendo a dessolvatacao e uma orientagdo favordvel para
a catdlise.”” O residuo de arginina (Argl45) realiza duas ligagdes de hidrogénio com o grupo

carboxilato, ancorando o substrato e contribuindo para a especificidade da catalise. A funcao
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do residuo de glutamina (Glu270) € de abstrair o hidrogénio da molécula de 4gua coordenada
ao centro de zinco, gerando o nucledfilo responsdvel pelo ataque e, posteriormente, transferir
o préton ao substrato para polarizar a ligacdo de amida e expulsar o grupo de saida.”® Um
segundo residuo de arginina (Argl27) é responsdvel por estabilizar o estado de transi¢cdo
tetraédrico proposto através de ligacdao de hidrogénio com o oxigénio da carbonila do

substrato.?’

Figura 2 — Sitio ativo da Carboxipeptidase A e o papel da segunda esfera de coordenacio.
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Fonte: adaptado de Zhao et al.**

Através de descobertas mecanisticas obtidas, como o papel dos aminodcidos
residuais na atividade da Carboxipeptidase A, observa-se que os efeitos de segunda esfera de
coordenacgdo sdo responsaveis por diversas fun¢des fundamentais na catdlise enzimatica, entre
elas: proporcionar afinidade e especificidade com o substrato, estabilizar o estado de
transicdo, ativar o nucledfilo e auxiliar na geracao e expulsao do grupo de saida. As interacdes
mais comuns presentes na segunda esfera de coordenacdo sdo atragdes eletrostaticas, ligacdes
de hidrogénio e interacdes hidrofébicas.*

Os aminoécidos mais comumente encontrados na segunda esfera de coordenagdo de
enzimas (Figura 3) s@o a histidina, cisteina, aspartato, glutamato, arginina, tirosina, serina e
lisina.”? Os grupos funcionais presentes nos aminodcidos auxiliam na catélise de diversas
formas, de acordo com suas caracteristicas. A lisina, arginina e histidina, por exemplo, sao

carregadas positivamente em pH fisiolégico, favorecendo atragdes eletrostéticas e realizando

ligagdes de hidrogénio com o substrato.” O glutamato e aspartato contém carboxilas que
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podem doar ou receber um préton na catdlise, o que favorece reacdes onde ha processos de
transferéncia de pr(’)ton.24 A tirosina, que possui um anel aromdtico em sua estrutura, € capaz
de realizar interagdes hidrofébicas com o substrato, contribuindo com a especificidade e
correto posicionamento dos reagentes para a catdlise.”* A serina e cisteina possuem os grupos
OH e SH, respectivamente, que atuam como nucledfilos realizando o ataque ao substrato,

.. . -32
principalmente em estearases, proteases e hidrolases.**”

Figura 3 — Residuos de Aminoicidos relevantes encontrados na segunda esfera de
coordenagdo de enzimas.
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

No desenvolvimento de modelos biomiméticos, uma estratégia eficaz € a inclusao de
grupos funcionais, na segunda esfera de coordenacdo, que sejam capazes de proporcionar
efeitos semelhantes aqueles que sdo provocados pela presenca dos residuos de aminoacidos
nas enzimas. Um dos principais exemplos dessa abordagem € a utilizacdo de aminas e iminas
na segunda esfera de coordenacdo, mimetizando residuos positivamente carregados em pH
fisiologico, como a lisina e histidina.”*° Guanidinas geralmente sdo empregadas como

24,41-43

grupos capazes de mimetizar a funcdo de residuos de arginina, enquanto &cidos

carboxilicos sdo utilizados por possuirem a capacidade de receber ou doar um préton, atuando

. . 444
de maneira semelhante a residuos de aspartato e glutamato.***
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A sintese de complexos biomiméticos com diferentes grupos funcionais na segunda
esfera de coordenacdo possibilita a compreensdo de detalhes mecanisticos de reacdes
catalisadas por enzimas. No trabalho desenvolvido por Mareque-Rivas er al.”’, foi
demonstrado que os pKas de nucledfilos possuem dependéncia direta da capacidade de
doacdo de ligacdes de hidrogénio na segunda esfera de coordenagdo: quanto mais as aminas
atuam como doadoras de ligacdes de hidrogénio, menor é o pKa das moléculas de 4gua
ligadas ao zinco (Figura 4). Nessa pesquisa, um complexo de zinco com trés aminas
aromdticas teve um pKa de 6,0, duas unidades abaixo do pKa observado para o respectivo

complexo sem as aminas.

Figura 4 — Influéncia das ligacdes de hidrogénio no pKa da dgua coordenada a um complexo
mononuclear de zinco.
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Fonte: adaptado de Mareque-Rivas et al.”’

Além das interagdes por ligacdoes de hidrogénio, as aminas, quando protonadas,
possibilitam interacOes eletrostdticas com o substrato, favorecendo e orientando a
coordenacdo ao centro metalico do catalisador. O primeiro modelo biomimético funcional de
fosfatase acida purpura capaz de realizar a hidrélise de um monoéster de fosfato continha uma
plataforma contendo aminas positivamente carregadas, conforme ilustrado na Figura 5.*° De
acordo com os autores do trabalho, tanto as interacdes eletrostaticas quanto as ligacOes de
hidrogénio sdo relevantes para a aproximacdo do substrato e coordenacdo de maneira
monodentada ao complexo binuclear de ferro.*® Esse tipo de associacdo com o complexo
possibilita que o nucledfilo presente no centro de ferro livre seja capaz de realizar o ataque ao

substrato, completando a reacgao.
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Figura 5 — Complexo binuclear de ferro com aminas carregadas positivamente capazes de
auxiliar a clivagem de um monoéster de fosfato.
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Fonte: adaptado de Comba ef al.*°

Apesar de a inclusdo de grupos funcionais em complexos biomiméticos ser capaz de
elucidar os papéis de alguns aminodcidos na segunda esfera de coordenacdao de enzimas e
proporcionar efeitos vantajosos para a catdlise, ainda hé outros fatores que podem e devem ser
considerados na constru¢do dos compostos modelo. O conjunto de residuos de aminodcidos
presentes na segunda esfera de coordenacdo possui uma estrutura especifica € muito bem
organizada de modo a permitir a aproximagdo do substrato na posi¢do adequada e promover
especificidade.’® Por isso, além da adicdo de grupos funcionais, outra estratégia que vem
sendo explorada para a construcdo de modelos é a utilizacdo de quimica supramolecular.
Conceitualmente, a presenca de moléculas com cavidades bem definidas, na segunda esfera
de coordenacdo de complexos, podendo receber o substrato, mimetiza o efeito do
microambiente de aminodcidos dispostos ao redor dos centros metdlicos das enzimas.>* Nesse

sentido, foram desenvolvidos modelos biomiméticos baseados em quimica supramolecular,

47-49 50,51

destacando-se o uso de ciclodextrinas, calix[n]arenos, e poucos estudos, mas

promissores, com cucurbit[n]urilas.sz’53 O desenvolvimento de catalisadores contendo
polimeros ou suportes s6lidos também vem sendo uma estratégia amplamente utilizada na

34,54

constru¢do de modelos biomiméticos, destacando-se a funcionalizacdo de silica, uso de

55,56 1. (oo 57 C o
=" e hidrogéis.”” Recentemente, foi sintetizado um complexo

polietilenoimina,36 dendrimeros

de cobre com abordagem de quimica supramolecular onde, através da tecnologia biotina-

estreptavidina, foi possivel a construcdo de um modelo de enzima artificial contendo uma
. = 58

proteina na segunda esfera de coordenacdo.”” Estudos com esse composto revelaram a

importancia do papel das ligacdes de hidrogénio entre a proteina e o ligante, favorecendo a
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sua coordenacdo ao centro metdlico e aumentando a constante de equilibrio de associacao
metal-ligante.

Com base nos resultados obtidos até entdo através de estudos de efeitos de segunda
esfera de coordenagdo, nota-se que que esta drea € promissora para a obten¢do de modelos
biomiméticos eficazes, visto que as proprias enzimas tém sua atividade intimamente
relacionada com o ambiente de residuos de aminodcidos ndo coordenados aos centros
metalicos. As fosfatases dcidas purpuras, por exemplo, sdo enzimas onde a alteracdo da
segunda esfera de coordenacdo provoca mudangas significativas na sua atividade.** Portanto,
a constru¢do de modelos destas ezimas que envolvam efeitos que vao além da primeira esfera

de coordenacdo sao necessdrios para que se obtenha complexos com boa eficiéncia catalitica.

2.3 FOSFATASES ACIDAS PURPURAS

As fosfatases dcidas purpuras sdo um grupo de monoestearases nao especificas que

59,60 . ~ .
Essas enzimas sao caracterizadas

catalisam suas reacOes em um intervalo de pH de 4 a 7.
por uma coloracido roxa intensa em sua forma inativa e pelo baixo pH de atividade 6tima,
motivo pelo qual receberam sua denominac;ﬁo.a’62 As PAPs pertencem ao grupo das
metalohidrolases binucleares, o qual também contém as proteinas serina/treonina fosfatases,
arginase, aminopeptidases, urease e a 3’-5’-exonuclease de DNA polimerase.”® Essas enzimas
possuem em comum a necessidade de dois fons metélicos proximos, formando um centro
binuclear capaz de realizar a reacdo de hidrdlise e, através de algumas variacOes mecanisticas
de enzima para enzima, desempenhar as suas fungdes biolgicas.”*

As fosfatases dcidas purpuras estdo presentes tanto em mamiferos quanto em plantas

60,65
e fungos.

Elas s3o as unicas hidrolases binucleares que possuem um sitio de valéncia
mista na sua forma cataliticamente ativa: Fe''-Fe" em mamiferos e Fe''-Zn" ou Fe-Mn" em
plantas e fungos.®* Uma notdvel caracteristica é que a substituicio de um dtomo de Fe" por
um de Zn" em uma fosfatase 4cida purpura de mamifero praticamente ndo afeta a atividade
catalitica e, 20 mesmo tempo, a substituicio de um atomo de Zn" por um de Fe" é igualmente
possivel em uma enzima de origem Vegetal.%’67

As PAPs binucleares de ferro apresentam duas formas interconversiveis: a inativa, de
colorag@o roxa, consistindo de um sitio de Fe'l_Fe! e, a cataliticamente ativa, que € rosa e
formada por um centro de Fe''-Fe". A coloracio dessas enzimas se dd devido a uma transi¢io
de transferéncia de carga ligante-metal de um residuo de tirosina para o dtomo de Fe' do

. 1 e A . . ..
centro binuclear.””®"%*% A existéncia das duas formas da PAP em mamiferos indica que a
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atividade dessa enzima pode ser modulada in vivo através do controle do estado de oxidagao
de um dos dtomos de ferro, j4 que o potencial de reducio do par Fe'/Fe" é de 340 mV em
relacdo ao eletrodo normal de hidrogénio (NHE) e o processo é reversivel.”"°

Embora as PAPs encontradas em mamiferos e plantas contenham apenas ferro, zinco
e manganés, ja foi provado que a substitui¢io do centro de Fe' por um centro de Ga'™ na
fosfatase 4cida purpura do ttero de suinos gerou derivados com uma atividade catalitica

111

. .. 71 . L.
bastante semelhante a da enzima original.” Dessa forma, o centro diamagnético de Ga™ pode

il TP ..
em complexos biomiméticos de fosfatases 4cidas

substituir o centro paramagnético de Fe
purpuras. Esta alteracdo proporciona vantagens importantes, visto que o uso de complexos de
gdlio permite a caracterizacdo por técnica de ressondncia magnética nuclear, além da
evidéncia de que existem compostos de gélio com atividades antitumorais. 7273

Através de sucessivos estudos realizados, principalmente a obtencdo da estrutura
cristalina do sitio ativo de diversos tipos de PAP, como a do feijdo vermelho e a de
mamiferos,”’*” foi possivel a elucidacdo do ambiente de coordenacdo ao redor do centro
binuclear dessas enzimas.®®*7%"’ Apesar de diferencas observadas entre as fosfatases acidas
purpuras de origem animal e vegetal, tendo elas menos de 20% de homologia na sequéncia de
aminodcidos, observa-se que as estruturas dos sitios ativos possuem uma similaridade
marcante.®> Em todas as PAPs, os dois centros metdlicos estio separados por uma distancia de
3,1 A e ligados em ponte de maneira monodentada por um residuo de aspartato ¢ um fon de

1) , .
ha um residuo de tirosina,

hidroxila. Coordenados diretamente ao centro metdlico de Fe
histidina e aspartato. J4 ao centro metdlico Mm" (onde M = Zn, Mn ou Fe), estao coordenados
dois residuos de histidina e um de asparagina.ﬁo’m’75 Na Figura 6’ é apresentada a

representacdo do sitio ativo de uma fosfatase acida ptrpura.



38

Figura 6 — Representa¢do esquematica do sitio ativo de uma PAP, incluindo os residuos de
aminodcido presentes na segunda esfera de coordenacao.
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Fonte: adaptado de Bosch er al.”’

Especial destaque deve ser dado aos trés residuos de histidina que apesar de nao
estarem diretamente coordenados aos metais (His 113, His 216 e His217), exercem um papel
fundamental na catélise. Modificagdes nesses residuos podem tanto aumentar quanto reduzir a
eficiéncia das PAPs, podendo até mesmo inativd-las totalmente.”® Quando os residuos de
histidina s3o substituidos por residuos de alanina na fosfatase 4cida purpura do feijdo,
observa-se um grande decréscimo na atividade catalitica, por exemplo.79 Portanto, os efeitos
de segunda esfera de coordenacdo demonstram importancia fundamental na eficiéncia dos
catalisadores, sendo necessdrio que modelos biomiméticos dessas enzimas sejam
desenvolvidos ndo apenas baseados na primeira esfera de coordenagdo, mas considerando
também os efeitos de segunda esfera que tornam a catdlise eficiente.

A proposta mecanistica aceita atualmente para as fosfatases dcidas purpuras,
incluindo os efeitos de segunda esfera de coordenacdo, foi desenvolvida por Klabunde et
al.(Figura 7).74 Inicialmente, o substrato se coordena de maneira monodentada ao centro
metélico de carga M(II) através da troca por uma molécula de d4gua coordenada a esse metal.
Através de interacdoes com o M(II) e com residuos de histidina ndo coordenados, o substrato
se posiciona de maneira adequada para sofrer o ataque nucleofilico de um ion hidréxido
coordenado ao centro de Fe(Ill). A inversdo de configuragdo do fésforo durante a catélise
indica que a reacdo ocorre via um mecanismo SN2, com a formagdo de um estado de

transicio pentacoordenado do substrato.* Novamente os residuos de histidina ndo



39

coordenados auxiliam na estabilizacdo do intermedidrio formado. Apds o ataque nucleofilico
do fon hidroxila ao fésforo e da formacdo e expulsao de uma molécula de dlcool, a molécula
de fosfato se coordena ao complexo de maneira bidentada. Finalmente, hé a troca de ligantes
onde uma molécula de 4dgua ataca o centro de Fe(Ill), liberando o produto da reacdo e, apds a

desprotonacao da molécula de dgua ligada ao Fe(Ill), reestabelecendo o catalisador.

