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RESUMO

Hidrolases sintéticas chamam a atencdo por sua potencial
aplicacdo como medicamentos antitumorais e antibibticos.
Atualmente, objetiva-se o desenvolvimento de modelos mais
eficientes e, principalmente, seletivos na clivagem do DNA. Para
isso, varias estratégias vém sendo aplicadas. Neste trabalho, uma
nova frente de pesquisa foi aberta envolvendo o estudo de
complexos mononucleares de ferro(lll) como modelo de hidrolase
que mostra atividade na hidrélise de diésteres de fosfato, assim
como capacidade de interagdo com DNA com constantes de
ligacdo significativas. Novos ligantes foram desenvolvidos para
sintese de complexos binucleares de Fe''Zn'", contendo em sua
estrutura, grupos intercalantes, substituintes naftil (H.Lnaf) e
pirenil (HzLpir). Os complexos binucleares 1a e 2a foram obtidos a
partir dos ligantes HoLnaf e HoLpir. Nos estudos de caracterizacéo
e de atividade catalitica dos complexos observou-se que, em meio
aqguoso, os mesmos formavam espécies mononucleares de
ferro(lll) e zinco(ll). A partir das andlises via ESI-MS, observou-se
gue essas especies mononucleares eram responsaveis pela
atividadena hidrélise do substrato modelo 2,4-BDNPP. Para
compreender melhor o funcionamento desses sistemas, sinteses
de complexos mononucleares de ferro(lll) com os ligantes HoLnaf
(1b) e HLpir (2b) foram sintetizadas e os complexos foram
caracterizados via espectroscopia de IR, espectrometria ESI-MS,
espectofotometria de UV-Vis, titulagdo espectofotométrica e
eletroquimica e a estrutura do complexo 1b foi obtida através de
difratometria de raios X. Estudos cinéticos de hidrélise do 2,4-
BDNPP na presenca dos complexos mostraram constantes
cataliticas proximas a valores obtidos para complexos binucleares
de ferro(lll), além de atividade monoesterase utilizando o substrato
modelo 2,4-DNPP. Com base nos resultados obtidos neste
trabalho, seré possivel o desenvolvimento de uma nova familia de
compostos modelo para hidrolases, objetivando esclarecer melhor
a forma de atuacéo dos mesmos e obter compostos mais ativos e
seletivos na hidrdlise de ésteres de fosfato.

Palavras-chave: Complexo de ferro(lll), complexos bioinspirados
de Fe e Zn, hidrolase, monoesterase.






ABSTRACT

Synthetic hydrolases get attention for their potential application as
antitumor drugs and antibiotics. The development of more efficient
and more selective models for DNA cleavage has increased
significantly and a range of strategies have been applied for this
goal. Herein a non-classical approach involving mononuclear
iron(lll) complexes as hydrolase models that shows activity in the
hydrolysis of phosphate diesters and are capable of interact with
DNA with high binding constants is presented. New ligands were
developed for the synthesis of dinuclear Fe'"'Zn" complexes,
containing in their structure, innocent intercalating groups, radicals
naphthyl (HzLnaf) and pyrenyl (H2Lpir). The dinuclear complexes
la and 2a were obtained from HzL naf and HaLpir ligands,
respectively. During characterization and catalytic activity studies
of these complexes, it was observed that, in presence of water,
mononuclear iron(lll) and zinc(ll) species were formed. From ESI-
MS analysis was observed that these mononuclear specieswere
responsible for the activity in hydrolysis of 2,4-BDNPP substrate.
To better understand the system behavior, mononuclear
compounds were synthesized with the HoLnaf (1b) and HoLpir (2b)
ligands and were characterized by IR spectroscopy, ESI-MS, UV-
Vis spectrophotometry and electrochemistry and the 1b X-ray
structure was obtained. Kinetic studies on the hydrolysis of 2,4-
BDNPP substrate in presence of the complexes revealed Kcat
values similar to those obtained for iron(lll) dinuclear complexes
besides being a monoesterase model as revealed studies on 2,4-
DNPP hydrolysis. Through this work results, it will be possible the
development of a new family of model compounds for hydrolases,
with the purpose of clarify the mode of action of those new
mononuclear iron(lll) complexes and pursue more active and
selective compounds for phosphate esters hydrolysis.

Keywords: Fe'' complex, bioinspired Fe and Zn complexes
hydrolase, diesterase, monoesterase.
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1 INTRODUCAO

A quimica inorgénica se conecta a biologia em diversas
areas, sendo algumas substéncias inorganicas vitais para o0s
organismos, desempenhando funcbes como transporte,
especiacdo, mineralizacdo de materiais inorganicos, tendo
aplicacao inclusive em tratamentos medicinais e diagnésticos.
Especificamente, esse ramo da quimica é denominado de
Quimica Bioinorganica, uma area multidisciplinar que permeia a
guimica, fisica, biologia, medicina, dentre outras e objetiva estudar
0 papel de metais nos organismos vivos (BERTINI; et al., 1994;
KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013; REHDER, 2008).

A maioria dos metais sdo encontrados nos organismos Vvivos
em concentracdes muito baixas, como é o caso de elementos-
tracos (Fe, Zn, Cu, etc.) que sdo encontrados em quantidades de
0,1 a 5 g (em uma massa corpérea um homem referéncia de 70
kg), e ultramicrotracos (V, Mn, Ni, Cr, Co, etc.) que chegam a
concentragdes inferiores a 10 mg / 70 kg. Varios desses elementos
séo definidos como essenciais a vida (ZORODDU,; et al., 2019).
Assim, s6 foi possivel detectar sua presenca com 0Ss avancos
tecnolégicos que permitiram o desenvolvimento de equipamentos
analiticos mais sensiveis, capazes de detectar analitos nessas
concentracdes (KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013).

Dentro da vasta area que é a bioinorganica, um dos campos
de atuacdo € no estudo de processos bioldgicos especificos que
algumas proteinas realizam. As metaloproteinas possuem centros
metalicos em sua estrutura e algumas tém funcdo catalitica em
organismos vivos, denominadas entéo, metaloenzimas (BERTINI;
et al, 1994; KAIM; SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013).
Metaloenzimas sdo biopolimeros formados por cadeias de
aminoacidos e possuem em seu sitio ativo metais que
desempenham papel fundamental na atividade catalitica da
mesma. Cerca de 30 % das enzimas possuem ions metalicos
responsaveis pela funcdo que as mesmas exercem. Enzimas sdo
catalisadores naturais bastante seletivos e eficientes, atuando de
forma bastante complexa e sinérgica para promoverem reacfes
que em condi¢des normais nao ocorreriam ou ocorreriam de forma
muito lenta e assim, tornam-se foco de interesse dentro da
industria e medicina (LINDSTROM; PETTERSSON, 2003).
Trabalhos comparando valores de velocidades de reag¢Bes na
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presenca de enzimas e as nao catalisadas evidenciam o potencial
catalitico enziméatico (WOLFENDEN, 2011).

1.1 FOSFATASES ACIDAS PURPURAS

As fosfatases acidas purpuras (PAPs) sédo enzimas capazes
de catalisar a hidrélise de ésteres de fosfato e anidridos em pH
acido (4 < pH = 7) e tém a caracteristica coloragao purpura de sua
forma inativa (KLABUNDE; KREBS, 1997; SCHENK; et al., 2013;
THAN; FELDMANN, 1999). Encontrada em plantas, animais e em
alguns organismos bacterianos, as PAPs pertencem a familia das
metalohidrolases dinucleares, com um sitio ativo binuclear de
valéncia mista, contendo um centro de ferro(lll) e um metal (M)
com estado e oxidacdo 2+ (M = Fe em animais, Mn ou Zn em
plantas) (SCHENK; et al., 2013).

A PAP do feijdo vermelho (kidney bean — kbPAP) foi a
primeira a ter sua estrutura resolvida por difratometria de raios X
e hoje uma gama de estruturas ja foram resolvidas de PAPs de
diferentes organismos vivos (KLABUNDE; et al., 1996; STRATER,;
et al., 1995; UPPENBERG,; et al., 1999). Diferencas substanciais
entre as PAPs encontradas nos diferentes reinos sao observadas,
seja em tamanho, estrutura quaternaria e sequéncia de
aminoacidos. No entanto, o sitio cataliticamente relevante é
altamente preservado, com sete aminoacidos invariantes
coordenados aos centros metdlicos de ferro(lll) e metal(ll) como
apresentado na Figura 1 (SCHENK; et al., 2000).
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Figura 1. Representacéo estrutural do sitio ativo das PAPs

(SCHENK; et al., 2000).
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A disposicdo dos metais no sitio ativo rege 0 mecanismo de
atuacao das fosfatases acidas purpuras e, com as estruturas das
mesmas resolvidas, propostas de mecanismo comecaram a
surgir. O mecanismo foi inicialmente proposto por Klabunde e
colaboradores (1996) e considera a hidrélise assistida por metal
pelo mecanismo de substituicdo nucleofilica do tipo Sn2 para a
kbPAP (Esquema 1). Em sequéncia, Lindgvist e colaboradores
(1999), propuseram mecanismos similares ao proposto por
Klabunde. A acidez do metal trivalente gera o nucledfilo, a espécie
Nu- (grupo hidroxo), a partir da entrada de uma molécula agua em
sua esfera de coordenacdo e sua subsequente desprotonacdo. O
substrato se coordena ao metal(ll) em uma posicao labil de sua
esfera de coordenagcdo e é posicionado adequadamente para
sofrer o ataque do nucledfilo.
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Esquema 1. Mecanismo proposto para a PAP na hidrélise de
ésteres de fosfato. Fonte: KLABUNDE, 1996.
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As funcdes exercidas pelas PAPs nos organismos vivos sdo
diversas e ainda ndo absolutamente esclarecidas, atuando na
reabsorcdo Ossea, morte microbiana, transporte de ferro em
animais e aquisicdo de fosfato em plantas. Além disso, esta
envolvida em diversos processos, desde a geracdo de ROS
(espécies reativas de oxigénio) até a participacdo no sistema de
defesa imunolégico (McGEARY; SCHENK; GUDDAT, 2014). Com
as Ultimas descobertas em relacdo as PAPs, geraram-se novas
linhas de pesquisa com interesse no desenvolvimento de
quimioterapicos para tratamento de osteoporose (MITIC; et al.,
2006; SCHENK; et al. 2013).

1.2 COMPLEXOS BIOMIMETICOS

A maior limitacdo da aplicagdo das enzimas em si esta no
processo de isolamento e purificacdo das mesmas por ter um alto
custo e uma complexa execucéo. Criou-se, entdo, um interesse no
desenvolvimento de compostos de baixa massa molecular
capazes de exercer a mesma funcdo em catalise. Assim,
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iniciaram-se o0s estudos de desenvolvimento de compostos
biomiméticos capazes de reproduzir propriedades eletrénicas,
estruturais e com funcbes cataliticas através de mecanismos
semelhantes ou até iguais as enzimas analogas. Atualmente essa
area de pesquisa ja € amplamente conhecida, porém a atividade
catalitica dos compostos biomiméticos desenvolvidos ainda é
absurdamente baixa quando comparada a da enzima.