Figura 7 — Proposta mecanistica para a hidrélise de um monoéster de fosfato por uma PAP.
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Dada a importancia da reacdo catalisada pelas fosfatases dcidas purpuras, diversos
modelos biomiméticos dessas enzimas foram desenvolvidos englobando tanto complexos com
abordagem da primeira esfera de coordenagdo quanto compostos com efeitos de segunda

78,81-83

esfera. Especial destaque deve ser dado ao primeiro complexo biomimético de PAP com

Mu-OH)Zn"] desenvolvido por Neves et al.** A partir desse modelo

a unidade estrutural [Fe
foi possivel obter caracteristicas estruturais e eletronicas bastante semelhantes as das enzimas.
A continuidade desse trabalho se deu com a criacdo de um novo ligante assimétrico, o
H,pysmff (Figura 8),% ponto de partida para a obtengdo de complexos com uma modelagem

de segunda esfera de coordenacdo. O ponto mais relevante desse ligante reside na
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versatilidade da carbonila presente no fenol terminal do H,pysmff, que permite diversas

modificacdes a fim de moldar a segunda esfera de coordenacdo dos complexos biomiméticos.

Figura 8 — Estrutura do ligante Hzpy3mff.85
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Fonte: elaborado pelo autor (2019).

Diversas transformacdes foram realizadas pelo grupo na carbonila do ligante
H,pysmff, como, por exemplo, a funcionalizagdo com 3-aminopropil silica,*® a adi¢do de
grupos pirenos intercalantes com o DNA, a adic¢do de diaminas com diferentes tamanhos de

388788 o a funcionalizacio com polietilenoimina.® Os efeitos de segunda esfera

cadeia
trabalhados, até entdo, proporcionam um aumento da afinidade do substrato pelo catalisador
através de interacOes eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio entre os grupos amina protonados
do ligante e o fosfato, levando a alteragdes relevantes nos parametros cinéticos dos complexos
desenvolvidos.

Neste contexto, o presente trabalho visa a obtencao de complexos biomiméticos de
Ga'""M" a partir de um novo ligante dinucleante (H,LdiaminOH, Figura 9) obtido da reacio
do Hypysmff com um aminoélcool. Os efeitos de segunda esfera de coordenagao de um grupo
OH terminal, mimetizando um residuo de serina, ainda sao desconhecidos em modelos
biomiméticos de PAPs e serdo o objeto deste estudo. A estratégia empregada neste modelo
consiste em desenvolver um composto que possua um nucledfilo na segunda esfera de
coordenagdo que seja capaz de reagir com ésteres de fosfato, auxiliando no processo de
hidrélise. A inspiracdo para este trabalho sdo as enzimas serina proteases, onde um residuo de

. », P , . . . ~ 1 2
serina é o nucledfilo responsével por realizar a clivagem de ligacdes peptidicas,’” umas das

ligacdes quimicas mais fortes encontradas na natureza.



Figura 9 — Estrutura do ligante H,L.diaminOH sintetizado neste trabalho.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho visa o estudo dos efeitos de segunda esfera de coordenacdo de
complexos heterobinucleares de Ga"'/m" (onde M= Zn ou Cu) com o ligante dinucleante

H,LdiaminOH que contém em sua cadeia lateral grupos amina e uma hidroxila terminal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar, purificar e caracterizar por técnicas espectroscopicas os ligantes HoL.diaminOH e
H,pysmff;

Sintetizar os complexos de Ga"/M" com o ligante HL.diaminOH e com o ligante Hypysmff

e realizar a caracterizacdo dos complexos obtidos através de técnicas espectroscépicas,

espectrométricas e andlise elementar de CHN;

Sintetizar complexos heterobinucleares de Ga"/M" com o ligante H,pysmff, que possui
apenas efeitos de primeira esfera de coordenacdo, para a comparagdo entre as atividades

cataliticas dos compostos estudados;

Investigar a cinética da hidrélise do substrato modelo do DNA bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato

(2,4-BDNPP) realizada pelos complexos sintetizados;

Realizar testes de inibi¢do da reacdo de hidrélise do 2,4-BDNPP provocada pelo fluoreto

para investigacdes mecanisticas dos complexos;

Avaliar a eficiéncia dos catalisadores e verificar a validade da proposta desses novos

complexos como modelos biomiméticos para fosfatases dcidas purpuras;
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

Com excec¢do dos reagentes 2-(aminometil)piridina e 2-piridilcarboxialdeido, que
foram purificados através de destilacdo a pressdo reduzida, todos os demais reagentes,
solventes e materiais empregados na sintese dos ligantes e complexos foram obtidos de fontes
comerciais e utilizados sem purificacio prévia.

O substrato modelo bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) foi sintetizado,
purificado e caracterizado de acordo com procedimento j4 descrito na literatura.*® As solucdes
dos complexos e substrato utilizadas nos ensaios cinéticos foram preparadas em solventes de

grau UV/HPLC.
4.2 METODOS E INSTRUMENTACAO
4.2.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IR)

Os espectros na regido do IR foram obtidos com um espectrofotdmetro FTIR —
Spectrum 100 da PerkinElmer. As amostras foram analisadas pela técnica de refletancia total
atenuada (ATR), utilizando um acessério de ATR horizontal (ZnSe, 45°) e um detector de
sulfato de triglicina. O intervalo de varredura foi de 4000-500 cm™, com uma resolugdo de 4,0
cm’, sendo realizadas 8 varreduras para cada amostra. Para a correcio das medidas das

amostras, o branco utilizado foi o préprio cristal.
4.2.2 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (‘"H NMR)

Os espectros de '"H NMR foram obtidos em um espectrometro Bruker AC 200, na
Central de Andlises do Departamento de Quimica da UFSC, com frequéncia de 200 ou 400
MHz. Os deslocamentos quimicos de hidrogénio foram registrados em ppm, utilizando-se o
tetrametilsilano (TMS), com 6= 0,00 ppm, como referéncia interna. Todos os espectros foram

obtidos empregando o CDCl; como solvente.
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4.2.3 Espectrometria de massas

Os ligantes e complexos sintetizados neste trabalho foram analisados no Centro de
Biologia Molecular Estrutural (CEBIME) da UFSC, através da espectrometria de massas com
ionizacao via eletrospray (ESI-MS). Os espectros foram obtidos no equipamento Amazon —
Ion Trap MS através da anélise de solu¢des com concentracido de aproximadamente 500 ppb e
fluxo de 180 pL min™. Os ligantes foram analisados em solucdo de acetonitrila grau MS e os
complexos em uma solugcdo de acetonitrila/dgua (1:1, % v/v) contendo 0,1% v/v de acido
formico. A temperatura do capilar foi mantida entre 180 e 200 °C e a voltagem, na faixa de -
3500 a -4500 V. As simulagdes de distribuicao isotdpica para o pico base das espécies

propostas foram realizadas no programa mMass."

4.2.4 Espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros eletronicos na regido do UV-Vis foram obtidos em um
espectrofotometro da PerkinElmer, modelo Lambda 750. As andlises em solucdo foram
realizadas utilizando-se solventes de grau espectroscopico e cubetas de quartzo com caminho
optico de 1 cm e capacidade para 1,5 mL. Os complexos foram dissolvidos em solucdes de

acetonitrila e acetonitrila/dgua (1:1, % v/v) com concentracdes de 5x10™ mol L™

4.2.5 Titulacio espectrofotométrica

As titulacdes espectrofotométricas foram executadas com solucdes de 8x10” mol L™
dos complexos em CH3;CN/H,O (1:1, % v/v). Os experimentos foram realizados em uma
célula termoestabilizada a 25,0 + 0,1°C por um banho da Visomes Plus e a for¢a i6nica do
meio foi ajustada com a adi¢do de KCI na concentracdo de 0,1 mol L.

As leituras de pH foram realizadas com um pHmetro Oakton pH 2700, sendo a
titulagdo realizada com a adi¢do manual de KOH 0,1 mol L. Foram retiradas aliquotas de 1
mL a cada alteracdo de 0,15 no valor de pH das solucdes e os espectros foram obtidos na
regido do UV-Vis utilizando um espectrofotdometro UV-Vis Varian Cay 50 Bio. Apés cada
medida, a aliquota foi devolvida para a célula termoestabilizada para prosseguir a titulagao.
Os dados obtidos foram ajustados com curvas sigmoidais e os valores de pKa foram obtidos a

partir do ponto de inflexdo destas.
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4.2.6 Analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN)

As andlises dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas na
Central de Anélises do Departamento de Quimica da UFSC. Foi utilizado um analisador
elementar CHNS/O da marca PerkinElmer modelo 2400 Series II acoplado com uma balanca
PerkinElmer modelo Autobalance AD6000. O gis de combustdo empregado foi oxigénio e o
g4s de arraste, hélio.

4.2.7 Estudos de atividade de fosfatase

A atividade catalitica dos complexos foi avaliada através do monitoramento da
reacdo de hidrdlise do substrato modelo bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP), sintetizado
de acordo com procedimento descrito na literatura.”® Para tal estudo, foi utilizado um
espectrofotometro UV-Vis Varian Cary 50 BIO acoplado a um banho termostatizado, onde foi
avaliada a variagdo da absorbancia em 400 nm referente a formacdo do &nion 2,4-
dinitrofenolato, produto da hidrélise do substrato. Todos os experimentos foram realizados em
um meio reacional de CH3CN/H,O (1:1, % v/v), no qual o coeficiente de absor¢cao do produto
formado em 400 nm varia com o pH de acordo com a Tabela 1.* As reacdes foram
monitoradas por 20 minutos, a 25 °C, e as correcdes referentes a auto-hidrélise do substrato
no meio reacional foram realizadas através do acompanhamento da variacdo de absorbancia
de uma solu¢do na auséncia dos complexos, mantendo idénticas todas as demais condi¢des

experimentais.

Tabela 1 — Coeficientes de absor¢do do produto de hidrolise do 2,4-BDNPP, o 2.4-
dinitrofenolato, no comprimento de onda de 400 nm em diferentes valores de pH. *'

& (L mol” cm

pH 1)
4 3410
4,5 7180
5 10080
5,5 11400
6 12000

6,5-10,0 12100
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4.2.7.1 Estudo do efeito do pH na atividade fosfatase

Para avaliar a influéncia do pH na atividade dos complexos, os experimentos foram
executados em uma faixa de pH entre 4,0 e 10,0. Foram utilizadas cubetas de vidro com
capacidade de 4 mL e caminho 6ptico de 1 cm, nas quais adicionou-se 750 puL de solucdo
aquosa de tampao 0,1 mol L' MES (pH 4,0 a 6,5), HEPES (pH 7,0 a 8,0) ou CHES (pH 9,0 a
10,0) contendo 0,1 mol L' de LiClO4 para manter a forga idnica constante. A essas cubetas
também foram adicionados 100 uL de solucao de complexo ([Clgina = 4x10” mol L'l), 400 uLL
de acetonitrila e 250 pL de solugdo do substrato ([Slfina = 4x10™ mol L'l) em acetonitrila,

totalizando 1,5 mL de solu¢cdo de CH3CN/H,O 1:1 no meio reacional.

4.2.77.2 Estudo do efeito da concentracdo do substrato na atividade fosfatase

As avaliacdes do efeito da variacdo da concentracdo de 2,4-BDNPP na velocidade
inicial de reacdo foram realizadas nos pHs de atividade oOtima de cada complexo. As
concentracdes de tampao e de complexo utilizadas foram i1dénticas as empregadas no estudo
do efeito do pH. Em cada experimento, foram adicionados nas cubetas diferentes volumes da
solucio de substrato, de modo a executar medidas na faixa de concentragdo de 8x10* mol L™
a 1x1072 mol L'l, e completou-se o volume até 1,5 mL com acetonitrila, mantendo sempre fixa

arelacio CH3CN/H,O (1:1, %v/v).

4.2.7.3 Tratamento dos dados cinéticos

Os dados cinéticos foram tratados pelo método das velocidades iniciais que, por sua
vez, foram determinadas através da inclinacdo da reta obtida através do estudo da variacdo de
absorbancia do meio reacional com o tempo. Em toda as reagdes, foram utilizadas
concentracdes elevadas de substrato em relagdo ao complexo para manter as condi¢des de
uma cinética de pseudo-primeira ordem.

Através do grafico das velocidades iniciais em funcdo do pH do meio reacional,
foram obtidos os pHs de atividade maxima dos complexos. Utilizando o mesmo gréfico, os
valores de pK, dos complexos foram obtidos através do ajuste ndo linear dos dados
experimentais baseado na seguinte equagdo, que consiste em um modelo para um sistema

s o 92
diprético com duas espécies ativas:
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Nesta equagdo, vyax € a velocidade méxima obtida nas condi¢cdes experimentais e y €
um fator relativo a atividade das duas espécies em equilibrio e foi mantido com um valor de
0,3.”

No estudo do efeito do substrato, foram obtidos grificos da velocidade inicial de
reacdo em fun¢do da concentracio de 2,4-BDNPP que resultaram em curvas de saturagdo com
perfis de Michaelis-Menten. Através de um ajuste ndo linear dos dados experimentais baseado
no modelo de Michaelis-Menten®® para cinética de enzimas foram obtidos os seguintes
parametros cinéticos da reacdo: a velocidade maxima (Vpnsx) € a constante de Michaelis (Ky).
A constante catalitica (ke,) da reac@o foi calculada a partir de uma equacgdo simples (key =
Vmix/[C]) utilizando o valor de velocidade médxima determinado através da regressdo nao
linear. A eficiéncia catalitica da reacdo (E = k.,/Kym) também foi calculada a partir dos dados

cinéticos determinados neste experimento.

4.2.7.4 Atividade monoestearase e ndmero de moléculas hidrolisadas por molécula de

complexo

A atividade dos complexos frente a hidrélise do substrato modelo de monoéster de
fosfato, o 2,4-dinitrofenil fosfato (2,4-DNPP), foi determinada através do monitoramento da
variacdo de absorbancia em 400 nm apds incrementos sucessivos no nimero de equivalentes
de substrato no meio reacional. Foram realizadas leituras da absorbancia apds a adi¢do de O,
1, 2, 4, 8 e 12 equivalentes de monoéster em relacdo ao complexo ([C] = 4x107° mol L'l).
Posteriormente a adicdo de 12 equivalentes, as cubetas foram mantidas dentro do
espectrofotometro para novas leituras da absorbancia ap6és 1 hora e 5 horas. Por ultimo, foram
adicionados ao meio 4 equivalentes do diéster de fosfato 2,4-BDNPP e realizadas medidas 1
hora e também 12 horas apds essa nova inclusdo de substrato. Ainda com o intuito de verificar
a atividade monoestearase, realizou-se em outro experimento o acompanhamento da reacao

em condicdes estequiométricas de complexos e o substrato 2,4-BDNPP ([Cltinar = [S]fina =

4x107° mol L'l) durante 55 horas, a 50°C, monitorando a absorbancia em 400 nm.
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A determinag@o do nimero de moléculas de substrato hidrolisadas por molécula de
complexo foi realizada pelo acompanhamento espectrofotométrico da absorbancia em 445 nm
(e =3600 L mol” cm™)®! na condicdo de cem vezes de excesso do substrato ([S]m=2 x 107
mol L) em relacdo ao complexo ([Clana= 4 x10° mol L") O experimento foi conduzido a 25

°C, durante 24 horas.
4.2.7.5 Inibi¢do da atividade pelo fluoreto

O estudo da inibicdo da reacdao de hidrélise do 2,4-BDNPP devido a presenca do
anion fluoreto foi realizado utilizando o fluoreto de tetra-n-butilaménio (TBAF) como
inibidor, em concentracOes que variaram de 6x10% mol L' a 2,4)(10'3 mol L. Para o estudo
de inibi¢do em func¢do da concentragdo de fluoreto, partiu-se de uma solugdo 0,018 mol L' de
TBAF em acetonitrila da qual foram retiradas aliquotas de 50, 100, 150 e 200 uL. que foram
adicionadas ao meio reacional em condi¢des idénticas as descritas no ensaio de efeito do pH.
Os ensaios foram realizados no pH de atividade maxima de cada complexo e o volume de
solucdao de TBAF adicionado foi contabilizado no volume total de 1,5 mL do meio reacional,
sendo adicionada acetonitrila suficiente para manter a proporcao de CH3;CN/H,O (1:1, % v/v).

O percentual de inibi¢do foi calculado a partir da determinacao da velocidade inicial
da reacdo na auséncia de fluoreto, assumindo-se esse valor como a velocidade da reacdo nao
inibida. Desse modo, obtendo-se o valor de velocidade inicial das reagdes inibidas, foi
possivel avaliar qual porcentagem de decréscimo da velocidade de acordo com a seguinte

equacao:
Pinibigdo = 100 — (Vo inibida/ V0 no inibida)X 100

Para a determinacdo da constante catalitica na presenca de fluoreto (kg) foram
realizados ensaios de efeito de concentracdo do substrato na atividade catalitica dos
complexos, de forma idéntica ao descrito no item 4.2.7.2, porém em um meio contendo uma
concentragdo de 6x10* mol L' de TBAF. Essas constantes foram comparadas com as
constantes cataliticas na auséncia do inibidor para verificar a extensio da inibicao pelo anion

fluoreto.
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4.2.7.6 Efeito isotdpico de deutério

Para a avaliar se na etapa determinante da reag¢do ocorre transferéncia de prétons foi
realizada a andlise do efeito isotdpico do deutério. O ensaio foi realizado através de
experimentos de efeito de concentracdo do substrato na atividade dos complexos, em
procedimento idéntico ao descrito no item 4.2.7.2, porém em meio contendo solugdo
CH;CN/D,O (1:1, % v/v). Os ensaios foram conduzidos nos pHs e pDs (com as devidas
correcdes relativas ao produto de ionizacdo da dgua deuterada) de atividade méxima dos
complexos visando a comparagdo entre a constante catalitica em meio contendo H,O (ky) e a

constante catalitica em meio de D,0 (kp).

4.3 METODOLOGIAS DE SINTESE

4.3.1 Sintese dos ligantes

Neste trabalho, foram sintetizados complexos a partir de dois ligantes, o Hopysmff e
o H;LdiaminOH, onde o primeiro ¢ material de partida para a sintese do segundo. Desse
modo, serdo descritas todas as sinteses necessdrias para a obtenc¢do do ligante H,LdiaminOH

incluindo a metodologia para a formacao do H,pysmff.

4.3.1.1 Precursor cmff — 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol

Figura 10 — Esquema da sintese do cmff.”

CHCly HCHO
NaOH _0 HCI Cl _0
OH OH OH

Inicialmente o intermediario 2-hidréxi-5-metilbenzaldeido (HMB) foi obtido através
de uma formilacdo do p-cresol.”” Para isso, acoplou-se um baldo de 3 bocas de 5000 mL a um
condensador e se manteve agitacdo com um agitador mecanico. Adicionou-se ao baldo 21,6 g
de p-cresol (200 mmol; 108,14 g mol™) e 1,5 L de cloroférmio. Esta solucdo permaneceu sob
agitacdo e em temperatura controlada (56-60 °C). Durante 3 horas, adicionou-se em pequenas

porcdes o total de 60 g de hidréxido de sédio (1,5 mol; 40,00 g mol™) suspensos em 100 mL
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de dgua destilada. Apds o término da adi¢do, a reacdo permaneceu sob agitacdo por mais 1
hora e entdo o sistema reacional foi resfriado a temperatura ambiente.

Na sequéncia, adicionou-se aproximadamente 500 mL de dgua destilada ao sistema
reacional e, sob agitacdo, o pH foi ajustado até préximo de 2 com d&cido cloridrico
concentrado. A fase orgénica foi separada, lavada com 4gua destilada, seca com sulfato de
sddio anidro e o solvente foi removido a pressdo reduzida.

O produto, de coloragdo preta, foi destilado a pressao reduzida e obteve-se o HMB
como um soélido branco, que foi posteriormente solubilizado em uma quantidade minima de
diclorometano e purificado através de separacdo cromatografica em coluna de silica.
Utilizando diclorometano como solvente, o fator de retencdo apresentado pelo HMB foi de
0,86. Por fim, o diclorometano foi removido a pressdo reduzida e obteve-se um sélido
cristalino.

Para a sintese do cmff, adicionou-se em um baldao de 500 mL 6,4 gramas de HMB
(47 mmol; 136,15 g mol™), 3,81 g de formaldeido 37% (94 mmol; 30,03 g mol™") e 25 mL de
acido cloridrico concentrado. O sistema reacional foi mantido sob refluxo e agitacdo por 30
minutos, e, em seguida, foi resfriado a 0 °C. Apds o resfriamento, formou-se um precipitado
compacto no fundo do baldo, o qual foi transferido para um béquer, triturado, filtrado sob
vacuo e recristalizado a quente em diclorometano. Apds 5 recristalizacdes em diclorometano,

obteve-se um sélido branco, com P.F.: 94-96 °C e rendimento de 85% em relagao ao HMB.

ATENCAO: O composto bis(clorometil)éter, um potente agente carcinogénico
altamente toxico, é formado durante a sintese do cmff. Desta forma, a reacdo deve ser
realizada somente em capelas com boa exaustdo, utilizando-se de méscaras e luvas. A capela
e todo o material utilizado deve ser lavado posteriormente com alguma solug¢do alcalina, como
a mistura etanol/agua/KOH: 60 mL/40 mL/5 g, para ocorrer a hidrdlise do bis(clorometil)éter
para formaldeido de forma rdpida. A solug¢do reacional e todos os residuos devem ser
descartados somente apds a correcdo do pH (pH > 9,0), com a adi¢ao de hidréxido de sédio

ou pot4ssio.



Figura 11 — Espectro de IR (ATR) do cmff.
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Figura 12 — Espectro de "H NMR do cmff em CDCls.
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'H NMR (400 MHz; CDCl3), 6 em ppm: 2,35 (s, 3 H, CH3); 4,67 (s, 2 H, CH,); 7,34 (s, 1 H,

CH,); 7,46 (s, 1 H, CHy); 9,86 (s, 1 H, CHaq); 11,25 (s, 1 H, OH).
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4.3.1.2 Precursor bpma — bis(piridilmetil)amina

Figura 13 — Esquema da sintese do bpma.
1. MeOH X W
2. HPdIC 5% » No s |
N N

O precursor bpma foi sintetizado através de uma reacdo de aminac¢do redutiva entre a

2-(aminometil)piridina e o 2-piridilcarboxialdeido, ja descrita em literatura.”® Em um baldo de
250 mL, 10,8 g da 2-(aminometil)piridina (100 mmol; 108,14 g mol‘l) foram solubilizados em
40 mL de metanol. Sob banho de gelo, adicionou-se lentamente a esta solu¢do 9,51 mL de 2-
piridilcarboxialdeido (100 mmol; 107,11 g mol'l; 1,12 g mL'l) com o auxilio de um funil de
adicdo. Apdés o término da adi¢do, o banho de gelo foi retirado e o sistema reacional
permaneceu sob agitacdo por 1 hora.

ApOs este periodo, a solucdo foi transferida para um reator de hidrogenacdo e
adicionou-se ao sistema 1 g de catalisador palddio/carbono 5%. A reagdo foi conduzida sob
agitacdo e atmosfera de hidrogénio a 40 psi por 15 horas. Em seguida, a mistura foi filtrada
em um funil de Biichner contendo celite para separar o catalisador e o solvente foi evaporado

sob pressao reduzida. Obteve-se um 6leo amarelo com rendimento de 96%.

Figura 14 — Espectro de IR (ATR) do bpma.
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Figura 15 — Espectro de "H NMR do bpma em CDCljs.
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'H NMR (200 MHz; CDCl3), 0 em ppm: 2,91 (s, 1 H, NH); 4,04 (s, 4 H, CH»); 7,21 (ddd, J =
74,49, 0,8 Hz, 2 H, CH,); 742 (d, J = 7,8 Hz, 2 H, CH,); 7,70 (td, J = 7.6, 1,8 Hz, 2 H,
CHy); 8,62 (d, J=4,2 Hz, 2 H, CHy).

4.3.1.3 Precursor bpmamff — 2-[ N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-formilfenol

Figura 16 — Esquema da sintese do bpmamff.
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A sintese do bpmamff foi realizada de acordo com rota ja descrita na literatura.”” Em
um baldo de 250 mL, 5,6 g de cmff (30 mmol; 184,62 g rnol'l) foram dissolvidos em 80 mL
de diclorometano. A esta solucio, adicionou-se lentamente, a 0 °C e sob agitacio, com um
funil de adicdo, 80 mL de uma solucdo de bpma (6,0 g; 30 mmol; 199,26 g mol-1) em
diclorometano. Apés o término desta, o sistema reacional permaneceu sob agitagdo por mais 3

horas, em temperatura ambiente.
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ApO6s este periodo, transferiu-se a solucdo para um funil de separacdo, no qual foi
lavada uma vez com uma soluc¢io aquosa de bicarbonato de sédio. As fases orgéanica e aquosa
foram separadas, a fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o solvente foi evaporado sob
pressao reduzida.

O dleo resultante foi solubilizado em 40 mL de 2-propanol quente. Essa solugdo foi
deixada em repouso para a recristalizacdo do produto. Apds 12 h, filtrou-se o precipitado
cristalino formado em um funil de placa porosa, lavando-o com isopropanol. Ao final, foi

obtido um soélido amarelo com rendimento de 79%.

Figura 17 — Espectro de IR (ATR) do bpmamff.
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Figura 18 — Espectro de "H NMR do bpmamff em CDCls.
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'H NMR (200 MHz; CDCl3), ¢ em ppm: 2,27 (s, 3 H, CH3); 3,80 (s, 2 H, CH»); 3,90 (s, 4 H,
CH»); 7,15-7,21 (m, 3 H, CHy); 7.41 (m, 3 H, CHy); 7,65 (td, J = 7,7, 1,6 Hz, 2 H, CHy);
8,57 (d,J=4,2Hz,2 H, CHy); 10,43 (s, 1 H, CH,).

4.3.1.4 Precursor Hpys - 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil ]-4-metil-6-[ N-(2-

piridilmetil)aminometil |fenol

Figura 19 — Esquema da sintese do Hpys.
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A sintese do Hpys foi realizada de acordo com procedimento experimental jd descrito
na literatura.”® Em um baldo de 250 mL, 6,14 g de bpmamff (17,6 mmol; 347,42 g rnol'l)
foram dissolvidos em 80 mL de uma mistura de CH3;OH/THF (1:1, v/v). Acrescentou-se a

esse sistema 1,8 mL de 2-(aminometil)piridina (18 mmol; 108,14 g rnol'l; 1,049 g rnL'l) e foi

mantida agitacdo por 1 hora.
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Ap6s esse periodo, adicionou-se lentamente 0,76 g de borohidreto de sédio (20
mmol; 37,83 g mol) ao baldo. Ao final da adicdo, a reacdo permaneceu sob agitacio por
mais 12 horas e, em seguida, o solvente foi evaporado a pressao reduzida.

O 6leo resultante foi dissolvido em 60 mL de diclorometano e a fase orgénica foi
lavada 5 vezes com 50 mL de solu¢do de bicarbonato de sdédio saturada. Posteriormente, a
fase orgénica foi seca com Na,SO4 anidro e o solvente foi removido a pressdo reduzida,

resultando em um 6leo claro, com rendimento de 91%.

Figura 20 — Espectro de IR (ATR) do Hpys.
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Figura 21 — Espectro de "H NMR do Hpys em CDCls.
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'H NMR (200 MHz; CDCls), 6 em ppm: 2,23 (s, 3 H, CHa); 3,75-3,96 (m, 10 H, CH>); 6,89
(d, J=16,9Hz, 2 H, CH,,); 7,11-7,17 (m, 3 H, CH,,); 7.34-7,40 (m, 3 H, CH,,); 7,56-7,67 (m,
3 H, CH,); 8,55 (d, J=2,3Hz 2 H, CH,,).

4.3.1.5 Ligante Hopysmff — 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[ N-(2-hidroxi-3-

formil-5-metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometil ] fenol

Figura 22 — Esquema da sintese do Hopy;mff.
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O ligante foi preparado de acordo com metodologia ja descrita por Piovezan et al®
Em um baldo de 250 mL, adicionaram-se 3,7 g de Hpys (8,4 mmol; 439,56 g rnol'l), 1,4 mL
de trietilamina (10 mmol; 101,19 g rnol'l) em 40 mL de diclorometano. A solugdo formada,
adicionou-se 1,7 g de cmff (9,2 mmol; 184,62 g rnol'l) também dissolvido em 20 mL de

diclorometano. O sistema reacional permaneceu sob refluxo e agitacdo durante 5 dias.
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Ap0s este periodo, a solucao foi lavada com uma solucio aquosa 10% de cloreto de
amonio (4 x 40 mL) e com solucdo aquosa de bicarbonato de sddio saturada (4 x 40 mL). Ao
final, a fase orgénica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente removido sob pressdao

reduzida. Foi obtido um so6lido amarelo, com rendimento de 82%.