1.2.1 Segunda esfera de coordenagao

As enzimas possuem uma cadeia de aminoacidos com
estrutura altamente definida no espacgo, resultado de uma
infinidade de interagdes existentes ao longo dessa cadeia. Todas
essas interacbes de fragmentos ndo pertencentes ao sitio ativo
das enzimas atuam de forma sinérgica com o sitio ativo para
promoverem o processo catalitico, conferindo as caracteristicas
de alta atividade catalitica e a seletividade observada nas
mesmas. Chama-se “Segunda Esfera de Coordenagao” o conjunto
de residuos de aminoacidos que nao estao ligados diretamente ao
metal responsavel pela catélise, mas que possuem funcao
indispensavel na eficiéncia e seletividade das enzimas (MANN; et
al., 2018).

A segunda esfera de coordenacao tem papel na seletividade
e melhor afinidade da enzima em relacdo ao substrato, estabiliza
0 estado de transicdo, é muitas vezes responsavel pela geracéo
da espécie ativa na catdlise e por fim, ainda pode atuar na
estabilizacdo do grupo de saida. As contribuicées na atividade
catalitica se ddo por interacfes intermoleculares como: forcas de
van der Waals, efeitos hidrofobicos, ligacbes de hidrogénio e
interacBes eletrostaticas (LINDSTROM; PETERSON, 2003;
SPAN; et al. 2017).

Baseado nos estudos acerca da funcéo da segunda esfera
de coordenagdo das enzimas no processo catalitico é que se
iniciou os estudos de segunda esfera de coordenacédo em modelos
biomiméticos visando a melhoria da atividade catalitica e
seletividade dos mesmos (COOK; HILL; BOROVIK, 2015; MANN;
et al., 2018; SHOOK; BOROVIK, 2008). Atualmente, diversas
estratégias sdo utilizadas para simular a segunda esfera de
coordenacédo em modelos, sendo as mais abordadas: utilizag&o de
polimeros, dendrimeros, grupos laterais funcionais, dispositivos
supramoleculares, nanoestruturas, cadeias proteicas e, para
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nucleases, agentes intercaladores ligados covalentemente aos
complexos (CAMARGO,; et al., 2018; LINDSTROM; PETERSON,
2003; SIMMONS; et al., 2014; NEVES; et al., 2007; REBILLY; et
al., 2015; SILVA, et al., 2017; ZHAO; et al., 2013).

Porfirinas de ferro sdo estudadas como modelos de
catalisador para reducdo eletroquimica de diéxido de carbono.
Utilizando a adicdo do grupo lateral funcional como estratégia para
simular a segunda esfera de coordenacao, inspiridos pelo sitio
catalitico da Ni-Fe CO dehydrogenase, Nichols e colaboradores
(2018) desenvolveram uma série de complexos isdbmeros
derivados do Fe-tetrafenilporfirina (Fe-TPP), com bragos amida
(Figura 2) que apresentaram grandes melhoras na associagao
com o CO; e também no numero de turnorvers quando
comparados ao Fe-TPP através de interacdes de hidrogénio da
amida com o substrato chegando a um aumento de 7 vezes na
constante de ligacdo com o CO: para o complexo Fe-ortho-1-
amide e de 1500 vezes no kear da reagdo para o complexo Fe-
ortho-2-amide.

Figura 2. Isbmeros posicionais de Fe-TPP funcionalizados com
grupos amida. Fonte: NICHOLS; et al., 2018.
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Com o desenrolar deste trabalho, observou-se uma
contribuicdo como efeito de segunda esfera de coordenacdo de
grupo amino protonado sobre a atividade dos complexos
desenvolvidos. Na literatura encontram-se descritos alguns
modelos usando essa estratégia, ndo apenas para catalisadores
em reacdes de hidrdlise, mas também em reacdes envolvendo
transferéncia de elétron (FENG; et al., 2005; MACBETH; et al.,
2000; BHATTACHARYA; PROKOPCHUK; MOCK, 2017;
SIMMONS et al.,, 2014; ZHAO et al., 2013). Peter Comba e
colaboradores (2012) desenvolveram o primeiro modelo para PAP
com atividade monoesterase descrito na literatura, um complexo
binuclear de ferro(lll) a partir de um ligante baseado em uma
plataforma ciclam protonada conectada a dois sitios de
coordenacdo tridentados. O ciclam é capaz de posicionar e ativar
a ligacdo ferro(lll)-substrato, atuando segundo o mecanismo
proposto na Esquema 2. O complexo foi capaz de promover a
aceleracdo da  hidrélise do substrato 2,4-DNPP (2,4-
dinitrofenilfosfato) com constante catalitica kear de 2,7 x 10 s1.

Esquema 2. Proposta de mecanismo de associacdo do substrato
para hidrélise dos substratos 2,4-BDNPP e 2,4-DNPP catalisada
pelo complexo diférrico com ponte p-oxo. Fonte: COMBA,; et al.,
2012.
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1.3 DNA E SUAS INTERACOES

Em 1953, Watson e Crick propuseram a estrutura do DNA
como duas fitas constituidas de grupos diéster de fosfato ligados
a residuos desoxirribose (Figura 6) mantendo-se unidas através
de interagBes de quatro bases nitrogenadas. A interacdo entre
essas bases obedece a regra de Chargaff (1950), na qual uma
base deve ser uma purina (adenina (A) ou Guanina (G)) e a outra
deve ser uma pirimidina (timina (T) ou citosina (C)), formando 2 ou
3 ligacBes de hidrogénio entre si, como representado na Figura 3.

Figura 3. Pareamento AT e CG, com duas e trés ligacdes de
hidrogénio, respectivamente.
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As duas fitas se organizam em uma estrutura tridimensional
helicoidal, criando cavidades (sulcos) maiores e menores com as
bases pareadas de cada uma das fitas ocupando um mesmo plano
(Figura 4) (NELSON; COX, 2013). A altissima estabilidade do DNA
se d& pelo esqueleto polianiénico das ligacdes fosfodiéster que
dificultam a aproximacao de nucledfilos ao centro de fésforo, por
isso a necessidade de nucleases que catalisem a clivagem e
reparos necessérios de fitas de DNA por serem capazes de ativar
a ligacdo P-O e ainda promoverem a geracdo de nucleodfilos
aquosos que fazem o ataque (ADAMS; KNOWLER; LEADER,
1986).
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Figura 4. Representacao da dupla hélice do DNA (esquerda)
(Fonte: WATSON; CRICK, 1953) e as quatro bases do DNA
(direita), mostrando a conectividade ao esqueleto acucar-fosfato.
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Existem trés modos de intera¢@o de metalomoléculas com o
DNA (ADAMS; KNOWLER; LEADER, 1986; PAGES; et al., 2015;
REHA; et al., 2002; RICHARDS; RODGER, 2007): (1) associacdo
externa ndo especifica através de interagdo eletrostatica de
moléculas metélicas positivamente carregadas com o esqueleto
de fosfato aniénico, gerando de estruturas condensadas dificeis
de separar, o que dificulta a regeneracéo do DNA; (2) ligagdo pelos
sulcos de moléculas com tamanho, flexibilidade, potencial
eletrostatico e hidrofilicidade adequados, geralmente tendendo a
se ligar ao sulco menor — esse tipo de interacdo exerce pouco
efeito sobre a estrutura do DNA,; e (3) intercalacdo entre as bases
de DNA por espécies de natureza quimica e tamanho apropriados
como, por exemplo, espécies policiclicas, aromaticas e planares.

Esses trés tipos de interacdo servem como base para o
desenvolvimento de modelos para nucleases que interagem com
DNA, objetivando sempre uma maior seletividade e eficiéncia
(PAGES,; et al., 2015; SIEGEL; et al, 2018).

VN
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1.3.1 Intercalantes de DNA

As enzimas hidrolases incluem um grupo denominado
nucleases, que sdo enzimas capazes de clivar ligacbes de
fosfodiésteres entre nucleotideos, tanto no DNA quanto no RNA
(NISHINO; MORIKAWA, 2002). O interesse em desenvolver
hidrolases que atuem mais especificamente como nucleases esta
do desenvolvimento de farmacos antitumorais. O intuito inicial
desse trabalho era o desenvolvimento de modelos biomiméticos
para PAPs com a introducdo de grupos poliaromaticos, com
potencial de intercalagéo, para estudos de interacao e clivagem de
DNA. Embora o trabalho tenha tomado rumos diferentes, uma
busca na literatura acerca do uso de intercalantes se torna
relevante para futuros desdobramentos e perspectivas desta
pesquisa.

No estudo de nucleases, a estratégia que utiliza
intercalantes em compostos biomiméticos tem tido muita atencao
dentro da quimica bioinorganica. A intercalacdo do DNA ocorre
quando uma molécula interage com dois pares de bases
adjacentes na dupla hélice do DNA, formando um “sanduiche”
(MAINWARING,; et al. 1982). Essa intercalacéo é resultado de um
conjunto de interacdes de diferentes forcas dependentes da
estrutura do intercalador que, apés sua ligacdo com o DNA, é
capaz de esticar e desenrolar o esqueleto do DNA, sendo
estabilizado por interacdes do tipo T-stacking com as bases
(RICHARDS; RODGER, 2007).

Intercalantes conhecidos sdo o brometo de etidio e a
proflavina, que desenovelam o DNA aproximadamente 26° e 17°,
respectivamente. Essas mudancas estruturais podem levar a
mudancas funcionais no DNA e por isso, compostos intercalantes
mostram aplicabilidade em tratamentos quimioterapicos para inibir
a replicacdo do DNA em células tumorais que se desenvolvem
rapidamente. Os efeitos dos intercalantes na estrutura do DNA séo
totalmente reversiveis apds a remocao dos mesmos se a estrutura
duplex do DNA néo for destruida durante o processo de remocao.
O maior problema enfrentado hoje na quimioterapia do cancer, é
a citotoxicidade limitada da dose dos farmacos pela falta de
seletividade no ataque a células tumorais (RICHARDS; RODGER,
2007).
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O desenvolvimento de farmacos fotoativaveis ganharam
destaque frente as limitagbes encontradas no uso de
quimioterapicos. Intercaladores aromaticos como acridina e pireno
sdo de grande interesse para a pesquisa em diferentes campos
como carcinogénese, quimioterapia, reconhecimento molecular e
nanomedicina. Tem se dado atencdo especial ao uso de
compostos intercalantes como sondas que se ligam seletivamente
a sitios discrepantes de DNA, sendo Uteis para deteccao de
alteracdo na sequéncia do DNA através de propriedades
fotoquimicas desses intercalantes (BOYTON; MARCELIS;
BARTON, 2016; HAFLIGER; et al., 2005; JIANG; et al., 2010;
LAIB; et al., 2005; UZUMCU; GUNEY; OKAY, 2018).

Ja ha algumas decadas sao realizados estudos que
mostram a superioridade de modelos capazes de intercalar DNA
guando comparados aos seus analogos que interagem com DNA
por outras vias (BOSEGGIA; et al., 2004; CAMARGO; et al., 2018;
RAMMO,; et al, 1996; SHAO; et al, 2015). Um estudo utilizando
lantanideos na clivagem de DNA por mecanismo hidrolitico foi
descrito por Rammo e colaboradores (1996) que utilizaram
ligantes nucleofilicos éter de coroa e intercalantes contendo
naftaleno. O uso de Eu(lll) mostrou uma acao catalitica do mesmo
com um valor de Kear de 4,2 x 102 min?, com um fator de
aceleracdo em relagcdo a reacdo ndo catalisada de 7 x 10° vezes.
O modelo contendo o ligante com o grupo intercalente naftaleno
apresentou um valor de kcar dez vezes maior do que o metal
isolado. Nas condi¢bes otimizadas, o metal isolado e o complexo
com intercalante mostraram uma conversao do DNA da Forma |
para a Forma Il de 40 e 60 %, respectivamente.

Yu e colaboradores (2015) desenvolverem um complexo
mononuclear de cobre contendo acridina como grupo intercalante
(CuGGHK-Acr) (Figura 5). Pela presenca da acridina, o ligante
possibilita o posicionamento da fragdo contendo o centro metdlico
préximo ao DNA telomérico G4, promovendo a clivagem seletiva
do mesmo. Estudos recentes sugerem que uma maior quantidade
de DNA G4 é formado na etapa de divisdo celular do que nas fases
Go e G: do ciclo celular. Assim, células tumorais devem ser mais
vulneraveis a farmacos G4-direcionadas como resultado de sua
frequente divisdo celular.
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Figura 5. Estrutura quimica do complexo CuGGHK-Acr. Fonte:
YU; HAN; COWAN, 2015.
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Mais recentemente, foi desenvolvido um complexo de
ruténio(ll) capaz de possibilitar um potencial diagnéstico precoce
de cancer, detectando deficiéncias no reparo de
incompatibilidades no DNA. (BOYTON; MARCELIS; BARTON,
2016). O complexo [Ru(Mesphen).dppz]** (Med4phen = 3,4,7,8-
tetrametil-1,10-fenantrolina; dppz = dipiridofenazina) se liga ao
DNA com falhas no reparo de mal pareamentos por
metaloinsercdo e com o DNA corretamente pareado, por
intercalacdo (Figura 6). O composto tem uma afinidade 26 vezes
maior pelo DNA com falhas quando comparado ao DNA
corretamente pareado, e 0 tempo de meia vida de emissao do
estado excitado ligado ao DNA com falhas de replicagdo é de 160
ns contra 35 ns quando ligado aos sitios pareados corretamente.
Com isso, ha um aumento preferencial da luminescéncia do
sistema em sua interacdo do complexo com o DNA com falhas no
reparo de pareamento, permitindo sua identificagao.
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Figura 6. [Ru(Mesphen).dppz]?* modelado no interior de
estruturas cristalinas de DNA duplex. Esquerda: Metaloinsercao
no sitio de DNA com erros de pareamento através do sulco
menor (em laranja séo representadas as bases com pareamento
falho). Direita: intercalacéo no sitio corretamente pareado através
do sulco maior. Fonte: BOYTON; MARCELIS; BARTON, 2016.

Um trabalho mais recente (CHENG,; et al., 2018) traz o uso
de estratégia supramolecular para o aumento da interacdo e
habilidade de fotoclivagem do DNA de um complexo de ruténio(ll)
pendurado a unidade de B-ciclodextrina (CD) (Esquema 3). O
complexo consiste em um sistema host-guest auto-organizado
usando polipiridil ruténio fixado a 6 unidades de B-ciclodextrina
que acomodam unidades de antraceno modificado com
adamantano. A presenca das unidades de CD conferem a boa
solubilidade do complexo em agua e as unidades de antraceno
aumentam a forca de ligacdo do complexo com o DNA por
intercalacdo, e com isso aumenta a habilidade do ndcleo de
ruténio de fotoclivar o DNA quando irradiado com luz visivel.
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Esquema 3. Representacédo esquematica de intercalacdo e
fotoclivagem do DNA utilizando o complexo de ruténio. Fonte:
CHENG,; et al., 2018.
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1.4 COMPLEXOS MODELOS COMO HIDROLASES
ARTIFICIAIS

O planejamento e sintese de novos ligantes polidentados
simétricos e n&o-simétricos se estabelecem como condi¢édo
fundamental para a obtencdo de complexos biomiméticos para
PAPs, assim como para outras metaloenzimas. No caso das
PAPs, isso garante ambientes quimicamente distintos em torno de
centros de Fe®* e M?*, sendo uma caracteristica essencial para as
propriedades cataliticas do complexo modelo. O desenvolvimento
de modelos para PAPs ja é bastante explorado, com uma gama
de compostos biomiméticos que reproduzem bem a primeira
esfera de coordenacdo da enzima (JARENMARK; et al, 2011;
MITIC; et al., 2006; MUXEL; et al., 2014; NEVES; et al., 2007,
PATHAK; et al., 2017; PATHAK; et al., 2018; PIOVEZAN; et al.,
2010; SMITH; et al., 2012; SOUZA; et al., 2013).

O estudo de complexos modelos capazes de clivar ligagbes
de ésteres de fosfato tém atraido muito a atengdo por sua
importancia na elucidacdo de estrutura e mecanismo da enzima
correspondente e por seu potencial de aplicacdo desses
complexos como medicamento terapéuticos dirigido a tipos
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especificos de DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA (acido
ribonucleico) e uso como antibiéticos (DESBOUIS; et al, 2012).

O desenvolvimento e sintese de modelos capazes de clivar
ligagcOes de ésteres de fosfato por via hidrolitica tem sido matéria
de pesquisa de muitos grupos nas Ultimas duas décadas
(ADHIKARY:; et al., 2017; CAMARGO,; et al., 2018; DAUMANN; et
al., 2014; DEBOUIS; et al., 2012; HORN Jr.; et al, 2018; MANCIN;
SCRIMIN; TECILLA, 2012; PATHAK; GANGWAR; GHOSH, 2018;
MITIC; et al., 2006; REBILLY; et al., 2015; XAVIER; NEVES, 2016;
YU; COWAN, 2018).

Piovezan (2010) desenvolveu um complexo biomimético de
Fe''zn" para PAPs contendo ligante N,O doador com braco
inocente (Figura 7), o H. BPPAMFF com a finalidade de avaliar o
efeito da presenca de um ponto de coordenacéao labil na esfera de
coordenacdo do metal(ll). Esse trabalho motivou o
desenvolvimento dos ligantes que serdo apresentados nesse
trabalho, com modificacdes que promovessem interacdes de
segunda esfera de coordenacdo e avan¢cos em estudos modelos
para hidrolise de substrato modelo fosfodiéster e clivagem de
DNA. Como desdobramento desse trabalho, como sera explicado
no decorrer dessa tese, complexos mononucleares de ferro(lll)
foram sintetizados com a finalidade de estudar a atuacdo como
hidrolase sintética e, como perspectiva, potencialmente como
nuclease sintética.

Figura 7. Estrutura do ligante N,O doador desenvolvido por
Piovezan (2010) com braco inocente benzil.
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A maioria dos estudos reportados para hidrolases sao
relacionados a sistemas binucleares M'"M", M""M" e M""M""' (sendo
M"" = Fe e M" = Zn e Cu, majoritariamente), embora alguns
sistemas mononucleares de Cu' também ja tenham sido descritos
(DEAL; BURSTYN, 1996; OLIVEIRA,; et al., 2009). Complexos
mononucleares de ferro(lll) que possam atuar como hidrolase néo
foram encontrados na literatura. Ndo obstante, alguns complexos
mononucleares de ferro(lll) empregados em estudos de clivagem
de DNA por vias oxidativas foram reportados (ROELFES; et al.,
2000; SILVER; TROGLER, 1995).

O trabalho desenvolvido por Silver e colaboradores (1995)
consiste na sintese de complexos mononucleares de ferro(lll) com
ligantes derivados do triazaciclononano que apresentam eficéncia
na clivagem de DNA através de mecanismo oxidatico em
concentracao bastante baixas (aproximadamente 0,5 uM), isso em
temperatura e pH fisioldgicos.

Apesar do grande avanco na construcdo de modelos
bioinspirados, as atuais pesquisas objetivam tornar os modelos
mais eficientes e seletivos, porém ma nova frente se abre, com a
possibilidade de desenvolvimento de hidrolase sintéticas
baseadas em sistemas mononucleares de ferro(lll), que inclui a
necessidade de entendimento da atuacdo da primeira esfera de
coordenacgdo e que ja traz uma boa perspectiva para a area de
modelagem enzimatica com os resultados que serdo
apresentados ao longo deste trabalho.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo sintetizar complexos
heterobinucleares de Fe"Zn" e mononucleares de Fe"' com os
novos ligantes ndo simétricos contendo grupos aromaticos
policiclicos (naftii e pirenil) em sua estrutura e testar sua
capacidade de catalisar a hidrélise de ésteres de fosfato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar e caracterizar por IR, *H NMR e ESI-MS os
ligantes HoLnaf e HaLpir.

Q4 O Ha L
I iy

2. Sintetizar e caracterizar os complexos de Fe"Zn" com
os ligantes citados por andlises espectroscopicas (IR e
UV-Vis), andlise elementar e espectrometria de massas
e condutividade molar.

3. Sintetizar os complexos mononucleares de Fe'' com os
mesmos ligantes e caracterizar por analises
espectroscopicas (IR e UV-Vis), andlise elementar,
espectrometria de massas titulagédo espectrofotométrica
e eletroquimicas (voltametrias).

4. Investigar a reatividade dos complexos obtidos frente a
hidrélise dos substratos 2,4-BDNPP e 2,4-DNPP.

5. Investigar o modo de interacdo com DNA via
espectrocopia eletrdnica.

7
- \
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3EXPERIMENTAL
3.1 MATERIAIS

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes,
empregados nas sinteses e andlises, foram adquiridos de fontes
comerciais e utilizados sem purificacdo prévia: hidroxido de sédio,
acido cloridrico 37 %, sulfato de sédio anidro, hidroxido de
potassio, trietilamina, bicarbonato de sddio, carbonato de sddio,
boro-hidreto de sédio, hidréxido de litio, brometo de potéssio grau
espectroscopico, cloreto de potassio, tampdes biolégicos 2-acido
(N-morfolino)etanosulfénico (MES), acido 2-[4-(2-hidroxietil)-
piperazin-1-illetanosulfénico (HEPES), &cido N-ciclohexil-2-
aminoetanosulfénico (CHES), perclorato de litio, carvdo ativo,
silica gel azul, perclorato de ferro(lll) nona-hidratado,
tetrafluoroborato de ferro(ll) hexa-hidratado, acetato de zinco(ll)
di-hidratado, hexacianoferrato(lll) de potassio, fluoreto de
tetrabutilaménio hidratado, perclorato de litio, argbnio 5.0,
hidrogénio, nitrogénio 2.0, cloroférmio deuterado, 4gua deuterada,
cloroférmio PA, acetonitrila PA, diclorometano PA, isopropanol PA,
metanol PA, tetra-hidrofurano PA, etanol absoluto, éter etilico PA,
acetona PA, acetonitrila grau espectroscopico.