Figura 23 — Espectro de IR (ATR) do Hypysmff.
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Figura 24 — Espectro de 'H NMR do Hopysmff em CDCls. A: espectro completo. B: sinais de
'H aromiticos. C: sinais de 'H alifaticos.
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12 H, CH»); 6,86 (s, 1 H, CHy); 6,94 (s, 1 H, CHy); 7,15-7,18 (m, 4 H, CHy,); 7,38-7,41 (m, 4

H, CH,,); 7,57-7.63 (m, 3 H, CH,;); 8,54-8,58 (m, 3 H, CH,,); 10,32 (s, 1 H, CHy).
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4.3.1.6 Ligante HoLdiaminOH — 2-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil }-6-{[(2-hidroxi-3-{[(2-
[(2-hidroxietil)amino]etil }amino)metil]-5-metilbenzil } (piridin-2-ilmetil)amino]metil } -4-

metilfenol

Figura 25 — Esquema da sintese do H,L.diaminOH.
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Em um baldo de 250 mL, dissolveu-se 2,35 g de Hopysmff (4 mmol, 587,72 g mol'l)

IHI

em 60 mL de metanol. Com um funil de adicdo, acrescentaram-se lentamente 40 mL de uma
solucdo metandlica de 2-[(2-aminoetil)amino]etan-1-ol (0,416 g, 4 mmol, 104,15 g mol'l). O
sistema permaneceu sob agitacdo por 6 horas e entdo adicionou-se, em banho de gelo,
borohidreto de sédio (0,167 g, 4,4 mmol, 37,83 g mol'l). A mistura reacional permaneceu por
12 horas sob agitacdo e, apOs esse periodo, o solvente foi retirado sob viacuo a 40 °C. O
produto resultante foi dissolvido em 60 mL de diclorometano e a fase organica foi lavada com
solug@o aquosa de bicarbonato de sodio saturada (6x80 mL) em um funil de separagdo. Apds
a extracdo, a fase orgénica foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente foi removido a

vacuo. Rendimento de 89 % (2,41 g, 3,56 mmol, 675,88 g mol']).
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Figura 26 — Espectro de IR (ATR) do H,LL.diaminOH.
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Figura 27 — Espectro de 'H NMR do H,LdiaminOH em CDCls. A: espectro completo. B:
sinais de 'H aromaticos. C: sinais de 'H aliféticos.
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'H NMR (200 MHz; CDCl3), 6 em ppm: 2,13 (s, 6 H, CH3); 2,43-2,84 (m, 6H, CH»); 3,47-
3,59 (m, 2H, CH»); 3,60-3,89 (m, 14 H, CHy); 6,67-6,89 (m, 4 H, CHy); 6,99-7,13 (m, 3 H,
CH,,); 7,28-7,39 (m, 3 H, CH,,); 7.,45-7,60 (m, 3 H, CH,); 8,46 (dd, J = 4,0, 0,8 Hz, 3 H,
CH,).
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4.3.2 Sintese dos complexos

Os complexos foram sintetizados todos através da mesma metodologia, conforme

mostrado no esquema da Figura 28:

Figura 28 — Esquema de sintese dos complexos deste trabalho.
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— I =
R = CH,NHCH,CH,NHCH,CH,0H Complexo 1 (R = CHO, M = Zn)
Complexo 2 (R = CHO, M" = Cu)

Em um béquer de 600 mL, foi solubilizado 1 mmol do ligante (H,py;mff ou
H;LdiaminOH) em 200 mL de metanol. A esta solu¢do, foram adicionados, com o auxilio de
um funil de adi¢do, 0,42 g (I mmol, 417,87 g mol'l) de Ga(NOs3)3.9H,O solubilizado
previamente em 100 mL de metanol. A adicdo foi realizada lentamente, durante 2 horas, a 40
°C. Duas horas apo6s esta etapa, adicionou-se lentamente ao sistema, com o auxilio do funil de
adi¢do, uma solucdo de 100 mL de metanol contendo 1 mmol do sal de zinco ou cobre:
7Zn(Cl0Oy4),.6H,0 ou Cu(ClO4),.6H,0. Posteriormente a adi¢do do MH, manteve-se agitacdo
por 12 horas a temperatura ambiente.

Foram adicionados 3 equivalentes de uma soluc¢do de hidréxido de sédio (3 mL de
uma solucdo 1 mol L) apés esse periodo. O sistema foi mantido sob agita¢io e aquecimento
para reducdo do volume de solvente para 30 mL. A solucdo resultante foi deixada em repouso
para recristalizar. Os pds obtidos através da evaporagado lenta do solvente foram lavados com
éter etilico gelado e dgua gelada e posteriormente secos. Os rendimentos das reacdes foram
de 57% para o complexo 1d (793,04 mg, 1220,07 g mol™), 65% para o complexo 2d (573,7
mg, 1006,50 g mol™), 59% para o complexo 1 (519,4 mg, 880,29 g mol") e 78% para o
complexo 2 (771,4 mg, 988,92 g mol™).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS LIGANTES

Os precursores cmff, bpma, bpmamff, Hpy; e os ligantes Hopysmff e HoLdiaminOH
foram sintetizados (Figura 29) com rendimentos de moderados a bons e caracterizados pelas
técnicas de espectroscopia no infravermelho ¢ 'H NMR. Os ligantes finais ainda foram
analisados através da técnica de espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray
(ESI-MS). Com o auxilio desses recursos analiticos, foi possivel observar que tanto os

intermedidrios quanto ligantes finais foram sintetizados com adequado grau de pureza e seus

~ . . . 34,38,40,99,100
espectros estdo condizentes com aqueles obtidos em trabalhos anteriores.

Figura 29 — Rota sintética para obten¢ao dos ligantes utilizados neste trabalho.

O§/©\/CI
\/@ Jac | ~ N \/fj -
H, Pd/C 5%
q ~ 2, ° N/ N \N CH2C|2 EtSN
o) bpma l
9 g s g
\S NS H-sN — \
N N 2 N
HN N MeOH/THF
NaBH,
OH |
Hpy, X | bpmamff [ |

Ox Cl

OH
CH,Cl, Et3N OH OH
/

< < JER
N N HoN OH
N N
1. CH4OH
OH OH = | 2. NaBH,
NS

H H,LdiaminOH

A
\
zT




68

Conforme observado na Figura 29, a rota para obtencdo dos ligantes baseia-se em
uma sequéncia de reagdes de aminacdo redutiva e de substitui¢do nucleofilica com o cloro do
cmff como grupo de saida. Desse modo, a técnica de infravermelho foi adequada para uma
avaliacdo preliminar do sucesso da reac¢do pois no caso das aminagdes redutivas, observa-se o
desaparecimento da banda de estiramento da ligacdo C=0 em relacdo ao aldeido precursor.
Além disso, nas reacdes de substituicdo nucleofilica, hd o desaparecimento da banda da
ligacdo C-Cl em relagdo ao cmff e o aparecimento da banda da ligagdo C=0 em relagdo a

amina precursora devido a incorporacio de um grupo aldeido na molécula (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2 — Principais bandas e atribui¢des dos espectros de IR dos precursores dos ligantes
H,pysmff e HyLdiaminOH. Atribuicoes realizadas de acordo com Silverstein e Webster.”

Atribuicoes cmff bpma bpmamff Hpys
v (N-H) - 3310 - 3213
3180- 3057- 3040- 3013-
Vv (C-Hyr € C-Huir)
2749 2828 2834 2818
v (C=0) 1659 - 1677 -
1600- 1590- 1590- 1591-
v (C=Ne C=C)
1470 1432 1435 1433
v (C-N) - 1148 1150 1148
O (C-Hy) 702 749 765 746
v (C-CI) 613 - - -

Tabela 3 — Principais bandas e atribuigdes dos espectros de IR dos ligantes Hopysmif e
H,LdiaminOH. Atribuicdes realizadas de acordo com Silverstein e Webster.”

Atribuicoes H,pys;mff H,LdiaminOH
v (N-H) - 3274
v (C-Hyr € C-Hyii) 3055-2830 3056-2818
v (C=0) 1677 -
v (C=Ne C=C) 1592-1433 1592-1433
v (C-N) 1149 1149
O (C-Ha) 748 751

A técnica de "H NMR foi utilizada para a confirmacdo de que os precursores foram

sintetizados com sucesso, sendo que os ligantes finais ainda foram caracterizados por
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espectrometria de massas. Através dos deslocamentos quimicos observados para as

respectivas moléculas e das integracdes dos sinais dos hidrogénios (Tabelas 4 e 5), verifica-se

que as sinteses foram bem-sucedidas e a quantidade de dtomos de hidrogénio esperada para

cada composto foi encontrada.

101

Tabela 4 — Deslocamentos quimicos e atribuicoes dos espectros de 'H NMR dos precursores
do Hypysmff e HLdiaminOH.

Atribuicoes cmff bpma bpmamff Hpy;
NH - 291 (1 H) - -
CH3 2,353 H) - 2,27 (3 H) 2,23 (3H)
CH, 4,67 (2 H) 4,04 (4 H) 3,80 (2 H) 3,75-3,96 (10 H)
3,90 (4 H)
C-H,; 7,34 (1 H) 7,21 2 H) 7,15-7,21 (3 H) 6,89 (2 H)
7,46 (1 H) 7,42 (2 H) 7,41 3 H) 7,11-7,17 (3 H)
7,70 (2 H) 7,65 (2 H) 7,34-7,40 3 H)
8,62 (2 H) 8,57 (2 H) 7,56-7,67 (3 H)
8,55 (2 H)
C-Hag 9,86 (1 H) - 10,43 (1 H) -
O-H 11,25 (1 H) - - -
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos e atribuicdes dos espectros de 'H NMR do H,pysmff e
H,LdiaminOH.

Atribuicoes H,pysmff H,;LdiaminOH
CH; 2,21-2,24 (6 H) 2,13 (6 H)
CH; 3,75-3,87 (12 H) 2,43-2,84 (6 H)

3,47-3,59 (2 H)
3,60-3,89 (14 H)

C-Hyr 6,86 (1 H) 6,67-6,89 (4 H)
6,94 (1 H) 6,99-7,13 (3 H)

7,15-7,18 (4 H) 7,28-7,39 (3 H)

7,38-7,41 (4 H) 7,45-7,60 (3 H)

7,57-7,63 (3 H) 8,37-8,57 (3 H)

8,54-8,58 (3 H)

C-Huq 10,32 (1 H) ;

O ligante H,pysmff, sintetizado em diversos outros trabalhos por ser um 6timo
substrato para a derivatizacdo e obtenc¢do de compostos com efeitos de segunda esfera de
coordenacdo, foi obtido com éxito, conforme € possivel observar no seu espectro de massas
(Figuras 30 e 31). O pico base, em m/z = 588,30, corresponde ao ligante protonado: a espécie
[Hopysmff + H']. O espectro possui pouca fragmenta¢do e nenhum outro sinal relevante foi

encontrado.
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Figura 30 — Espectro de ESI-MS do H,pysmff em CH;CN.
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Figura 31 — Ampliag¢do do conjunto de sinais com m/z = 588,30 do espectro de ESI-MS do
H,pysmff. Em vermelho, a simulag@o da distribuicao isotdpica para a espécie proposta.
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O ligante H>L.diaminOH fo1 obtido através de uma reacdo de aminacdo redutiva entre
o Hppysmff e o aminodlcool 2-[(2-aminoetil)amino]etan-1-ol. Aparentemente, a imina
formada durante a reag@o possui alta estabilidade devido ao papel desenvolvido pelas ligacdes

de hidrogénio da molécula, visto que inicialmente uma tentativa de hidrogenacao catalitica
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com catalisador de Pd/C 5% foi mal sucedida. Alternativamente, a reducdo foi realizada com
éxito utilizando o borohidreto de s6dio como agente redutor. Mesmo assim, devido a alta
estabilidade da imina, a reacdo teve que ser mantida por 12 horas para que a conversao fosse
completa.

Por ser um ligante heptadentado e pela presenca do fenol central, o H,LdiaminOH
possui um arranjo estrutural que favorece a formacdo de complexos binucleares. Uma
caracteristica relevante desse composto € que ele é ndo simétrico, possuindo uma regido dura
e uma regido macia. Na regido dura, estdo disponiveis para coordenacdo ao centro metalico
dois dtomos de nitrogénio e um de oxigénio: um nitrogénio alifitico de amina tercidria, um
nitrogénio piridinico e um oxigénio proveniente do fenol terminal. J4 na regido mole, estao
disponiveis trés atomos de nitrogénio para coordenagdo: um nitrogénio alifatico de amina
tercidria e dois nitrogénios piridinicos. De acordo com a teoria de 4cidos e bases duros e
moles de Pearson,'” espera-se que na formacio de um complexo heterobinuclear, com metais
de valéncia mista (Ga™ e Cu", por exemplo), a regido dura se coordene ao metal mais duro
(Gam) e a regido mole se coordene ao metal mais mole (CuH). Esta tendéncia é confirmada em
andlises de difratometria de raios X de monocristal de complexos heterobinucleares
sintetizados com ligantes ndo simétricos semelhantes do HzLdizltllinOH.34’100 O sétimo atomo
coordenante do ligante corresponde a um oxigénio do fenol central, que tem a funcio de atuar
como uma ponte entre os dois metais e permitir um espagamento adequado entre eles de modo
a viabilizar a catdlise. A cadeia lateral do HLdiaminOH ainda possui dois dtomos de
nitrogénio e um de oxigénio que poderiam atuar como dtomos coordenantes. Porém, nos
intervalos de pH em que os complexos geralmente trabalham, espera-se que os grupos NH das
aminas secunddrias estejam protonados e, dessa forma, ndo se coordenem aos centros
metalicos.'”

O ligante HoLdiaminOH foi obtido com éxito, conforme € possivel observar no seu
espectro de massas (Figuras 32 e 33). O pico base, em m/z = 676,43, corresponde ao ligante
protonado: a espécie [M+H"]. O espectro possui pouca fragmentacio, apresentando somente
mais um pico relevante, em m/z = 698,43, correspondente a espécie [M+Na'], onde o dtomo
de sddio pode ser proveniente da vidraria utilizada no processo de sintese, algo comumente

104 e s . . ~
observado em espectros de massa,  ou da purificacdo, ja que foi realizada uma extracdo com

solucdo saturada de bicarbonato de sédio.