Foram purificados antes de utilizados o0s seguintes
reagentes: 2-piridilcarboxialdeido (destilado a presséo reduzida),
2-(aminometil)piridina (destilada a pressédo reduzida), piridina
(destilada), 2,4-dinitrofenol (recristalizado em cloroférmio). O
composto bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) foi sintetizado,
purificado e caracterizado de acordo com procedimento descrito
na literatura (BUNTON ; FARBER, 1969). O composto 2,4-
dinitrofenilfosfato  (2,4-DNPP) foi sintetizado, purificado e
caracterizado de acordo com procedimento descrito na literatura
(RAWJI; MILBURN, 1981).

3.2 METODOS E INSTRUMENTACAO
3.2.1 Espectrofotometria naregido do Infravermelho (IR)
Os espectros na regido do IR foram obtidos em um

espectrofotdmetro Perkin-Elmer FT-IR Spectrum 100, na regido de
4000 a 400 cm™. As amostras foram analisadas em pastilha de
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KBr (grau espectroscopico) ou por reflectancia total atenuada
(ATR).

3.2.2 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear
(NMR)

Os espectros de 'H NMR foram obtidos em um
espectrofotbmetro Bruker AC 200, na Central de Analises do
Departamento de Quimica — UFSC, em 200 MHz. Os
deslocamentos quimicos de hidrogénio foram registrados em ppm
utilizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, é = 0,00
ppm) e CDClz como solvente.

3.2.3 Espectrofotometria naregido do Ultravioleta-visivel
(UV-Vis)

Os espectros eletrdnicos da regido do UV-Vis foram obtidos
em um espectrofotdmetro Perkin EImer modelo Lambda 750 no
Laboratério de Quimica Bioinorganica e Cristalografia, no
Departamento de Quimica da UFSC. As analises foram realizadas
utilizando solucBes do solvente em grau espectroscopico e
cubetas de quartzo, com capacidade para 1,5 mL e 1 cm de
caminho 6ptico. Os complexos foram dissolvidos em CHsCN e
CH3CN/H20 (1:1, v/v) com concentragdo adequada para a andlise.

3.2.4 Espectrometria de massas com ionizagao via
eletrospray (ESI-MS)

Os compostos sintetizados (ligantes e complexos) foram
analisados via ESI-MS no modo positivo. Os espectros foram
medidos pela técnica Vanessa Almeida de Oliveira, obtidos no
equipamento Amazon — lons Trap MS do Centro de Biologia
Molecular Estrutural — UFSC. As analises foram realizadas a partir
das solucbes dos ligantes e dos complexos em CH3;CN grau MS
com concentracdo de aproximadamente 500 ppb e fluxo de 180
uL mint. A temperatura do capilar foi mantida entre 180 e 200 °C
e a voltagem do capilar entre -3500 e -4500 V.
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3.2.5 Analise Elementar de C,He N

As medidas para a determinacdo dos percentuais de
carbono, hidrogénio e nitrogénio para os complexos sintetizados
foram realizadas em um analisador elementar de C, H, N e S —
Perkin-ElImer 2400 usando uma balanga Perkin-Elmer AD-4
Autobalance e cépsula de estanho, do Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo — USP.

3.2.6 Difratometria de raios X

A analise por difracdo de raios X em monocristal do
complexo 1b foi realizada pelo professor Adailton Jodo Bortoluzzi
na Central de Andlises do Departamento de Quimica — UFSC. Os
dados foram coletados em um difratdmetro APEX Il DUO usando
radiacao gerada por um tubo de molibdénio (MoKa A =0,71073 A)
e monocromador de grafite, em temperatura de 200 K. Correcao
de absorcdo semi-empirica (APEX2) foi aplicada a todas as
intensidades medidas com fatores de transmissdo maximo e
minimo de 0,7453 e 0,6806. A estrutura cristalina foi resolvida
através dos métodos diretos e refinada pelo método dos minimos
guadrados com matriz completa em F? (SHELDRICK, 2015). A
representagao grafica da estrutura molecular foi gerada utilizando
o programa ORTEP (FARRUGIA, 1997).

3.2.7 Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por
voltametria de onda quadrada em um potenciostato/galvanostato
modelo BAS Epsilon. Os experimentos foram feitos em
CH3CN/H20 (1:1, v/v), com [C] =1 x 10 mol L. Foi utilizado como
eletrdlito de suporte LiCIO4 0,1 mol L e uma célula eletrolitica
contendo um eletrodo de referéncia Ag/Ag*, um eletrodo de
trabalho de carbono vitreo e um eletrodo auxiliar de platina. Foi
utilizado como padrao interno o hexacianoferrato de potassio (par
Fe(ll)/Fe(ll)) (Ex2 = 369 mV vs NHE) para correcéo do eletrodo
de referéncia (ROCK, 1966).

3.2.8 Condutividade molar
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As medidas condutimétricas dos complexos l1a e 2a foram
realizadas no aparelho Metrohm 856, do Laboratério de
Bioinorgénica e Cristalografia — UFSC. Os compostos de
coordenacéo foram dissolvidos em CH3sCN, com concentracéo de
1,010 mol L. O aparelho foi calibrado com uma solucéo padrédo
de KCI cuja condutividade é de 100 uS em agua a 25 °C.

3.2.9 Titulacdo Espectrofotométrica

As constantes de protonagdo foram determinadas por
titulacdo espectrofotométrica no Laboratério de Quimica
Bioinorganica e Cristalografia — UFSC. Os experimentos foram
realizados em CH3CN/H2O (1:1, v/v), pKw = 15,40 (HERRADOR;
GONZALEZ, 2002). Cada titulacdo foi realizada em uma cela
termoestabilizada a 25,00 + 0,01 °C, controlada por um banho da
Visomes Plus. As medidas foram feitas em volume de solugéo final
de 25 mL, com concentracdo aproximada de 3,0 x 10 mol L de
complexo. A forca idnica foi ajustada com KCl a 0,1 mol L e o
sistema foi titulado com KOH 1,0 mol L%, Todas as solucdes foram
preparadas com &gua bidestilada e fervida sob atmosfera de
argobnio pré-purgado em solucéo de KOH.

As medidas de pH foram feitas utilizando pHmetro Oakton
pH 2700. Aliquotas de aproximadamente 1 mL foram removidas a
cada ponto e o espectro de UV/Vis obtido em um
espectrofotdbmetro Perkin Elmer modelo Lambda 750. Apds cada
medida a aliquota era devolvida para a solucgéo titulada. As curvas
foram ajustadas com uma curva sigmoidal e os valores de pKa
obtidos do ponto de inflexdo. Os diagramas de espécies presentes
em solugcdo em fung¢des do pH foram obtidos com o programa
SPECIES.

3.2.10 Medidas de reatividade na hidrolise de ésteres de
fosfato

A atividade catalitica dos complexos foi avaliada através da
reacdo de hidrélise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-
BDNPP), o qual foi sintetizado de acordo com o método descrito
por Bunton e Farber (1969). Os experimentos cinéticos foram
realizados em triplicata sob condi¢cbes de excesso de substrato
monitorando-se espectrofotometricamente, em um
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espectrofotbmetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO acoplado a um
banho termostatizado, sendo a variacdo de absorbancia ocorrida
em 400 nm (pH/e Lmol'icm? = 3,5/2125; 4,0/3408; 4,5/7182;
5,0/10078; 5,5/11405; 6,0/12004; 6,5-10,0/12100) referente a
liberacdo do anion 2,4-dinitrofenolato (PERALTA et al, 2010),
como produto da reacdo de hidrélise. As reacdes foram
monitoradas até 5 % de conversdo de substrato a produto e os
dados foram tratados pelo método das velocidades iniciais.

O gréfico das velocidades iniciais (vo) em fung¢édo do pH
permitiu a obtencdo dos valores de pKa para as espécies em
equilibrio e pH 6timo (valor de pH onde a atividade catalitica é
maxima). A determinacéo das velocidades iniciais em funcéo da
concentracéo do substrato foi realizada no pH 6timo sob mesmas
condicdes descritas para o estudo de influéncia do pH, resultando
em cinéticas de saturacdo com comportamento de Michaelis-
Menten. Através desse experimento determinou-se a velocidade
maxima (vmax) € a constante de Michaelis-Menten (Ky). Através
de célculos simples, determinou-se a constante catalitica (Kcar =
vmax/[C]), o fator catalitico, pré-definido somente para a reacgao de
hidrélise, definido pela razdo entre a constante catalitica e a
constante da reacdo ndo catalisada, além da eficiéncia catalitica
(E = kcat/KM).

Os estudos em funcdo do pH para atividade de hidrélise
foram realizados em uma faixa de pH entre 4,0 e 9,5 a 25 °C.
Utilizaram-se cubetas de vidro com capacidade para 4,0 mL e
caminho 6ptico de 1 cm, nas quais foram adicionados 750 pL de
solucéo aquosa de tampéo 0,1 mol L'* MES (pH 4,0 a 6,5), HEPES
(pH 7,0 a 8,0) e CHES (9,0 a 9,5) com forca idnica mantida
constante (I= 0,1 mol L%, LiClO4), 100 puL de uma solucéo em
acetonitrila do complexo ([Clfina = 4 x 10° mol L), e 400 pL de
acetonitrila. A reacéo foi iniciada com a adicédo de 250 pL de uma
solugdo em acetonitrila do substrato ([S]sina = 3 X 103 mol L). Os
experimentos cinéticos em condi¢cdes de excesso de substrato
para determinacéo dos parametros cinéticos foram realizados nas
mesmas condicdes, porém alterando o volume de acetonitrila e
de solugéo de substrato mantendo a propor¢do CHsCN/H20 (1:1,
v/v), para que a concentracdo de substrato variasse de 0,5 x 102
mol Lt a 5,5 x 10 mol L. Correcdes de hidrélise espontanea do
substrato 2,4-BDNPP foram realizadas sob condicdes idénticas,
sem a adicdo do complexo.



50

A determinacdo do numero de moléculas de substrato
hidrolisadas por molécula de complexo foi realizada pelo
acompanhamento espectrofotométrico em 445 nm (¢ = 3600 L mol-
1ecm) na condicéo de 50 vezes de excesso do substrato ([Slsina =
2 x 10 mol L) em relacéo ao complexo ([Clfina = 4 X 10°°mol L)
a temperatura de 25 °C durante 24 h. Realizou-se também o
acompanhamento da reacao estequiométrica em
400 nm entre os complexos e o substrato ([Clsinal = [Slfina = 4 X
10° mol L1) durante 50 horas a 50°C. Em todos os experimentos
cinéticos a correcdo da hidrélise espontédnea do substrato foi
realizada e os mesmos foram realizados no pH de atividade
maxima dos complexos.

O estudo do efeito isotépico de deutério na hidrdlise do 2,4-
BDNPP pelos complexos 1b e 2b foi realizado através da
determinacéo das velocidades iniciais em funcéo da concentracéao
do substrato. Foi realizado em pD = 7,5 (corrigido) sob mesmas
condicdes descritas em meio CHsCN/H20, apenas substituindo
H20 por D20 no preparo da solucdo tampédo HEPES. Em todos os
experimentos cinéticos a correcdo da hidrélise espontanea do
substrato foi realizada.

A interagBes dos complexos com o substrato 2,4-BDNPP
foram analisados via espectrometria de massa com ionizacao via
eletrospray (ESI-MS). Os espectros foram medidos pela técnica
Vanessa Almeida de Oliveira obtidos no equipamento Amazon —
lons Trap MS do Centro de Biologia Molecular Estrutural — UFSC.
As analises foram realizadas a partir das solu¢des dos complexos
na presenca de substrato em meio CH3CN/H20 (1:1, v/v) nos pHs
7,0 e 10 (aferidos com tira universal de pH apés adicdo do
substrato) e concentragbes de complexo e substrato iguais as
utilizadas nos estudos do efeito do pH na atividade catalitica dos
complexos. Utilizou-se solventes em grau MS (CH3CN/H20 1:1,
v/v) para diluicdo da solucdo de estudo. A temperatura do capilar
foi mantida entre 180 e 200 °C e a voltagem do capilar de -3000
V.

Foram realizados testes qualitativos acerca da atividade
catalitica dos complexos 1b e 2b na reagdo de hidrolise do
substrato  2,4-dinitrofenilfosfato (2,4-DNPP) para avaliar a
capacidade dos mesmo de catalisar a reacdo de hidrolise de
monoésteres. Os estudos foram realizados monitorando-se
espectrofotometricamente, em um espectrofotbmetro UV-Vis
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Varian Cary 50 BIO acoplado a um banho termostatizado, a
variacdo espectral decorrente da hidrélise do 2,4DNPP, devido a
liberacdo do 2,4-DNP durante a reacdo. Nas cubetas de vidro
adicionaram-se 1000 pL de solucdo aquosa de tampéao
0,1 mol L* HEPES (pH 7,5) com forca i6bnica mantida constante
(I= 0,1 mol L%, LiClO4), 450 pL de uma solugdo em acetonitrila do
complexo ([Clsinas = 1,5 x 10 mol L1), e 1550 pL de acetonitrila. A
reacdo foi iniciada com a adicdo de 15 puL de uma solugdo em
DMSO do substrato ([S]ina = 1,5 X 10 mol L) e acompanhada
por 7 horas com intervalo entre as leituras de 1 hora.

3.2.11 Estudos de interagcdo com DNA

Foi realizado um teste de interacdo via espectroscopia na
regido do UV-vis utilizando-se uma solucdo 100 umol L de CT-
DNA em solugdo aguosa de tampéo 0,1 mol L* HEPES (pH 7,5)
com forga idnica 0,1 mol L** de LiClO4. A concentracéo final da
solucéo de DNA-CT foi obtida através da absorbancia em 260 nm
(¢ = 6660 L mol* cm™). Utilizaram-se cubetas de quartzo com
capacidade para 1,5 mL e caminho 6ptico de 1 cm, nas quais
foram adicionados solugdo aquosa de tampé&o 0,1 mol L't HEPES
(pH 7,5) com forca idnica mantida constante (I= 0,1 mol L%,
LiClO4), volume adequado de acetonitrila e uma solucdo em
acetonitrila do complexo para obter-se um meio CH3CN/H20 e
concentracdo adequada do complexo para os estudos. Os
complexos foram titulados com adi¢des sucessivas de aliquotas
de DNA-CT e o espectro obtido em cada ponto em um
espectrofotbmetro Perkin EImer modelo Lambda 750. Os valores
de absorbéancia foram corrigidos para a diluicdo e a constante de
ligagdo Kb foi obtida por ajustar os valores a equacao
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013):

[DNA] _ [DNA] 1
ea—ef b —ef+Kb(eb — &f)

Em que &f e €b sdo os coeficientes de absor¢éo do complexo
livre e completamente ligado, respectivamente, e €a, o coeficiente
de absorcao apds cada adicéo.
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3.3 SINTESES
3.3.1Sintese dos ligantes

3.3.1.1 Sintese do 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol (CMFF)

CHCl, HCHO
_NaOH __Hol
cl
HMB

CMFF

OH

Inicialmente preparou-se o 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido
(HMB) através de uma reacéo de formilacdo do p-cresol (THOER
et. al 1988). Em um baldo de 3 bocas de 5000 mL, equipado com
um agitador mecanico e um condensador, adicionou-se o p-cresol
(21,6 g, 200 mmol, 108,14 g molt) em 1,5 L de cloroférmio. A
solucdo foi mantida sob agitacdo com temperatura controlada
entre 56 — 60 °C com um banho. Iniciou-se entdo a adicdo de
NaOH (60 g, 1,5 mmol, 40,00 g mol?), solubilizado em 100 mL de
agua destilada, em pequenas porcdes durante 3 horas. A reacéo
foi mantida por mais uma hora e entdo deixou-se o sistema resfriar
a temperatura ambiente. Adicionou-se aproximadamente 500 mL
de &gua destilada e, sob agitacdo, acidificou-se com HCI
concentrado até pH = 2. A fase organica foi separada, lavada com
agua destilada, seca com sulfato de sédio anidro e o solvente foi
retirado em rotaevaporador. O produto foi entdo destilado a
pressao reduzida. Obteve-se 0 HMB como um sélido branco. O
sélido foi solubilizado em um minimo de diclorometano e purificado
com coluna cromatogréafica em silica, utilizando diclorometano
como eluente. O solvente foi retirado a pressao reduzida e obteve-
se um sdlido cristalino.

Em um baldo de 500 mL adicionou-se o HMB (6,4 g, 47
mmol, 136,15 g mol?), formaldeido 37% (3,81 g, 94 mmol) e acido
cloridrico concentrado (25 mL). O sistema foi mantido sob refluxo
e agitacdo por 30 minutos e, na sequéncia, resfriado a 0 °C,
formando um precipitado compacto no fundo do baldo, que foi
triturado, filtrado sob vacuo e recristalizado a quente em
diclorometano. Obteve-se um sélido branco, que foi deixado no
dessecador com silica sob vacuo para secar. P.F.: 94-96 °C com
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rendimento de 85% (7,4 g, 40 mmol, 184,62 g mol!) em relacédo
ao HMB.

H NMR, 200 MHz (CDCls): 8/ppm: 2,35 (s, 3H); 4,67 (s, 2H);
7,35 (s, 1H); 7,46 (s, 1H); 9,86 (s, 1H); 11,25 (s, 1H)

IR (KBr) em cm™: v (C-Ha € C-Hair) 3028-2850; v (C-Haq)
2746; v (C=0) 1663; v (C=C) 1600-1470; & (O-Htenal) 1372; v (C-
Ofenol) 1256, 6 (C'Har) 703, \ (C'CI) 612

3.3.1.2 Sintese do 1-(naftalen-1-il)-N-(piridin-3-ilmetil)metanamina
(nafpma)

= 1.CH,Cl, X
o . |
2. CH;0OH/NaBH,

nafpma

Nafpma foi sintetizado a partir de uma modificagdo de um
procedimento j& descrito na literatura (AMENDOLA et al. 1998). 1-
naftaldeido (1,56 g, 10 mmol) foi dissolvido em 20 mL de
diclorometano e 2-aminometilpiridina (1,08 g, 10 mmol) foi
adicionado & solugdo, sob atmosfera de argbnio. A mistura
reacional foi agitada por 24 h sob refluxo e atmosfera de argénio.
Depois de tratamento com sulfato de sédio anidro, a solucéo foi
filtrada e o solvente foi evaporado em rotaevaporador. O éleo
resultante foi dissolvido em metanol e foi adicionado borohidreto
de sodio (2,0 g, 53 mmol) em pequenas porcées com o sistema
resfriado a 0°C em um banho de gelo durante 30 minutos. A
mistura foi mantida sob refluxo por 18 h e o solvente foi entdo
removido a pressao reduzida. Uma suspenséao foi formada a partir
da adicdo de 40 mL de agua e a mesma foi extraida com
diclorometano (3 x 40 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
sédio anidro e o solvente foi retirado a pressao reduzida para
obter-se um 6leo amarelo (Rendimento: 89 % em rela¢do ao 1-
naftaldeido).
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IH NMR, 200 MHz (CDCls): 8/ppm — 2,49 (1H, sb), 4,05 (2H,
s), 4,30 (2H, s), 7,16 (1H, dd), 7,35 (1H, dd), 7,39-7,57 (4H, m),
7,64 (1H, dt), 7,79 (1H, d), 7,88 (1H, m), 8,18 (1H, d), 8,58 (1H, d).

IR (ATR), em cm™: v (N-H) 3302; v (C-Har € C-Hai) 3054-
2806; v(C=N e C=C) 1592-1428; v (C-N) 1146; & (C-Ha,) 772.

3.3.1.3 Sintese do 1-(piren-1-il)-N-(piridin-3-ilmetil)metanamina
(pirpma)

1.CH,Cl, |
o = 2. CH3OH/NaBH, X
0 - | S
90 N “”
2

pirpma

Piroma foi sintetizado de forma andloga ao Nafpma.
1-pirenocarboxaldeido (2,30 g, 10 mmol) foi dissolvido em 20 mL
de diclorometano e 2-aminometilpiridina (1,08 g, 10 mmol) foi
adicionado sob atmosfera de argdnio. A solucao foi agitada por
24 h sob refluxo e atmosfera de argbnio. Depois de tratamento
com sulfato de sodio anidro, a solucéo foi filtrada e o solvente foi
evaporado em rotaevaporador. O 6leo resultante foi dissolvido em
metanol e foi adicionado borohidreto de sédio (2,0 g, 53 mmol) em
pequenas por¢des com o sistema resfriado a 0°C em um banho
de gelo. A mistura foi mantida sob refluxo por 18 h e o solvente foi
removido a pressao reduzida. Uma suspenséao foi formada a partir
da adicdo de 40 mL de agua e a mesma foi extraida com
diclorometano (3 x 40 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de
sédio anidro e o solvente foi retirado a pressdo reduzida para
obter-se um dleo amarelo (Rendimento: 88 % em relacdo ao 1-
pirenocarboxaldeido).

1H NMR, 200 MHz (CDCls): 8/ppm — 2,41 (1H, sb), 4,10 (2H,
s), 4,53 (2H, s), 7,17 (1H, dd), 7,35 (1H, dd), 7,63 (1H, dt), 7,95-
8,22 (8H, m), 8,39 (1H, d), 8,61 (1H, d).
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IR (ATR), em cm: v (N-H) 3312; v (C-Har € C-Haif) 3044-
2820; v(C=N e C=C) 1587-1468; v (C-N) 1139; 5 (C-HAr) 751.