Figura 32 — Espectro de ESI-MS do H,;L.diaminOH em CH3;CN.
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Figura 33 — Ampliacido do conjunto de sinais com m/z = 676,43 do espectro de ESI-MS do
H,;LdiaminOH. Em vermelho, a simulacdo da distribui¢io isotdpica para a espécie proposta e
sua estrutura.
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5.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Os complexos GaZnH;LdiaminOH (1d), GaCuH,;LdiaminOH (2d), GaZnH,py;mff
(1) e GaCuH;pysmff (2) foram sintetizados através da adicao de um equivalente de cada metal
em uma solucdo metandlica dos respectivos ligantes. Os sais utilizados para o preparo dos
complexos continham contra-ions ndo coordenantes como o NO; e o ClO4. Ainda foi
adicionado ao meio NaOH para desprotonar os fendis presentes na estrutura do ligante e para
a formacao de uma ponte p-hidroxo entre os metais. Ao contrario dos métodos desenvolvidos
para sintese de complexos semelhantes, os compostos GaZnH;LdiaminOH (1d) e
GaCuH;LdiaminOH (2d) demandaram um procedimento diferenciado de sintese, onde o
metal trivalente foi adicionado lentamente por primeiro e somente apds a formacdo do
complexo mononuclear de Gaélio, foi adicionado o metal bivalente para a obtencdo com
complexo heterobinuclear. Nas tentativas de sintese em que o M" foi adicionado antes do
Ga™ foi obtida uma mistura entre o composto heterobinuclear e o complexo homobinuclear
do metal bivalente, verificado no espectro de massas. Desse modo, todas as sinteses foram
realizadas com a adi¢do de Ga™ seguida da adi¢do do M". Os complexos foram caracterizados
pelas técnicas de espectroscopia na regido do infravermelho, andlise elementar de CHN,
espectroscopia na regido do UV-Vis, espectrometria de massas e titulacdo

espectrofotométrica.

5.2.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho (IR)

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada como uma técnica
preliminar de caracterizagdo para verificar o sucesso da sintese dos complexos. A principal
alteracdo entre os espectros dos complexos e seus respectivos ligantes (Figuras 34, 35, 36 €
37) € o aparecimento de uma banda intensa, em cerca de 1081cm'1, relativa ao estiramento da
ligagdo C1-O do contra-fon perclorato,'® dando indicios de que ocorreu a formacdo dos
compostos visados. Também € possivel observar nos complexos o aparecimento de uma larga
banda em cerca de 3500 cm™ atribuida ao estiramento da ligacdo O-H proveniente da 4gua ou
metanol coordenados aos centros metélicos. Nos complexos 1d e 2d, essas bandas sdo ainda
mais largas quando comparadas aos complexos 1 e 2 e aparecem em cerca de 3550 cm™

devido ao grupo OH adicional do aminoalcool presente na cadeia lateral.



Figura 34 — Espectro de IR do complexo 1d e do seu respectivo ligante (ATR).
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Figura 35 — Espectro de IR do complexo 2d e do seu respectivo ligante (ATR).
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Figura 36 — Espectro de IR do complexo 1 e do seu respectivo ligante (ATR).
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Figura 37 — Espectro de IR do complexo 2 e do seu recpetivo ligante (ATR).
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As Tabelas 6 e 7 mostram as principais bandas observadas nos espectros dos
complexos sintetizados e seus respectivos ligantes precursores. Nota-se que hd um

deslocamento no nimero de onda de algumas bandas, destacando-se as vibragdes referentes as
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deformacdes angulares de C-H dos anéis piridinicos e dos anéis fendlicos. Esse tipo de
alteracdo corrobora com o aparecimento das bandas de estiramento da ligacdo CI-O no sentido
de confirmar o éxito na obten¢do dos complexos.

Comparando-se as principais bandas dos ligantes, nota-se que a principal diferenca
entre eles € a auséncia da banda de estiramento da ligacdo C=0 no H,;LdiaminOH, indicando
que a derivatiza¢do do Hopysmff foi realizada com éxito. A auséncia da mesma banda também
€ percebida ao comparar-se os complexos derivatizados (1d e 2d) com seus respectivos
andlogos (1 e 2). No caso dos complexos 1 e 2, ainda € observado uma redu¢do na frequéncia
de vibragdo caracteristica de estiramento da ligagdo C=0 do aldeido em relagdo ao Hopysmff.
Isso ocorre devido a coordenagdo aos centros metélicos, jad que hd um deslocamento da
densidade eletronica para o fenolato, enfraquecendo a ligacdo C=0,"" ou ainda devido a
ligacdo de hidrogénio entre a molécula de dgua coordenada ao Ga'eo oxigénio da carbonila,

que contribui para o mesmo efeito.

Tabela 6 — Principais bandas e suas atribui¢cdes observadas nos espectros de IR (ATR) dos
complexos 1d e 2d e do ligante HpL.diaminOH.

Atribuics H,;LdiaminOH 1d 2d
tribuicao (cm'l) (cm'l) (cm'l)
v O-H - 3568 3553
v C-H,r e C-Hyji 3056 -2818 3079-2860 3080 - 2859
vC=CeC=N 1592 - 1433 1609 - 1435 1608 - 1433
6 O-H 1368 1387 1386
v C-N 1149 1159 1158
v Cl-Operciorato - 1081 1082
d C-Hy 751 762 759
o C-H,, 612 621 618

Tabela 7 — Principais bandas e suas atribui¢des observadas nos espectros de IR (ATR) dos
complexos 1 e 2 e do ligante Hopysmff.

Atribuicdio Hpysmff 1 2
(em’ ) (em’ ) (em’)
v O-H — 3528 3494

v C-H,, e C-Hy¢ 3055 - 2830 3080-2862 3081 - 2861
v C=0 1677 1658 1655

v C=Ce C=N 1592 - 1433 1609 - 1434 1609 - 1435
3 O-H 1368 1382 1381
v C-N 1149 1161 1159
v C1-Opercionato - 1082 1082
0 C-Hy, 748 765 765

5 C-H,, 621 621 620
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5.2.2 Espectroscopia na regiao do UV-Vis

Os complexos 1d, 2d, 1 e 2 foram estudados pela técnica de espectroscopia na regiao do
UV-Vis (Figuras 38, 39, 40 e 41) de 200 a 800 nm em solu¢des de CH3;CN e CH3;CN/H,O
(meio utilizado para as medidas cinéticas). Todos os complexos analisados apresentaram
apenas bandas de transferéncia de carga intraligante.

Os complexos 1 e 2 apresentam uma banda a mais (351, € = 5868 L mol” cm™ para o
complexo 1; 365 nm, € = 6237 L mol” cm™ para o complexo 2) em relagdo aos complexos 1d
e 2d. Essa banda é referente a presenca da carbonila e ¢ mais um indicativo de que a
derivatizacdo do ligante Hopysmff para a formacdo do H,LdiaminOH foi executada com éxito
visto que, como esperado, os complexos 1d e 2d ndo apresentam tal sinal em seu espectro.
Ainda ¢ possivel concluir que essa banda corresponde a uma transi¢do do tipo m—n* da
ligacdo C=0O por conter um valor de & correspondente a uma transi¢do permitida e pelo
deslocamento batocroémico apresentado quando ha um aumento da polaridade do meio.'® Nao
¢ observada a banda referente a transi¢ao do tipo n—n* da carbonila por esta ser proibida e
apresentar um baixo valor de €. Além disso, transigoes desse tipo exibem um comportamento
hipsocrémico com o aumento da polaridade do meio.'” Nos espectros dos complexos 1d e 2d,

ndo foi observado deslocamento das bandas com a alteragdo do solvente.

Figura 38 — Espectros eletronicos do complexo 1d em diferentes meios. [C] = 5x10™* mol L™.
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Figura 39 — Espectros eletronicos do complexo 2d em diferentes meios. [C] = 5x10™* mol L™.
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Figura 40 — Espectros eletronicos do complexo 1 em diferentes meios. [C] = 5x10* mol L.

20000
----- CH,CN
—— CH,CN/H,0
15000
£
‘_O
?510000—
=
-
w
5000
0 T T T T T
200 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)



80

Figura 41 — Espectros eletronicos do complexo 2 em diferentes meios. [C] = 5x10 mol L'\,
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5.2.3 Analise elementar de CHN

A partir dos resultados da analise elementar dos complexos 1d, 2d, 1 e 2 (Tabela 8),
foram propostas estruturas para estes compostos (Figuras 42, 43, 44 e 45). Desse modo, os
valores de porcentagem de C, H e N calculados para as estruturas propostas apresentaram boa
concordancia com os valores experimentais.

De um modo geral, os complexos apresentaram pelo menos duas moléculas de dgua
em sua formula molecular, coordenadas ou n3o aos centros metalicos, com excecdo do
complexo 1d, que possui uma molécula do solvente da sintese (metanol) coordenada. O
contra-ion comum em todos os compostos € o perclorato, sendo que nos complexos 1d e 1 ha
uma hidroxila coordenada ao Ga™ também presente. Através das estruturas propostas, nota-se
que os grupos amina da cadeia lateral do composto 2d se encontram protonadas. Essa é uma
caracteristica esperada e, inclusive, considerada em propostas mecanisticas de modelos

e . ~ 381
biomiméticos contendo aminas na segunda esfera de coordenacdo.*®'®
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Tabela 8 — Andlise elementar dos complexos estudados neste trabalho com as porcentagens
(tedrica/experimental) de C, H e N.

Complexo Foérmula Molecular % C % H % N
1d C4H57C1GaN,0,,Zn 49,82/50,26 5,59/5,29 9,78/9,31
2d C40H54C13CuGaNg Oy 39,30/39,24 4,45/4,29 9,17/9,66
1 C36H41C1GaNs0,;Zn 48,57/48,29 4,64/4,49 7,87/7,52
2 C36H42CL,CuGaN5sO 5 43,72/43,74 4,28/3,93 7,08/6,89

Figura 42 — Estrutura proposta para o complexo 1d de acordo com a andlise elementar de
CHN.
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Figura 43 — Estrutura proposta para o complexo 2d de acordo com a andlise elementar de
CHN.
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Figura 44 — Estrutura proposta para o complexo 1 de acordo com a anélise elementar de CHN.
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Figura 45 — Estrutura proposta para o complexo 2 de acordo com a anélise elementar de CHN.
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5.2.4 Espectrometria de massas

A técnica de espectrometria de massas, em conjunto com a andlise elementar, foi
fundamental para confirmar que os compostos foram obtidos com éxito. Os espectros de
massa dos complexos sintetizados neste trabalho foram obtidos em uma solucdo de
CH;CN/H,O (1:1, %v/v) contendo 0,1% v/v de acido férmico. Como os complexos 1d e 2d
possuem uma cadeia lateral contendo grupos amina e dlcool, tanto os espectros de massa em
acetonitrila quanto os em acetonitrila/dgua destes apresentaram um elevado grau de
fragmentacao, impedindo uma maior elucidacio estrutural desses compostos. Para contornar
este problema, fez-se necessdria a adi¢do do acido férmico, que € comumente utilizado em
espectrometria de massas como espécie doadora de prétons e facilitador da formacao de ions
positivos.'” Assim, a quantidade de fons positivos formados sem que haja fragmentacio

eleva-se, possibilitando maior elucidacio estrutural. Desse modo, foram obtidos espectros
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com diversos fragmentos importantes contendo a estrutura do ligante preservada. Entretanto,
0s espectros apresentam nos seus picos base, ou em alguns fragmentos importantes, moléculas
de 4cido férmico na forma molecular ou ionizada.

O espectro do complexo 1d (Figura 46) apresenta como pico base um fragmento com
m/z = 403,61 (Figura 47). A estrutura proposta para esse fragmento corresponde ao complexo
sem ponte e com 0 OH do aminodlcool desprotonado: [GaZn(H,LdiaminOH) - H* (Figura
54). Fragmentos do tipo [M — H]" sdo comumente encontrados em alcoois, portanto o pico
base observado corrobora com a estrutura proposta na andlise elementar de CHN
comprovando a formacdo do complexo visado. O espectro da Figura 46 ainda apresenta
alguns fragmentos importantes como aquele em m/z = 449,61, correspondente a
espécie [GaZn(HzLdiaminOH)(HCOO')(HCOOH)]2+, e outro em m/z = 476,64 cuja espécie
proposta € [Ga(u-OH)Zn(H,;LdiaminOH)( HCOOH)(CHgCN)2]2+.

Figura 46 — Espectro de ESI-MS do complexo 1d em CH3CN/H,O (1:1, %v/v) contendo 0,1%
v/v de 4cido férmico.
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Figura 47 — Ampliacdo do pico base do espectro de ESI-MS do complexo 1d, com simulac¢io
da distribui¢do isotépica em vermelho.
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O pico base observado no espectro do complexo 2d (Figuras 48 e 49) ¢
correspondente a  espécie [GaCu(HzLdiaminOH)(HCOOH)(HCOO')]2+ (Figura 54),
mostrando a estrutura do ligante integra, os dois metais esperados e mais duas moléculas de
acido férmico (uma delas ionizada). O segundo maior pico, em m/z = 476,13, correspondente
a espécie [Ga(p—OH)Cu(HzLdiaminOH)(HCOOH)z(H20)3]2+, mais uma vez demonstra a
estrutura do ligante integra. Além disso, ha a ponte u-OH, duas moléculas de acido férmico e
3 moléculas de dgua. Outros fragmentos importantes em m/z = 403,11 e m/z = 269,13
correspondem as espécies [GaCu(H,LdiaminOH) - H]ZJr e [GaCu(HzLdiaminOH)]3+,

respectivamente.