3.3.1.4 Sintese de 2-hidroxi-5-metil-3-(((naftalen-1-ilmetil)(piridin-
3-ilmetil)amino)metil)benzaldeido (nafpmamff)

9 ' A o @@

O OH CcCI
nafpmamff

Nafpmamff foi sintetizado a partir de uma modlflca(;,ao de
procedimento ja descrito na literatura (NEVES et al. 2007).
Nafpma (1,90 g, 7,6 mmol) foi dissolvido em diclorometano (40
mL). O sistema foi resfriado a 0 °C em banho de gelo e foram
adicionados 0,77 g de trietilamina (7,6 mmol). Em seguida, 40 mL
de uma solucgdo de diclorometano contendo 1,41 g (7,6 mmol) de
cmff foi adicionado ao sistema. A solugdo permaneceu sob
agitagcdo a temperatura ambiente por 2,5 h. O solvente foi retirado
a pressao reduzida e o produto resultante foi redissolvido em
diclorometano e a solucdo organica foi lavada com solugéo
aquosa saturada de bicarbonato de sodio (6 x 30 mL). A fase
orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente foi
removido a pressdo reduzida. Um soélido amarelo foi obtido e o
rendimento da reacéo foi de 98 % em relacdo ao nafpma.

1H NMR, 200 MHz (CDCls): 8/ppm — 2,26 (3H, s), 3,82 (2H,
s), 3,88 (2H, s), 4,13 (2H, s), 7,18 (1H, dd), 7,26 (1H, m), 7,30 (1H,
dd), 7,37-7,50 (4H, m), 7,56 (1H, d), 7,63 (1H, dt), 7,74 (1H, d),
7,81 (1H, m), 8,03 (1H, d), 8,59 (1H, d), 10,26 (1H, s).

IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Hair) 3048-2810; v(C=0)
1675; v(C=N e C=C) 1595-1436; 6 (O-H) 1378; v (C-O) 1269; v (C-
N) 1149; 3 (C-Har) 747.
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3.3.1.5Sintese do 2-hidroxi-5-metil-3-(((piren-1-ilmetil)(piridin-3-
iImetiI)amino)metil)benzaldeidio (pirpmamff)

N/
O OH ClI
pirpmamff

Pirpmamff foi sintetizado de forma similar ao Nafpmamff.
Pirpma (2,84 g, 8,8 mmol) foi dissolvido em diclorometano (40 mL).
O sistema foi resfriado a 0 °C em banho de gelo e foram
adicionados 0,89 g de trietilamina (8,8 mmol). Em seguida, 40 mL
de uma solucéo de diclorometano contendo 1,63 g (8,8 mmol) de
cmff foi adicionado ao sistema. A solugdo permaneceu sob
agitacdo a temperatura ambiente por 2,5 h. O solvente foi retirado
a pressao reduzida, o produto resultante foi redissolvido em
diclorometano e a fase orgéanica foi lavada com solucao aquosa
saturada de bicarbonato de sodio (6 x 30 mL). A fase orgénica foi
seca com sulfato de sddio anidro e o solvente foi removido a
pressao reduzida. Um sélido amarelo foi obtido e o rendimento da
reacao foi de 86 % em relacdo ao pirpma.

IH NMR, 200 MHz (CDCls): 8/ppm — 2,23 (3H, s), 3,84 (2H,
s), 3,89 (2H, s), 4,35 (2H, s), 7,13 (1H, dd), 7,26 (1H, m), 7,35 (1H,
m), 7,58 (1H, dt), 7,93-8,20 (8H, m), 8,26 (1H, d), 8,58 (1H, d),
10,29 (1H, s).

IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Hair) 3041-2846; v(C=0)
1673; v(C=N e C=C) 1594-1427; & (O-H) 1375; v (C-O) 1273; v (C-
N) 1152; & (C-Har) 747.
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3.3.1.6 Sintese do 4-metil-2-(((naftalen-1-ilmetil)(piridin-3-
ilmetil)amino)metil)-6-(((piridin-2-ilmetil)amino)metil)fenol
(Hpyznaf)

By e PO

NHy 1. CH3OH/THF 1:1

Hpyq2naf foi sintetizado a partir de uma modificacdo de
procedimento ja descrito na literatura (PIOVEZAN et al. 2010).
2-aminometilpiridina (0,81 g, 7,6 mmol) foi adicionada a uma
solucdo de 299 g de nafpmamff (7,5 mmol) em
metanol/tetrahidrofurano (1:1, v/iv) (60 mL) e a mistura
permaneceu sob agitagdo a temperatura ambiente por 3 horas. O
sistema foi resfriado a 0 °C em banho de gelo e adicionaram-se
lentamente durante 30 minutos 0,83 g de borohidreto de sodio
(21,9 mmol). A solucéo foi mantida sob agitacéo, a temperatura
ambiente, por 1 hora. O solvente foi evaporado a presséo reduzida
e ao Oleo resultante foi adicionado 40 mL de diclorometano e a
solucéo foi lavada com solucéo aquosa saturada de bicarbonato
de sddio (6 x 40 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio
anidro e o solvente foi removido a presséo reduzida, resultando
em um 6leo marrom escuro (Rendimento: 87 % em relacdo ao
nafpmaff).

1H NMR, 200 MHz (CDCls): 8/ppm — 2,24 (3H, s), 3,79 (2H,
s), 3,84 (2H, s), 3,91 (2H, s), 3,95 (2H, s), 4,13 (2H, s), 6,91 (2H,
s), 7,16 (2H, dd), 7,31 (1H, d), 7,43 (3H, m), 7,60 (3H, m), 7,77
(2H, m), 7,99 (1H, m), 8,56 (2H, m).

IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Hajif) 3058-2804; v(C=N e
C=C) 1592-1433; & (0O-H) 1362; v (C-O) 1230; v (C-N) 1150; d (C-
Har) 749.
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3.3.1.7 Sintese do 4-metil-2-(((piren-1-ilmetil)(piridin-3-
ilmetil)amino)metil)-6-(((piridin-2-ilmetil)amino)metil)fenol
(Hpyzpir)

o§/©\ N7 AN Q/ \/<>\
+ —_—
OH NJ;) |N/

NHy 1. CHOH/THF 1:1
2. NaBH,

(1 e

Hpyzpir foi preparado de forma analoga ao Hpyznaf. 2-
aminometilpiridina (0,82 g, 7,6 mmol) foi adicionada a uma solugéo
de 3,55 g de pirpmamff (7,5 mmol) em metanol/tetrahidrofurano
(2:1, viv) (60 mL) e a mistura permaneceu sob agitacdo a
temperatura ambiente por 3 horas. O sistema foi resfriado a 0 °C
em banho de gelo e adicionou-se lentamente durante 30 minutos
0,84 g de borohidreto de sddio (22 mmol). A solucdo foi mantida
sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. O solvente foi
evaporado a pressdo reduzida e ao Oleo resultante foram
adicionados 40 mL de diclorometano e a solugéo foi lavada com
solucéo aquosa saturada de bicarbonato de sédio (6 x 40 mL). A
fase orgénica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente foi
removido a pressao reduzida, resultando em um 6leo marrom
escuro (Rendimento: 98 % em relacdo ao pirpmamff).

1H NMR, 200 MHz (CDCls): 8/ppm — 2,27 (3H, s), 3,84 (2H,
s), 3,88 (2H, s), 3,96 (2H, s), 3,98 (2H, ), 4,37 (2H, S), 6,96 (2H,
d), 7,12 (2H, dd), 7,29 (2H, dd), 7,56 (2H, dt), 7,93-8,18 (8H, m),
8,24 (1H, d), 8,52 (1H, d), 8,58 (2H, d).

IR (ATR), em cm: v (C-Har € C-Haif) 3042-2809; v(C=N e
C=C) 1593-1431; d (O-H) 1365; v (C-0O) 1229; v (C-N) 1150; & (C-
Har) 749.
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3.3.1.8 Sintese do 2-hidroxi-3-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((naftalen-1-
ilmetil)(piridin-3-ilmetil)amino)metil)benzil)(piridin-2-
ilmetil)Jamino)metil)-5-metilbenzaldeido (HzLnaf)

(P
sPg Sy
N ? OH CI ’ NG )
+ CHJCl,, EtsN N OH
7 N\ N OH
X N Y
\ H ; j

=
H,Lnaf

HoLnaf foi sintetizado a partir de uma modificacdo de
procedimento j& descrito na literatura (PIOVEZAN et al. 2010).
Hpy2naf (2,57 g, 5,3 mmol) e trietilamina (0,72 g, 7,1 mmol) foram
adicionados a 60 mL de diclorometano. Adicionaram-se entédo 0,98
g de cmff (5,3 mmol) e a reacdo permaneceu sob agitacdo e
refluxo por 5 dias. Em seguida o solvente foi removido a pressao
reduzida e o 6leo obtido foi dissolvido em 60 mL de diclorometano
e lavado com solucdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio (4
x 40 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sddio anidro e o
solvente foi evaporado sob pressao reduzida. O produto foi obtido
na forma de uma espuma marrom claro (Rendimento: 91 % em
relacéo ao Hpy.naf).

H NMR, 200 MHz (CDCls): &/ppm — 2,22 (6H, s), 3,73-3,91
(10H, s), 4,11 (2H, s), 6,92 (2H, s), 7,17 (2H, m), 7,28-7,45 (7H,
m), 7,58 (3H, m), 7,73 (1H, d), 7,80 (1H, dd), 7,99 (1H, dd), 8,58
(2H, m), 10,22 (1H, s).

13C NMR, 100 MHz (CDCls): &/ppm — 19,8; 20,1; 53,1; 54,0;
54,8; 55,7; 56,0; 58,8; 121,6; 121,7; 121,8; 122,6; 122,9; 123,9;
124,6; 124,7; 125,1; 125,4; 127,0; 127,4; 127,5;127,6; 128,0;
128,1; 130,0; 130,2; 131,9; 133,3; 133,6; 136,1; 137,0; 148,3;
153,4; 157,5; 158,1; 158,7; 192,0

IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Haif) 3049-2819; v(C=0)
1678; v(C=N e C=C) 1594-1431; & (O-H) 1377; v (C-O) 1264; v (C-
N) 1148; & (C-Ha,) 751.
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3.3.1.9 Sintese do 2-hidroxi-3-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((piren-1-
ilmetil)(piridin-3-Imetil)amino)metil)benzil)(piridin-2-
ilmetil)Jamino)metil)-5-metilbenzaldeido (HLpir)

g O
0T
N c|> OH Cl
. CH,Cly, Etg
- s P
N =N

DR
H,Lpir

HLpir foi preparado de forma andloga ao ligante H;Lnaf.
Hpy2pir (4,17 g, 7,4 mmol) e trietilamina (0,75 g, 7,4 mmol) foram
adicionados a 60 mL de diclorometano. Adicionaram-se entéo 1,37
g de cmff (7,4 mmol) e a reacdo permaneceu sob agitacdo e
refluxo por 5 dias. Em seguida o solvente foi removido a pressao
reduzida e o 6leo obtido foi dissolvido em 60 mL de diclorometano
e lavado com solucdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio (4
x 40 mL). A fase orgénica foi seca com sulfato de sddio anidro e o
solvente foi evaporado sob pressao reduzida. O produto foi obtido
na forma de uma espuma marrom claro (Rendimento: 90 % em
relacdo ao Hpy2pir).

IH NMR, 400 MHz (CDCls): 8/ppm — 2,23 (3H, s), 2,40 (3H,
s), 3,74-3,94 (10H, s), 4,37 (2H, s), 7,06 (2H, s), 7,11 (1H, t), 7,18
(2H, m); 7,31-7,37 (3H, m), 7,47 (1H, dt), 7,59 (1H, dt), 7,99-8,02
(4H, m), 8,11 (2H, s), 8,15 (2H, t) 8,29 (1H, d), 8,63 (1H, dd), 8,71
(1H, dd), 10,33 (1H, s).

13C NMR, 100 MHz (CDCI3): &/ppm —19,9; 20,3; 53,2; 54,1;
54,6; 55,8; 56,1; 58,9; 121,7; 122,9; 122,9; 123,1; 123,3; 124,1;
124,3; 124,5; 124,6; 125,5; 126,8; 127,0; 127,1;127,6; 128,0; 28,2;
129,4; 130,2; 130,4; 130,8; 131,5; 136,1; 137,0; 148,4; 153,5;
157,6; 158,2; 158,8; 192,1

IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Hair) 3045-2827; v(C=0)
1676; v(C=N e C=C) 1592-1429; & (O-H) 1370; v (C-O) 1262; v (C-
N) 1147; & (C-Har) 753.
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3.3.2Sintese dos complexos

3.3.2.1Sintese do [Fe"(u-OAc)Zn'(Lnaf)](ClO4)2, — Complexo 1a

Q p 1. Zn(Ac0),.2H,0, t
Fe(ClO,)3.6H,0, CH;0H
2 NaOAc
P 7?
|
O

(C10,)

1a
O ligante HzLnaf (0,637 g, 1,0 mmol), Zn(OAc)2+2H.0 (0,220
g, 1,0 mmol) e Fe(ClO4)3:*9H.O (0,516 g, 1,0 mmol) foram
dissolvidos em 40 mL de metanol. 0,136 g de NaOAc (1,0 mmol)
foram adicionados ao sistema. A mistura permaneceu sob
agitagdo a 40-50 °C por 15 minutos. O solvente foi evaporado até
volume final de 10 mL e a solucéo foi deixada cristalizar. O sélido
resultante foi coletado e lavado com agua gelada e éter etilico
gelado. Rendimento: 65 % em relacéo ao ligante.

IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Hai) 2915; v(C=0) 1646;
V(C=N e C=C) 1607-1465; Vass (OAc) 1590; Vsim (OAc) 1440; v (C-
0) 1230; v (CI-0) 1090; & (C-Ha) 765.

Anal. Calcd: FeZnCssH44N4ClO11 + 1,5 H,O + CH30H + 0,6
NaClO4: C 49,95; H 4,65; N 5,07; Experimental: C 49,95; H 4,56;
N 5,05 %. MM = 1106,06 g mol*
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3.3.2.2 Sintese do [Fe"'(u-OAc)Zn'"(Lpir)](ClO4)2 — Complexo 2a

N N
1. Zn(AcO),.2H,0,

e(ClO4)3.6H,0, CH;0H /
___2.NaOAc
= \
\ /N\Zf\1\/ /Fe\o
e} O\ X
‘O N

2a

O ligante HzLpir (0,711 g, 1,0 mmol), Zn(OAc)2+2H,0 (0,220
g, 1,0 mmol) e Fe(ClO4)3*9H.O (0,516 g, 1,0 mmol) foram
dissolvidos em 40 mL de metanol. 0,136 g de NaOAc (1,0 mmol)
foram adicionados ao sistema. A mistura permaneceu sob
agitacdo a 40-50 °C por 15 minutos. O solvente foi evaporado até
volume final de 10 mL e a solucao foi deixada cristalizar. O sélido
resultante foi coletado e lavado com agua gelada e éter etilico.
Rendimento: 73 % em relacdo ao ligante.

(Clo,)

IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Hair) 3035-2850; v(C=0)
1663; v(C=N e C=C) 1606-1465; vass (OAc) 1586; vsim (OAC) 1430;
v (C-0) 1231; v (CI-O) 1085; d (C-Har) 760.

Anal. Calcd: FeZnCs1H46N4CIlO11 + 2 H,O + 0,5 CH3OH + 0,4
NaClO4: C 53,85; H 4,56; N 4,88; Experimental: C 53,65; H 4,49;
N 4,75 %. MM = 1148,64 g mol*

3.3.2.3 Sintese do [Fe"'(Lnaf)(OH2)2](BF4). — Complexo 1b

(j\ v@v K(j 1. Fe(BF),.6H50, CH50H \/@
_ 2.NeBF,
s lee 4 3?
H, O/Fe\
o

HZO
(BF,)
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O ligante HzLnaf (0,64 g, 1,0 mmol) foi dissolvido em 50 mL
de metanol. 0,34 g de Fe(BF4)2:6H.O (1,0 mmol) e 0,10 g de
NaBFs (1,0 mmol) foram adicionados ao sistema e 0 mesmo
permaneceu sob agitacdo a 40-50 °C por 20 minutos. O solvente
foi evaporado até volume final de 15 mL e o sistema foi deixado
cristalizar. O sélido resultante foi coletado e lavado com agua
gelada e éter etilico. Rendimento: 70 %.

IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Hair) 3045-2858; v (C=0)
1610; v(C=N e C=C) 1572-1440; 6 (O-H) 1384; v (C-Otenal) 1258; v
(C-N) 1159; v (B-F) 1052; & (C-Har) 762.

Anal. Calcd: FeCa1H42N4OsBF4 + 0,75 (CH3CH2).0 + 0,5
NaBF4: C 57,13; H 5,41; N 6,08; Experimental: C 57,20; H 5,40; N
6,06 %. MM = 923,93 g mol*

3.3.2.4 Sintese do [Fe”'(Lpir)(OHz)z](BF4)2 — Complexo 2b

KO 1. Fe(BF4)2.6H50, CH30H /\(3

_ 2NeBRy
ZN
2 Hzo/Te\‘)j?
‘ H,0 o
2b (BF,)

O ligante HzLpir (0,71 g, 1,0 mmol) foi dissolvido em 50 mL
de . 0,34 g de Fe(BF4)2#6H20 (1,0 mmol) e 0,10 g de NaBF4 (1,0
mmol) foram adicionados ao sistema e o0 mesmo permaneceu sob
agitacéo a 40-50 °C por 20 minutos. O solvente foi evaporado até
volume final de 15 mL e o sistema foi deixado cristalizar. O s6lido
resultante foi coletado e lavado com agua gelada e éter etilico.
Rendimento: 68 % em relagdo ao ligante.

IR (ATR), em cm™: v (C-Har € C-Hair) 2998-2852; v (C=0)
1606; v(C=N e C=C) 1574-1422; & (O-H) 1385; v (C-Otenal) 1256; v
(C-N) 1157; v (B-F) 1054; 6 (C-Har) 761.

Anal. Calcd: FeCs7H4sN4sOsBFs + 0,3 (CH3CH2)20 + 1,1
NaBF4: C 55,58; H 4,55; N 5,28; Experimental: C 55,61; H 4,42; N
5,12 %. MM = 923,93 g mol*
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DOS LIGANTES

Obteve-se com grau de pureza adequado e bons
rendimentos cada um dos precursores e os ligantes HyLnaf e
HoLpir de acordo com os procedimentos descritos na secéo
experimental (Esquema 4). Todos o0s produtos foram
caracterizados por 'H NMR e espectrometria de IR (espectros
apresentados no Apéndice A) e os ligantes finais foram também
caracterizados por *C NMR e espectrometria de massas (ESI-
MS).

Esquema 4. Rota sintética dos ligantes HzLnaf e HaLpir.

_ N O OH Cl
(/O | 1. CH,Cl, | !
Rt SN 2. CH3OH/NaBH, Z +
_—
NH,
CH,Cl,
Et;N
= = =
| [ 1. CH3OH/THF | |
SN SN 2. NaBH, _ N
R._N NH RN =0
OH OH
CH,Cl,
Et3

_O
Cl  OH

d

R = 1-naftil ou 1-pirenil K@ﬁ
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Os ligantes deste trabalho (Figura 8) sdo hexadentados com
um brago bidentado macio para coordenacéao preferencial do zinco
por meio dos atomos de nitrogénio de uma piridina e de uma amina
terciaria como atomos doadores. O lado mais duro dos ligantes
contém um oxigénio do fenol terminal e os nitrogénios de uma
piridina e uma amina alifatica que coordenam preferencialmente
ao centro de ferro(lll). O fenol central atua como ponte entre os
dois metais, garantindo a distancia necessaria para a atividade
catalitica do complexo sobre o substrato modelo utilizado neste
trabalho, o 2,4-BDNPP. Os ligantes possuem um centro de
coordenacgdo a menos ao centro M(Il) em comparacdo a outros
ligantes descritos na literatura para o desenvolvimento de
biomiméticos heterobinucleares como modelo para PAPs (NEVES
et al 2007; PATHAK et al, 2017; PIOVEZAN et al. 2010). Além da
parte coordenante, foi adicionado ao ligante um brago n&o
coordenante contendo grupos hidrocarboneto poliaroméaticos
(naftaleno e pireno) que potencialmente podem atuar como
segunda esfera de coordenacdo a partir de interacbes nao
covalentes com o substrato e também como DNA. Essa estratégia
é relatada em alguns poucos modelos da literatura (BOSEGGIA et
al. 2004; CAMARGO et al. 2018).

Figura 8. Estrutura dos ligantes Hanaf e Hszir

Os ligantes HaLnaf e HaLpir foram sintetizados a partir de
modificacbes de procedimentos ja descritos na literatura
(PIOVEZAN et al. 2010), sendo a Ultima etapa uma reacao de
substituicao nucleofilica bimolecular entre Hpyznaf ou Hpy-pir e 0

7
\ \
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cmff na presenca de uma base fraca, trietilamina, para favorecer
0 ataque nucleofilico da amina ao grupo metileno do cmff.

Os dados referentes as bandas observadas para os ligantes
HoLnaf e HoLpir estdo dispostos na Tabela 1. Nota-se a presenca
da banda relativa ao estiramento da ligacdo C=0 em ca. 1670 cm"
1, referente ao grupo funcional aldeido presente no fenol terminal.
As bandas de deformacdo angular da ligacdo O—H e de
estiramento da ligagdo C—O, caracteristicas de fendis séo
observadas em ca. 1370 e 1260 cm™, respectivamente. Bandas
de estiramento das ligacdes C=N e C=C dos anéis aromaticos sao
também observadas.

Tabela 1. Numero de onda das bandas referentes aos
movimentos vibracionais dos principais grupos funcionais dos
ligantes HoLnaf e HaLpir.