Figura 48 — Espectro de ESI-MS do complexo 2d em CH3CN/H,O (1:1, %v/v) contendo 0,1%
v/v de 4cido férmico.
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Figura 49 — Ampliacdo do pico base do espectro de ESI-MS do complexo 2d, com simulac¢io
da distribui¢do isotépica em vermelho.
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O complexo 1 apresentou em seu espectro de ESI-MS (Figura 50) um pico base com
m/z = 368,56 (Figura 51). Esse sinal corresponde 2 espécie [Ga(u-OH)Zn(H,pysmff)]**
(Figura 54), que possui o ligante preservado e uma ponte u-OH, exatamente o esperado pela
metodologia de sintese empregada e pela proposta da andlise elementar. E possivel observar
ainda no espectro mais trés sinais com alta intensidade relativa. O primeiro, com m/z =
650,21, corresponde a uma espécie mononuclear de zinco do complexo [ZnHypysmff]*, que
pode ter sido formada através do préprio processo de ionizagdo no espectrometro de massas.
Vale ressaltar que complexos semelhantes de GaZn também ja apresentaram sinais referentes
a espécies mononucleares em trabalhos anteriores.”” O segundo pico, com m/z = 736,12,
corresponde a espécie [Ga(u-Ox0)Zn(Hypysmff)]™. Pontes do tipo p-0xo ndo sdo comumente
encontradas em complexos biomiméticos de GaZn e, provavelmente, essa espécie também
deve ter sido formada durante o processo de ionizagcdo. O terceiro fragmento, com m/z =
754,13, corresponde a espécie [(OH)Ga(u-OH)Zn(Hypysmff)]" que novamente apresenta uma

ponte u-OH, esperada de acordo com o processo de sintese.
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Figura 50 — Espectro de ESI-MS do complexo 1 em CH3;CN/H,0 (1:1, %v/v) contendo 0,1%
v/v de acido férmico.

100 A

80

60

40

Intensidade Relativa (%)

20 4

0 . Ll m.\ M \

0 200 400 600 800 1000
m/z

Figura 51 — Ampliacdo do pico base do espectro de ESI-MS do complexo 1, com simulacdo
da distribui¢do isotépica em vermelho.
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O espectro de ESI-MS do complexo 2 (Figura 52) apresentou um pico base com m/z
= 382,06 (Figura 53), o que corresponde a espécie [GaCu(Hzpy3mff)(HCOO‘)]2+ (Figura 54),
ou seja, o complexo esperado porém sem a ponte u-OH e com uma molécula de formiato
associada. Outro fragmento importante aparece em m/z = 368,06, correspondendo a espécie
esperada de [Ga(u-OH )Cu(H,pysmff)]**. Ainda hd mais uma espécie [Ga(u-OH
YCu(H,pysmff)(HCOO)]" contendo a ponte hidroxo, em m/z = 781,13. Por tltimo, hd um
sinal com m/z = 809,12 cuja espécie proposta € [GaCu(H,py;mff)(HCOO )] .
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Figura 52 — Espectro de ESI-MS do complexo 2 em CH3;CN/H,0 (1:1, %v/v) contendo 0,1%
v/v de acido férmico.
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Figura 53 — Ampliacdo do pico base do espectro de ESI-MS do complexo 2, com simulagcdo
da distribui¢do isotépica em vermelho.
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Figura 54 — Estruturas propostas para os picos base dos complexos 1d, 2d, 1 e 2 observados
nos seus respectivos espectros de ESI-MS.
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5.2.5 Titula¢io espectrofotométrica

As titulagdes espectrofotométricas dos complexos 1d, 2d, 1 e 2 (Figuras 55-62)
foram realizadas em meio de CH3CN/H,O (1:1, %v/v) com o objetivo de se determinar as
constantes de equilibro dcido-base dos compostos (pKas) e propor quais sdo as espécies
presentes em funcdo do pH. Visto que a alteracio do pH do meio pode desprotonar as
moléculas de dgua coordenadas aos centros metalicos, alterando a reatividade dos complexos,
as titulacOes espectrofotométricas possuem um importante papel ao relacionar os valores de
pKa obtidos com a atividade catalitica observada em funcdo do pH. Como todos os
complexos estudados apresentaram apenas bandas intraligante, a variacdo da absorbancia das
solucdes durante a titulacdo ndo foi tdo pronunciada quanto as titulacdes observadas para
complexos semelhantes onde o metal trivalente € o dtomo de Fe'll 3

Os complexos apresentaram dois valores de pKa (Tabela 9), que se correlacionam

fortemente com os valores de pKa encontrados nos ensaios de atividade catalitica em funcao
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do pH (secdo 5.3.1). Desse modo, baseado no comportamento cinético dos complexos e nos

. = 4
mecanismos propostos para atuagdo de fosfatases®

, 0 primeiro pKa provavelmente deve
estar relacionado com a desprotonagdo da molécula de 4gua coordenada ao gilio. Da mesma
forma, o segundo pKa provavelmente é referente a desprotona¢do da molécula de dgua
coordenada ao metal divalente. Os valores de pKa do complexo 2 estdo perfeitamente de
acordo com os valores encontrados para este em trabalho desenvolvido anteriormente.” A

Figura 63 apresenta a propostas para os equilibrios dcido-base observados para 0os compostos

estudados.

Tabela 9 — Valores de pKa encontrados na titulagdo espectrofotométrica dos complexos 1d,
2d, 1e?2.

Complexo pKai pKaz
1d 4,72+0,04  7,39+0,04
2d 4,39+0,06  7,68+0,05

1 4,17£0,04 7,41+0,03
2 3,88+0,06 7,50+0,06

Observa-se uma tendéncia de aumento do primeiro pKa em cerca de 0,5 unidade ao
se comparar os complexos derivatizados 1d e 2d com seus pares que nao possuem uma cadeia
lateral capaz de promover efeitos de segunda esfera de coordenacdo. Aparentemente, as
interacOes através de ligagdes de hidrogénio dos grupos amina e dlcool dos compostos 1d e 2d
estabiliza a molécula de dgua coordenada ao galio, tornando mais dificil a abstracdo de um
proton. Nota-se que o segundo pKa praticamente nao se altera entre os complexos, indicando
que os compostos 1d e 2d exercem maior efeito na molécula de dgua coordenada ao galio.
Isso € um fendmeno plausivel pois a derivatizagdo foi realizada no lado duro do ligante, o que

provavelmente causaria maior influéncia no ambiente ao redor do metal trivalente.
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Figura 55 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo 1d na faixa de pH de 2,9 a 6,3, em
CH3CN/H,0 (1:1, % vlv), e ajuste de dados para obtencdo do primeiro pKa. [C] = 8x107° mol
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Figura 56 — Titulacdo espectrofotométrica do complexo 1d na faixa de pH de 5,1 a 8,8, em
CH3;CN/H,0 (1:1, % v/v), e ajuste de dados para obtencdo do segundo pKa. [C] = 8x10™ mol
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Figura 57 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo 2d na faixa de pH de 3,9 a 4,8, em

CH3;CN/H,0 (1:1, % vlv), e ajuste de dados para obtencdo do primeiro pKa. [C] = 8x10~ mol
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Figura 58 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo 2d na faixa de pH de 4,7 a 9,2, em
CH3CN/H,0 (1:1, % v/v), e ajuste de dados para obten¢do do segundo pKa. [C] = 8x10™ mol
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Figura 59 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo 1 na faixa de pH de 3,3 a 5,0, em
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Figura 60 — Titulacdo espectrofotométrica do complexo 1 na faixa de pH de 3,0 a 10,4, em
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Figura 61 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo 2 na faixa de pH de 3,1 a 4,1, em
CH3CN/H,0 (1:1, % vlv), e ajuste de dados para obten¢do do primeiro pKa. [C] = 8x107° mol
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Figura 62 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo 2 na faixa de pH de 5,3 a 9,2, em
CH3CN/H,O (1:1, % v/v), e ajuste de dados para obtencdo do segundo pKa. [C] = 8x10™ mol
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Figura 63 — Proposta das espécies em equilibrio observadas em solu¢do para os complexos 1d,
2d,1e?2.
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5.3 ESTUDOS DE ATIVIDADE FOSFATASE

A estratégia empregada para o estudo da atividade catalitica dos complexos
sintetizados foi utilizar o substrato modelo ativado 2,4-BDNPP, um fosfodiéster que mimetiza
os grupos presentes nas estruturas do DNA e RNA. Esse substrato foi escolhido por
apresentar como subproduto o 2,4-dinitrofenilfenolato (Figura 64), que possui uma banda de
absor¢do caracteristica em 400 nm, e por conter grupos nitro, o que facilita a reacdo de

hidrdlise visto que esses grupos ajudam a estabilizar a carga negativa do produto formado.

Figura 64 — Reacao de hidrélise do substrato modelo 2,4-BDNPP.
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Para a realizac@o dos estudos cinéticos, foram sintetizados quatro complexos: o 1d e
2d, que possuem um ligante derivatizado do H,pysmff contendo uma cadeia lateral de
aminodlcool, e os complexos 1 e 2, que sdo complexos formados através da complexacido com
o Hopysmff. O objetivo da sintese dos complexos 1 e 2 € de justamente poder avaliar com
precisdo os efeitos de segunda esfera de coordenacdo da cadeia de aminodlcool presente nos
complexos 1d e 2d. Desse modo, o composto 1d é semelhante ao composto 1, contendo
centros metdlicos idénticos, apenas divergindo pela presenga dos grupos funcionais amina e
dlcool. O mesmo ocorre entre os complexos 2d e 2. Ressalta-se que o composto 2 ja foi
preparado em trabalho anterior'®, porém seus dados cinéticos foram obtidos em condigdes
diferentes das utilizadas nesta pesquisa, o que impediria uma comparagcdo direta dos

resultados deste com o complexo 2d.
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5.3.1 Influéncia do pH na atividade fosfatase

Os estudos da influéncia do pH na atividade catalitica dos complexos foram
realizados com o objetivo de verificar o pH de atividade méxima de cada composto e de se
obter informacdes acerca das suas espécies ativas e, consequentemente, do mecanismo pelo
qual ocorre a reacdo de hidrélise. Os perfis de atividade dos complexos em fun¢do do pH sdo
apresentados nas Figuras 65, 66, 67 e 68, nas quais ainda hd uma curva obtida através de um
ajuste nao-linear dos dados experimentais de acordo com um modelo para um sistema

enzimatico diprético com duas espécies ativas (secdo 4.2.7.3).

Figura 65 — Influéncia do pH na velocidade inicial da reagdo de hidrdlise do 2,4-BDNPP
utilizando o complexo 1d como catalisador. Condicdes: CH3CN/H,O (1:1, %v/v);
[Complexo] = 4x10° mol L™; [Substrato] = 2,5x10 mol L™; [Tampao] = 5x102mol L; I =
5x10 mol L™ LiClOy; 25 °C.

pH
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Figura 66 — Influéncia do pH na velocidade inicial da rea¢do de hidrdlise do 2,4-BDNPP
utilizando o complexo 2d como catalisador. Condi¢des: CH3;CN/H,O (1:1, %v/v);
[Complexo] = 4x10° mol L'l; [Substrato] = 2,5)(10'3 mol L'l; [Tampao] = 5x10™ mol L'l; I=
5x107 mol L' LiClOy; 25 °C.
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Figura 67 — Influéncia do pH na velocidade inicial da reagdo de hidrdlise do 2,4-BDNPP
utilizando o complexo 1 como catalisador. Condigdes: CH3CN/H,O (1:1, %v/v); [Complexo]
= 4x10” mol L'; [Substrato] = 2,5x10° mol L [Tampao] = 5x10% mol L'; T = 5x107
LiClO, mol L''; 25 °C.

2,8

2,41

2,0

9 -1 41
V,x 10" (molL" s")

172 T

10




97

Figura 68 — Influéncia do pH na velocidade inicial da reacdo de hidrdlise do 2,4-BDNPP
utilizando o complexo 2 como catalisador. Condic¢des: CH3CN/H,O (1:1, %v/v); [Complexo]
=4x10” mol L'"; [Substrato] = 2,5x10” mol L™; [Tampao] = 5x10? mol L™'; I = 510 mol L’
'LiCl0y; 25 °C.
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Através da regressdo ndo-linear dos dados experimentais foram obtidos os valores de
pKa cinéticos dos complexos estudados, que possuem boa correlacio com aqueles
determinados através de titulacdes espectrofotométricas (Tabela 10). Todos os complexos
apresentaram um perfil de sino para a atividade catalitica. Com base nesse experimento e nas
propostas mecanisticas existentes para as PAPs, %% ¢ possivel propor que ao menos uma das
espécies ativas dos complexos corresponde a (OH)Ga' (u-OH)M"(OH,), sendo que para os
complexos 1d e 2d ainda pode haver uma espécie ativa com o grupo OH do dlcool
desprotonado. Entretanto, essa espécie nao foi observada na titulagdo espectrofotométrica,
mas pode estar contribuindo para a atividade catalitica nos estudos cinéticos. A espécie
predominante em pH 4cido é a (OH,)Ga'(u-OH)M"(OH,) onde ndo hd a presenca do
nucledfilo necessario para que a reagdo ocorra, que ¢ o OH coordenado ao metal trivalente.
Em pH alcalino, a espécie predominante (OH)Gam(p—OH)M“(OH) contém o nucleofilo
adequado, porém o metal divalente ao qual o substrato se coordena possui um grupo
hidréxido coordenado, que € menos ldbil que a dgua. Pelo fato de este grupo estar ligado de
maneira mais forte ao centro metdlico, a coordenacdo do substrato € dificultada, resultando

em perda da atividade catalitica.
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Tabela 10 — Comparacao entre os valores de pKa obtidos através da titulagao potenciométrica
e da cinética para os complexos estudados.

Complexo pKai pK.:

1d Espectrofotométrico 4,72+0,04 7,39+0,04
Cinético 4,47+0,01 8,27+0,01

2d Espectrofotométrico 4,39+0,06 7,68+0,05
Cinético 4,10+0,08 7,74+0,05

1 Espectrofotométrico 4,17+0,04 7,41+0,03
Cinético 4,13%0,08 7,61+0,28

Espectrofotométrico 3,88+0,06 7,50+0,06
2 Cinético 3,76x0,11 7,60£0,12

O pH de atividade méxima do complexo 1d foi de 7,0, enquanto o do complexo 2d
foi de 6,0. Essa diferenca corrobora com os pKas determinados pelos complexos
espectrofotometricamente, onde o composto 1d apresenta pKa cerca de 0,33 maior que o
composto 2d. Os complexos 1 e 2 apresentaram pHs de atividade méxima com valores de 6,5
e 5,5, respectivamente. Isso significa que a inclusdo da cadeia lateral contendo um
aminodlcool elevou tanto os pKas quanto o pH de atividade 6tima dos complexos. Esse
comportamento difere do observado por Souza'®, onde a derivatizagdo do ligante Hopysmff
com polietilenoimina reduziu o pH de atividade maxima do respectivo complexo. Desse
modo, o ambiente criado através das ligacdes de hidrogénio do grupo aminodlcool
aparentemente exerce efeitos de segunda esfera de coordenagdo diversos dos ja observados

. . . . 1
quando a cadeia lateral consiste em grupos amina ou imina.*>®*!%

5.3.2 Efeito da da concentracio do substrato na atividade fosfatase

A fim de se obter os parametros cinéticos da reac@o de hidrélise para cada complexo,
foi realizado o estudo da influéncia da concentracdo do substrato 2,4-BDNPP na velocidade
inicial. Os ensaios foram realizados no pH 6timo de atividade catalitica dos complexos e sdao

apresentados nas Figuras 69, 70, 71 e 72.
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Figura 69 — Influéncia da concentragdo do substrato na velocidade inicial da rea¢do de
hidrélise do 2,4-BDNPP utilizando o complexo 1d como catalisador. Condi¢des: CH3;CN/H,0
(1:1, %v/v); [Complexo] = 4x10™ mol L™'; [Tampdo] = 5x10° mol L' (HEPES, pH = 7,0; [ =
5x10” mol L™ LiClOy; 25 °C.
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Figura 70 — Influéncia da concentracdo do substrato na velocidade inicial da reacdo de
hidrélise do 2,4-BDNPP utilizando o complexo 2d como catalisador. Condi¢des: CH3CN/H,0O
(1:1, %v/v); [Complexo] = 4x10° mol L', [Tampao] = 5x10> mol L™ (MES, pH =6,0; I =
5x107mol L™ LiClOy; 25 °C.
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Figura 71 — Influéncia da concentragdo do substrato na velocidade inicial da rea¢do de
hidrélise do 2,4-BDNPP utilizando o complexo 1 como catalisador. Condicdes: CH3CN/H,0
(1:1, %v/v); [Complexo] = 4x10” mol L'; [Tampdo] = 5x10 mol L' (MES, pH = 6,5; I =
5x10 mol L' LiClOy; 25 °C.
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Figura 72 — Influéncia da concentracdo do substrato na velocidade inicial da reacdo de
hidrdlise do 2,4-BDNPP utilizando o complexo 1d como catalisador. Condi¢des: CH3;CN/H,O
(1:1, %v/v); [Complexo] = 4x10”° mol L™; [Tampao] = 5x10% mol L (HEPES, pH =7,0; I =
5x10™ LiClO4 mol L; 25 °C.
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Os complexos estudados apresentaram um perfil de saturagdo, tipico de sistemas
enzimaticos, obedecendo a uma cinética do tipo Michaelis-Menten. O ajuste ndo-linear dos

dados experimentais segundo o modelo proposto por Michaelis e Menten” permitiu a
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determina¢do dos parametros cinéticos da reacdo, sejam eles k., (constante catalitica) e Ky
(constante de Michaelis). A Tabela 11 redne os parametros cinéticos obtidos para os
complexos sintetizados neste trabalho e os valores encontrados para outros complexos com

efeitos de segunda esfera de coordenacdo ji desenvolvidos.

Tabela 11 — Parametros cinéticos dos complexos 1d, 2d, 1 e 2 e de outros compostos descritos
na literatura.

Complexo H 6timo K X10° Ky x 10° E = Keat/Kn
P P (s'l) (mol L'l) (L mol! s'l)
1d 7.0 3,60+0,34 2,71+ 0,50 0,13+ 0,03
2d 6,0 4,88+ 0,09 2,75+ 0,38 0,18+ 0,02
1 6,5 1,34+ 0,05 7,09+ 1,07 0,02+ 0,003
2 6,0 3,87+ 0,10 3,87+ 0,50 0,10+ 0,01
FeCu'" 7.0 18,8+ 0,11 3,08+ 0,03 0,61+ 0,02
FeCu-PEI'" 6,0 4,00+ 0,25 0,40+ 0,13 0,10+ 0,01
FeZny, > 7.0 9,02 3,55 0,25
CAE-FeZn* 6.5 4,99 2,14 0,23
FeZnLABY 6,0 1,60 0,82 0,20
FeZnH,LHex™® 6,5 2,02 2,22 0,09

A constante de Michaelis estd relacionada com a afinidade do substrato pelo
catalisador, sendo aproximadamente igual a constante de dissociagdo do complexo
catalisador-substrato. Ou seja, quanto menor o valor de Ky, maior é a afinidade entre o
complexo e o 2,4-BDNPP. Ao se observar os dados constantes na Tabela 11, é possivel
verificar que os complexos contendo a cadeia lateral composta de grupos amina e dlcool (1d e
2d) possuem valores de Ky inferiores aos seus andlogos que prescindem de tais grupos (1 e 2,
respectivamente). Esse mesmo efeito de segunda esfera de coordenacdo foi observado em
trabalhos anteriores que continham na cadeia lateral grupos amina ou imina.”>***71% A
tendéncia se justifica pelo fato de esses grupos funcionais estarem carregados positivamente
no pH de atividade mdxima dos complexos, contribuindo para o aumento da afinidade com o
substrato através de atragcdes eletrostiticas com os grupos fosfato, que sdo carregados
negativamente. Desse modo, como uma tendéncia geral em todos os trabalhos realizados, os
complexos derivatizados com grupos amina, como os complexos 1d e 2d, possuem valores de
Ky inferiores aos compostos que abordam apenas a primeira esfera de coordenagao.

Ao se analisar os valores de k,; da Tabela 11, é possivel verificar que o complexo 1d
possui uma constante catalitica cerca de 2,7 vezes superior ao seu andlogo (complexo 1),

enquanto no complexo 2d esse aumento € de 1,3 vezes (em relacdo ao complexo 2). Esse
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comportamento € inédito para complexos sintetizados a partir da derivatizacdo do ligante
Hopysmff, que via de regra possuem valores de k¢, inferiores aos observados para seus
andlogos que abordam a primeira esfera de coordenagdo. Como exemplo, verifica-se que o
complexo FeCu-PEI possui um valor de k., cerca de 4 vezes inferior ao seu andlogo FeCu.'®
Do mesmo modo, os complexos CAE—FeZn,40 FeZnLABY e FeZnHzLHex38 que sao
complexos contendo grupos amina, possuem valores de k., inferiores ao seu precursor sem
efeitos de segunda esfera de coordenacao: FeZnaﬂd.34

O aumento dos valores das constantes cataliticas dos complexos 1d e 2d em relacao
aos complexos 1 e 2 provavelmente estd relacionado com a presenca do grupo OH presente na
cadeia lateral dos complexos derivatizados, que mimetiza um residuo de serina.
Analogamente a funcdo ja descrita para esse residuo de aminoacido nas enzimas serino-

32,107
proteases,

o grupo OH terminal do aminodlcool pode estar atuando como um nucleéfilo
na hidrélise do substrato, oferecendo um segundo caminho para que a reagdo ocorra. Desse
modo, os complexos 1d e 2d possivelmente possuam dois nucleéfilos distintos atuando em
conjunto para a hidrolise do fosfodiéster, o que explica seus valores de k¢, superiores aos
complexos 1 e 2, que a principio possuem apenas o grupo OH coordenado ao gélio como
nucledfilo.

Outra caracteristica incomum observada para os complexos 1d e 2d € a elevacdo do
pH 6timo de hidrélise em relacdo aos anédlogos, conforme ja destacado na sec¢do 5.3.1. Esse
comportamento também pode estar associado com a presenca do grupo OH do aminoélcool,
visto que esse nucledfilo pode ser ativo em pHs mais elevados e o pH 6timo para os
complexos seja aquele onde o somatdrio das espécies nucleofilicas ativadas seja o maior
possivel. Alternativamente, a elevacdo do pH 6timo pode estar relacionada com o papel das
ligacdes de hidrogénio dos grupos amina e dlcool presentes nos complexos: quando a segunda
esfera de coordenagdo atua como receptora de ligacdes de hidrogénio, os pKas e pHs 6timos
sao aumentados e, quando atua como doadora de ligagdes de hidrogénio, os pKas e pHs
6timos sdo reduzidos.**

O somatdrio dos efeitos de segunda esfera de coordenag@o dos complexos 1d e 2d, ao
aumentar k., e reduzir Ky, implicou no aumento da eficiéncia catalitica desses complexos em
relacdo aos seus andlogos. Essa caracteristica também € bastante incomum quando se trata de
complexos obtidos a partir da derivatiza¢io do ligante Hypysmff. Embora os complexos com
efeitos de segunda esfera de coordenacao reduzam o Ky em todos os casos ja observados, os
valores de k., também siao reduzidos e em uma extensdo até maior. Desse modo, os

complexos 1d e 2d se destacam dos demais modelos que abordam segunda esfera de
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coordenagdo por proporcionarem um aumento da efici€ncia catalitica em relacdo aos seus

andlogos.

5.3.3 Atividade monoestearase e nimero de moléculas hidrolisadas por molécula de

complexo

A capacidade de hidrolisar monoésteres de fosfato € bastante desejada para modelos
biomiméticos de PAPs, ji que esse é essencialmente o papel das enzimas.®*®* Atualmente ha
apenas um complexo heterobinuclear modelo de fosfatase 4cida pdrpura com atividade
monoestearase relevante.”’ Isso ocorre porque o monoéster de fosfato normalmente se
coordena de maneira bidentada aos complexos e ndo ha algum nucleéfilo forte o suficiente
disponivel para realizar a reacio de hidrélise.**

Para verificar a atividade monoestearase dos complexos, foram adicionados ao meio
reacional de 1 a 12 equivalentes do substrato 2,4-DNPP e monitorou-se a absorbancia em 400
nm apods cada adi¢do. A Figura 73 apresenta os resultados obtidos para o complexo 1d. As
duas linhas continuas do grifico com maiores valores de absorbancia correspondem as
leituras realizadas 1 h e 5 h apds a adi¢do dos 12 equivalentes de 2,4-DNPP. Assim como os
demais compostos estudados neste trabalho, o complexo 1d apresentou uma atividade
monoestearase muito baixa, o que impediu estudos cinéticos mais profundos.

Um dos subprodutos da hidrdlise de um diéster de fosfato € o monoéster de fosfato.
Por isso, os complexos devem ter a capacidade de liberar esse subproduto para poderem
hidrolisar uma préxima molécula de substrato. A fim de verificar essa habilidade, apds a
adicao dos 12 equivalentes de monoéster de fosfato e de 5 horas de reagdo com esse substrato,
foram adicionados 4 equivalentes do diéster (Figura 73, linhas tracejadas) 2,4-BDNPP.
Verifica-se que apds 12 h de reacdo a absorbincia do sistema aumentou de maneira
significativa para o complexo 1d. Desse modo, infere-se que o diéster de fosfato é capaz de
deslocar o monoéster coordenado aos centros metalicos, iniciando um novo ciclo catalitico e
regenerando o catalisador. O mesmo comportamento foi observado para os demais complexos

estudados.
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Figura 73 — Monitoramento da absorbancia do meio reacional contendo o composto 1d apds a
adicao de 0, 1, 2, 4, 8 e 12 equivalentes de monoéster em relagdo ao complexo ([C] = 4x107
mol L. As duas linhas continuas do grifico com maiores valores de absorbancia
correspondem as leituras realizadas 1 h e 5 h ap6s a adicao dos 12 equivalentes de 2,4-DNPP.
As linhas tracejadas correspondem as leituras realizadas 1 h e 12 h apds a adi¢do do 2,4-
BDNPP.

1.0

0.8-
06

0.4+

Absorbancia

0.24

0.0 T . X Y .
400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

Ainda com o objetivo de avaliar a atividade monoestearase dos complexos
estudados, realizou-se uma reacdao em condicdes estequiométricas entre estes € o substrato
2,4-BDNPP. Apos 55 horas de reacdo, a 50 °C, verificou-se que todos os complexos foram
capazes de gerar apenas 1 equivalente do produto 2,4-dinitrofenolato. Isso indica que os
complexos estudados possuem apenas atividade diestearase, sendo incapazes de hidrolisar
moléculas de monoésteres de fosfato.

Uma caracteristica relevante para um composto ser considerado um catalisador € a
capacidade de ele ser renovado a cada ciclo catalitico para realizar novamente a conversao
quimica desejada. Para verificar o nimero de ciclos cataliticos realizados para cada complexo
antes de ele ser desativado, foram realizados estudos cinéticos de 24 h, a 25 °C, da reacdo de
hidrélise contendo um excesso de cem vezes de substrato. Neste experimento, o complexo 1d
foi capaz de hidrolisar 2,8 equivalentes e os complexos 2d, 1 e 2 hidrolisaram 3,0, 2,0 e 4,4
equivalentes, respectivamente. Apesar de esses nimeros serem baixos, eles estdo de acordo

com o comportamento de outros modelos biomiméticos de PAPs.**"’
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5.3.4 Efeito isotopico do deutério

Com o intuito de se obter maiores informagdes acerca do mecanismo pelo qual atuam
os complexos sintetizados, foram realizados ensaios de efeito da concentracdo do substrato na
atividade fosfatase em um meio de CH3;CN/D,O (1:1, % v/v) e, dessa forma, foram obtidas as
constantes cataliticas dos complexos em meio deuterado (kp). Quando ndo h4 transferéncia de
préton na etapa determinante da velocidade de reacdo, a razao entre as constantes cataliticas
em H,O e em D,O (kuy/kp) € proxima de 1, admitindo-se valores entre 0,8 e 1,9.108 Valores de
ku/kp superiores a 2,0 geralmente estao associados a uma catdlise bésica ou a outros caminhos
reacionais que envolvam transferéncia de préton.

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos nos ensaios de efeito isotopico do
deutério. E possivel observar que os valores de ky/kp observados para os complexos 1d e 2d
sdo superiores a 3,0, indicando que esses possuem um caminho mecanistico diferente dos seus
complexos andlogos com abordagem somente de primeira esfera de coordenacdo, que
apresentaram valores inferiores a 1,9. De acordo com o comportamento observado, € plausivel
propor que a justificativa para essa elevada razao de kuy/kp seja um caminho reacional onde ha
a abstracao do préton do grupo OH terminal do grupo aminodlcool presente nos complexos 1d
e 2d. Desse modo, a etapa determinante da velocidade da reac@o para esses complexos estaria

associada a geracdo da espécie nucleofilica, que € o grupo OH desprotonado.

Tabela 12 — Valores da razdo ky/kp observados para os complexos estudados.

3

Complexo kuax10* (s™) klzs’fll)" kulkp
1d 3,60 1,05 3,47
2d 4,38 1,55 3,15
1 1,34 0,77 1,71
2 3,87 2,05 1,89

As constantes cataliticas obtidas na Tabela 12 foram determinadas através do ajuste
ndo-linear dos dados segundo uma cinética de Michaelis-Menten, representando o
comportamento dos complexos quando esses estdo saturados com o substrato. Para se obter
informacdes sobre a atuacdo do complexo fora do limite da saturagdo, foram determinadas as
razdes entre as velocidades iniciais de reacdo (e, consequentemente, a razdo entre suas
constantes de velocidade) em H,O e D,O (Vomy Vomp)) em diferentes concentracdes de
substrato (Tabela 13). Os resultados indicam que em qualquer concentracdo de substrato os

complexos 1d e 2d atuam por um mecanismo onde hd transferéncia de préton na etapa
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limitante da reacdo. J4 os complexos 1 e 2 possuem valores bem préximos de 1,0 em baixas
concentracdes de substrato. Quando a concentracdo aumenta e se estd proximo da saturagdo,
os valores entre Vomy Vomp) aumentam e chegam perto do limite aceitdvel para a proposicao
de um mecanismo que ndao envolva a transferéncia de prétons. Isso ocorre porque,
provavelmente, em concentracdes altas de substrato, os complexos estudados podem também
apresentar um caminho reacional secundério de hidrdlise por catélise bdasica, onde hd a
abstracdo de um préton de uma molécula de d4gua do meio e posterior ataque nucleofilico da

hidroxila formada.

Tabela 13 — Valores da razdo Vomy Vomp) encontrados para os complexos estudados em
diferentes concentracdes de 2,4-BDNPP.

[BDNPP ] V()(H)/ Vo([))

(mol L) 1d 2d 1 2
1,00x10 222 2.37 1,04 1,05
1,50 x10° 2,32 2,31 1,06 1,05
2,00 x10°° 2,46 2.32 1.16 1.19
3,00 x10° 2,66 2,70 1,36 1,44
4,00 x10° 2,75 2,95 1,44 1,43
5,00 x10°° 2.82 3,41 1,50 1,46

5.3.5 Inibicao da atividade catalitica pelo fluoreto

Ainda com o objetivo de investigar os caminhos mecanisticos pelos quais os
complexos realizam a hidrélise do diéster de fosfato, foram realizados ensaios de reducao da
atividade pelo anion fluoreto. Esse tipo de inibicdo pode estar relacionado a dois diferentes
fatores: o anion fluoreto pode se coordenar tanto ao centro metdlico divalente quanto ao
trivalente. Quando a coordenacdo ocorre ao metal divalente, o fluoreto compete com o
substrato pelo sitio ativo impedindo a coordenagdo do fosfodiéster e diminuindo a velocidade
de reacdo.'™ A inibicdo deste tipo é chamada de competitiva (Figura 74). Ao se coordenar ao
centro metélico trivalente, o fluoreto substitui a molécula de hidréxido ligada ao gélio ou o
hidréxido em ponte, inibindo a reac@o por eliminar os nucledfilos presentes no catalisador.'”

Essa € a inibicdo incompetitiva (Figura 74), j4 que ndo ha a competicao entre o fluoreto e o

substrato pela coordenacdo ao complexo. H4 ainda um terceiro tipo de inibicdo, a nao
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competitiva. Ela é um caso particular onde a extensdo da inibi¢do competitiva e incompetitiva

¢ da mesma magnitude.

Figura 74 - Possiveis modos de inibi¢ao provocados pelo fluoreto.
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A Figura 75 representa os resultados obtidos na extensdo de inibicdo da reacdo de

hidrélise em funcdo do aumento da concentragdo de fluoreto no meio reacional. Verifica-se

que os complexos 1 e 2 sdo inibidos de forma mais significativa do que os complexos 1d e 2d.

Somente com os ensaios realizados, ndo hd como afirmar se a inibi¢do ¢é

incompetitiva ou ndo competitiva.

competitiva,
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Figura 75 — Porcentagem de inibi¢do da reacdo de hidrélise em fung¢do da concentracdo de
fluoreto no meio reacional.

70
A
v
60
A °
| |
50 v
;\? 40 <
8 )
:_§ 30_
E | |
°
20
= 1id
e 2d
10 A 1
v 2
0 T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5

[F]1x 10° (mol L™

Para averiguar mais profundamente a influéncia do fluoreto na hidrélise, foram
realizados estudos de efeito da concentracdo de substrato na velocidade incial de reagdo
(Figura 76) e determinou-se a constante catalitica dos complexos na presenca de fluoreto (kp)
na concentragdo de 6x10* mol L' (Tabela 14). Todos os complexos apresentaram um perfil
de saturacdo seguindo uma cinética do tipo Michaelis-Menten.

Nota-se que a razdo entre as constantes cataliticas em meio sem inibidor € em meio
contendo fluoreto (k../kr) € menor que 1,7 para os complexos 1d e 2d e superior a 3,5 para os
complexos 1 e 2. Esse resultado corrobora com o que foi observado na Figura 74 e permite
concluir que a inibi¢do dos complexos derivatizados € bastante inferior a dos seus andlogos.

O comportamento observado, de certa forma, estd de acordo com o proposto nas
secdes anteriores pois os complexos contendo os grupos aminodlcool em sua cadeia lateral
possuem um nucledfilo alternativo, prescindindo do grupo OH coordenado ao gélio para que
sejam capazes de hidrolisar o substrato. Desse modo, a presenca do anion fluoreto ndo inibe
em extensao tdo grande a atividade desses complexos. Alternativamente hd a hipétese de que
a modificacdo da cadeia lateral pode estar auxiliando a estabilizar o OH coordenado ao gélio
através de ligacoes de hidrogénio, dificultando a sua troca por um anion fluoreto e

preservando o nucledfilo.
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Figura 76 — Influéncia da concentragdo do substrato na velocidade inicial da rea¢do de
hidrélise do 2,4-BDNPP para os complexos 1d, 2d, 1 e 2 na presenca do inibidor fluoreto.
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Tabela 14 — Valores da razio k.,/kr determinados para os complexos 1d, 2d, 1 e 2.

kpx10°
Complexo kear x10% (s F(:_l) keat Tky
1d 3,60 2,53 1,42
2d 4,88 3,01 1,62
1 1,34 0,35 3,83
2 3,87 2,05 3,68

5.4 PROPOSTA MECANISTICA

Com base nos experimentos descritos neste trabalho, sejam eles o efeito do pH,
titulacdes espectrofotométricas, efeito da concentragdo de substrato, efeito isotépico de
deutério e inibi¢do pelo fluoreto, € plausivel propor que os complexos 1 e 2 apresentam um
mecanismo de reacdo muito semelhante ao amplamente discutido na literatura para as
fosfatases dcidas purpuras (Figura 7). No caso dos complexos 1d e 2d, os comportamentos
cinéticos observados foram distintos, indicando um mecanismo incomum para modelos
biomiméticos de PAPs.

A proposta mecanistica para a atuacdo dos complexos 1d e 2d na hidrélise do 2,4-

BDNPP ¢ apresentada nas Figuras 77 e 78. Inicialmente, o substrato se coordena ao metal
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divalente através da troca de ligante com uma molécula de 4gua, formando o intermedidrio 2.
As ligagdes de hidrogénio que os grupos amina e dlcool sdo capazes de realizar, somadas as
interagdes eletrostdticas dos grupos amina positivamente carregados, aumentam a afinidade
do substrato pelo catalisador, o que estd em concordancia com os baixos valores de Ky
observados para esses complexos. A partir desta etapa, propde-se que a reagdo possa proceder
por dois caminhos mecanisticos distintos.

O caminho A (Figura 77) corresponde ao mecanismo convencional de rea¢do das
PAPs onde o nucleéfilo € a molécula de hidréxido coordenada ao dtomo de gilio. Desse
modo, o nucledfilo ataca o substrato, expulsando uma molécula de 2,4-dinitrofenolato. Ao
sofrer o ataque nucleofilico, o monoéster de fosfato formado coordena-se ao complexo de
maneira bidentada, dando origem ao intermedidrio 6. Neste ponto, ocorre a liberagdo do
produto através da sua troca por uma molécula de dgua e uma de hidroxido, regenerando o
catalisador e dando origem a um novo ciclo catalitico (Figura 78).

O caminho B corresponde a um mecanismo onde o nucle6filo é o OH do grupo
alcool presente na cadeia lateral do complexo. Nessa proposta, o OH do grupo dlcool, em um
processo concertado, realiza o ataque nucleofilico ao fosfato e o grupo OH coordenado ao
gdlio atua como uma base, abstraindo o préton do dlcool e ativando o nucleéfilo para que haja
o ataque (Figura 77). Esse caminho mecanistico é semelhante ao papel ja descrito para o
residuo de serina nas propostas mecanisticas das enzimas serino proteases.’>'"’ Baseado na
inatividade monoestearase desses complexos, se sugere que, da mesma forma que ocorre no
caminho A, o monoéster de fosfato se coordene de maneira bidentada ao catalisador,
formando o intermedidrio 5. Em seguida, o oxigénio do élcool é protonado e hd um novo
ataque nucleofilico ao fosfato realizado por uma hidroxila externa ao complexo. Neste
segundo ataque, o grupo élcool ligado ao fosfato é o grupo de saida e coordena-se ao metal
trivalente do complexo, enquanto o produto da reacdo € liberado do metal divalente através de
uma reacdo de troca de ligante com uma molécula de dgua (intermedidrio 8, Figura 78). Por
fim, o élcool coordenado ao 4tomo de gilio é trocado por uma molécula de hidréxido,
reestabelecendo o catalisador e dando origem a um novo ciclo catalitico.

A proposta apresentada para os complexos 1d e 2d contempla os resultados
observados nos experimentos cinéticos e titulacdo espectrofotométrica. Nao ha como
desprezar a atuacao do OH coordenado ao gélio como um nucleéfilo relevante pelo perfil de
sino obtido na cinética desses complexos em funcdo do pH e pelos valores de pKa cinéticos
determinados, que estdo apenas um pouco acima dos pKas de moléculas de 4gua coordenadas

a um centro de gélio em complexos que tratam apenas da primeira esfera de coordenacao. Por



111

outro lado, os valores de k., superiores aos seus andlogos e os resultados obtidos nos ensaios
de efeito isotdpico e inibi¢do por fluoreto revelam que o OH presente na segunda esfera de
coordenagdo é um nucledfilo relevante, sendo o principal, na rea¢do de hidrdlise para estes
complexos. Desse modo, o mais provavel € que os dois nucledfilos estejam atuando em
conjunto e a reacdo de hidrélise possa ocorrer tanto pelo caminho A quanto pelo B e o
somatorio desses efeitos seja o responsavel pelos valores de k., obtidos para os complexos 1d

e 2d.
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Figura 77 — Proposta mecanistica para a hidrélise do 2,4-BDNPP realizada pelos complexos
1d e 2d. Caminho A: ataque do OH coordenado ao gélio. Caminho B: ataque do OH presente

na segunda esfera de coordenacao.

Ga'" \M”/
o/\ \9'/ | \N/ |
PANTEENC TN
_H N
ON
[';IJ‘-'—-\(') (1]
N
H
Coordenagao monodentada * 2'4:BHD2PP
do substrato 2
B \
N /
— = N
\\G III’O\ /”/ N __
a
O/ \ ~o0— \\N/
on H |
o
) H--- /P:/

Coordenacao bidentada

do substrato




113

74 \ =
=~ /N p . 74 \ =
\ ® g =ZA n
N/uM\lo Qz 8 £ /\N S
/\_\ o e gk =23
7 T--T + + o2
D| \OH P/R O\ m% \/
= \ n.w 2 O,n \OH
\G O 1 =
Z7/\ £ &—o
/ o) Z I-zT ~ P~~~ __.T

|
—
Dissociagao do
produto
AN
|
—
?o
kS

NO,

- 2,4-DNPP
+H,0

Ou

Ataque nucleofilico
externo
N
_

/MIO/ m,_
o)
O\ /OH 0 *
=/ \ /O
S—o T
NN/ /\mWNuH
\/ o ~z%T
z_
®

Figura 78 — Proposta para a liberacdo do produto e regeneragcdo do catalisador na reacdo de

hidrdlise do 2,4-BDNPP realizada pelos complexos 1d e 2d.

Dissociagado do
produto







115

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os ligantes Hopysmff e HyLdiaminOH, assim como os complexos 1d, 2d,1 e 2, foram
sintetizados com rendimentos satisfatérios e pureza adequada. Nao foi possivel obter a
estrutura por difragdo de raios-X dos complexos estudados, o que permitiria uma maior
elucidacdo estrutural e confirmagcdo de importantes consideragdes realizadas acerca dos
complexos 1d e 2d. Através da técnica da espectroscopia na regido do infravermelho, foi
possivel obter a confirmacgdo da coordenacdo dos ligantes ao centro metdlico. As andlises de
espectrometria de massas e de CHN corroboraram entre si e confirmaram o €xito na obten¢do
dos complexos.

Os valores de pKa obtidos através de titulacOes espectrofotométricas e ensaios
cinéticos revelam que os complexos 1d e 2d possuem efeitos de segunda esfera de
coordenacdo, elevando o pH 6timo de hidrélise e o pKa de desprotonacdo da molécula de
dgua coordenada ao centro de gélio. Aparentemente ndo hd um efeito marcante referente a
desprotonacao da molécula de dgua ligada ao centro divalente.

Os ensaios de atividade de fosfatase dos complexos 1d e 2d revelaram que esses
compostos possuem uma caracteristica inédita para modelos biomiméticos de PAPs, que € a
presenca de um nucledéfilo ativo na segunda esfera de coordenacdo. O efeito global da
inclus@o de um aminodlcool na cadeia lateral dos complexos foi um aumento da eficiéncia
catalitica dos complexos em relacdo aos seus andlogos (complexos 1 e 2) através tanto do
aumento de k¢, quanto da reducdo do valor de Ky. Com base nos estudos realizados, conclui-
se que esses complexos atuam por dois caminhos mecanisticos diferentes, onde tanto o OH
coordenado ao gélio quanto o OH da segunda esfera de coordenagdo sio capazes de realizar a
hidrélise do substrato.

Os estudos realizados até aqui fornecem apenas uma base inicial na investigacdo do
papel de aminodlcoois na segunda esfera de coordenacdo de modelos biomiméticos de
fosfatases acidas purpuras. Ainda sdo necessdrios outros ensaios como a determinac¢do dos
parametros termodinamicos, a obtencdo de estruturas por difragdo de raios X e ensaios de
clivagem do DNA para se obter maiores informacdes acerca do mecanismo e da potencial
aplicacio desses complexos. E necessdrio confirmar ainda qual é o principal nucleéfilo
responsavel para a conversao do substrato em produto, visto que ainda hé de se confirmar se
quem atua como nucledfilo € o OH presente na segunda esfera de coordenacdo ou um

nucledfilo externo ao complexo (catdlise bdsica). De modo geral, a inclusio de um
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aminodlcool na segunda esfera de coordenacdo dos complexos provocou efeitos cataliticos
positivos e € possivel afirmar que os complexos 1d e 2d sdo modelos de PAPs com

caracteristicas promissoras.
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