Bandas H.Lnaf (cm?)  H.Lpir (cm?)

v (C-Har € C-Hair) 3049-2819 3045-2827
v (C=0) 1678 1676

v (C=Ne C=C) 1594-1431 1592-1429
6 (O‘ernol) 1377 1370
\ (C'Ofenol) 1264 1262
v (C-N) 1148 1147
0 (C-Hay) 751 753

Na Tabela 2 estdo apresentados o0s valores de
deslocamento quimico dos sinais observados nos espectros de 'H
NMR. A formacéo dos ligantes finais € atestada pela presenca de
mais trés atomos de Hidrogénio do anel aromético do cmff
adicionado na ultima etapa da sintese, assim como o Hidrogénio
do grupo aldeido. Na regidao entre 3,7 e 4,1, observam-se
simpletos atribuidos aos seis grupos metilenos existentes nos
ligantes. Na regido referente aos grupos aromaticos, observam-se
dezenove atomos de Hidrogénio para o ligante HzLnaf, sendo oito
atribuidos aos 4tomos de Hidrogénios das duas piridinas, quatro
atribuidos aos atomos de Hidrogénio dos dois grupos fendis e por
fim, sete referentes ao grupo naftaleno. Ja para o ligante HzLpir,
sdo vinte e um atomos de Hidrogénio na regido aromatica,
alterando apenas o numero de hidrogénios do grupo substituinte
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pireno em relacédo ao ligante HoLnaf. As Figuras 9 e 10 apresentam
os espectros de 'H NMR dos ligantes H.Lnaf e HaLpir,

respectivamente.

Tabela 2. Deslocamentos quimicos (&4) dos espectros de 1H

NMR para os ligantes finais.

HoLnaf H.L pir
223 (3H, 5)
CHa 2,22 (6H, s) 2,40 (3H, s)
3,73-3,91 (10H, 5) 3,74-3,94 (10H, s)
CH; 411 (2H, s) Aty
7,06 (2H, s)
7.11 (1H, 1)
7,18 (2H, m)
;5’1972 ((22:* rf])) 7.31-7,37 (3H, m)
2267 Aoty 7,47 (1H, dt, J = 7.6 Hz)
se o m 7.59 (1H, dt, J = 7.6 Hz)
CHa 7,73 (H, d, J = 7,6 Hz) 7’9§-fi0(22|(44|1') m)
780 (1M, dd, =76 H2) o oot
7,99 (1M, dd, =86 H2) 559 (11, d, J = 8,3 Hz)
8,58 (2H, m) 8,63 (1H, dd, J = 5,0 Hz)
8.71 (1H. dd. J = 5.0 Hz)
10,33 (1H, 5)
CHai 10,22 (1H, s) 10,17 (1H, s)
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Além de andlises via espectroscopia de *H NMR, espectros
de C NMR (Figura 11 e 12) foram obtidos para os ligantes finais,
com os deslocamentos quimicos mostrados na Tabela 3. Nos
espectros de ambos os ligantes, observam-se dois sinais proximos
a 20 ppm referentes aos carbonos das metilas e seis sinais
préximos a 55 ppm atribuidos aos carbonos dos grupos metilenos.
Na regido entre 120 e 160 ppm sao observados vinte e oito sinais
referentes aos carbonos pertencentes aos sistemas aromaticos
para os ligantes HzLnaf e HaLpir. HaA a sobreposicdo de sinais
atribuidos aos carbonos aromaticos devido a grande quantidade
dos mesmos (32 para o ligante H.Lnaf e e 38 para o ligante
HoLpir). Em 192 ppm observa-se o sinal referente ao carbono do
grupo aldeido orto-substituido no fenol terminal.

Tabela 3. Deslocamentos quimicos (&) dos espectros de 13C
NMR para os ligantes finais.

Atribuicéo HoLnaf HoL pir
C(metila) 19,8; 20,1 19,9; 20,3
53,1; 54,0; 54,8; 53,2; 54,1; 54,6;
C(metileno) 55,7; 56,0; 58,8 55,8; 56,1; 58,9

121,6; 121,7; 121,8; 121,7; 122,9; 122,9;
122,6; 122,9; 123,9; 123,1; 123,3; 124,1;
124.,6; 124,7; 125,1; 124,3; 124,5; 124,6;
125,4; 127,0; 127,4; 125,5; 126,8; 127,0;
127,5;127,6; 128,0; 127,1;127,6; 128,0;
C(aromatico) 128,1;130,0; 130,2; 128,2; 129,4; 130,2;
131,9; 133,3; 133,6; 130,4; 130,8; 131,5;
136,1; 137,0; 148,3; 136,1; 137,0; 148,4;
153,4; 157,5; 158,1; 153,5; 157,6; 158,2;
158,7 158,8

C(aldeido) 192,0 192,1
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Espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray se
mostra uma técnica bastante Util na caracterizagédo de ligantes e
complexos, pois o modo de ionizacdo é mais brando, gerando ions
a partir da protonacao ou desprotonacdo da molécula no caso de
ligantes, e os complexos mantém-se mais estaveis em estado
gasoso, sendo possivel detectar as espécies em solucao (KEITH-
ROACH, 2010; SCHAUMLOFFEL; et al., 2003). Os espectros dos
ligantes (Figuras 13 e 14) mostraram apenas a presenca do aduto
[HoLnaf+H*T* com m/z de 637,32 para o HzLnaf e [HoLpir+H*]* com
m/z de 711,35 para o HLpir.

Figura 13. Espectro de ESI-MS do ligante HoLnaf e a respectiva
simulacéo da distribuig&o isotopica.

100 v
90 4

804

-

80 1

Intensidade (%
g8 3

60 - 20

40

Intensidade relativa (%)

20

0 : “| il 4 I f— ‘t
200 400 600 800 1000

m/z (Da)



73

Figura 14. Espectro de ESI-MS do ligante H,Lpir e a respectiva
simulacgéo da distribui¢éo isotépica.
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4.2 SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS lae 2a

Inicialmente, a proposta deste trabalho era desenvolver
biomiméticos para PAPs através da sintese de complexos
heterobinucleares de valéncia mista (Fe'"'Zn") com os ligantes
HoLnaf e HoLpir. O objetivo inicial era o de compreender a
influéncia de grupos substituintes poliaromaticos na atividade
catalitica destes complexos frente a hidrélise de ésteres de fosfato
e clivagem de DNA, em paralelo ao trabalho ja anteriormente
desenvolvido por Piovezan (2010), que desenvolveu o complexo
3 (Figura 15), com ligante bastante similar aos projetados neste
trabalho.
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Figura 15. Estruturas do complexo 3 desenvolvido por Piovezan
(2010).

Yo

Dessa forma, os complexos 1a (Figura 16 - esquerda) e 2a
(Figura 16 - direita) foram sintetizados a partir dos ligantes HoLnaf
e H.Lpir, respectivamente, e dos sais de perclorato de ferro(lll) e
acetato de zinco em proporgdes 1:1:1 (Ligante/Fe"/zn") na
presenca de acetato de sddio para garantir a coordenacéao de dois
grupos acetatos atuando como ponte entre os dois centros
metalicos e auxiliar na desprotonacdo dos fendis. Ambos os
complexos foram caracterizados por espectrofotometria de IR,
analise elementar, ESI-MS, espectrofotometria de UV-Vis e
condutimetria.



Figura 16. Estruturas propostas para os complexos la

(esquerda) e 2a (direita) de acordo com 0s espectros de massas

e estrutura de complexo com ligante similar apresentada por

PIOVEZAN (2010, p. 85).
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4.2.1 Analise Elementar de C,He N

A analise elementar é utlizada para determinar as
porcentagens de determinados elementos quimicos em uma
amostra através da combustao da mesma. Através dos resultados
dessa andlise é possivel obter a férmula minima de compostos em
relagdo aos elementos analisados e, assim, avaliar a composi¢éo
do composto sintetizado (SILVERSTEIN, 1994).

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados obtidos
através de andlise elementar para os complexos la e 2a. Os
valores tedricos e experimentais estdo em concordancia,
indicando propostas apropriadas de composicdo quando
analisadas com as demais técnicas de caracterizagdo. Os valores
foram calculados com base nas seguintes férmulas:
FeZnCasH4aN4ClO11 + 1,5 H,O + CH3OH + 0,6 NaClO4 (1a) e
FeZnCslH46N4CI011 + 2 HO + 0,5 CH3sOH + 0,4 NaClO4 (28.).

Tabela 4. Porcentagens obtidas na analise elementar com seus
respectivos valores experimentais e tedricos.

Complexo % C % C % H % H % N % N
exp. teo. exp. teo. exp. teo.

la 49,95 4995 4,56 4,65 5,05 5,07

2a 53,65 53,85 4,49 4,56 4,75 4,88



76

Tais resultados indicam que os complexos deveriam ter sido
lavados mais vigorosamente com agua para eliminar o perclorato
de sodio em excesso e submetido a retirada do solvente metanol.
Como a analise elementar s6 pode ser realizada ap6s todos os
estudos com os complexos por indisponibilidade do equipamento
para andlise, optou-se por manter os resultados com as amostras
na forma que utilizadas ao longo desse trabalho.

4.2.2 Espectrofotometria na regido do infravermelho

A partir do espectro de IR obtém-se informacdes acerca da
formacdo do complexo devido as alteragBes de certos modos
vibracionais das ligacdes do ligante quando ha a coordenacao ao
centro metalico provenientes de mudancas de densidade
eletrbnica. Pode-se observar deslocamentos e desaparecimento
de bandas do ligante e também o aparecimento de bandas
referentes a contra-ions e ligantes exdgenos (NAKAMOTO, 1978;
SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

Observa-se semelhanca entre os espectros dos complexos
e seus respectivos ligantes, indicativo de que os ligantes se
mantiveram nos complexos.

Tabela 5. Numero de onda das bandas referentes aos
movimentos vibracionais dos principais grupos funcionais dos
ligantes HoLnaf e HaLpir e dos complexos 1a e 2a.

Bandas HzLnaf (cm?) la (cm™) HzLpir (cm™) 2a (cm)

V (C-Har & C-Hair) 3049-2819 2915 3045-2827 3035-2850
v (C=0) 1678 1646 1676 1663

v (C=Ne C=C) 1594-1431 1607-1465 1592-1429 1606-1465
Vass (OAC) - 1590 - 1586
vsim (OAC) - 1440 - 1430

o) (O-ernol) 1377 - 1370 -

Vv (C-Ofenal) 1264 1230 1262 1231
v (C-N) 1148 1159 1147 1157
v (Cl-0) - 1090 - 1085
3 (C-Har) 751 765 753 760
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Através dos espectros de IR dos complexos la (Figura 17)
e 2a (Figura 18), observou-se a coordenacdo do metal ao ligante,
uma vez que notam-se apenas deslocamentos das bandas
referentes aos ligantes, bem como alteracdo de intensidade das
mesmas (Tabela 5). A maioria das bandas dos ligantes sdo
deslocadas para menor energia apés coordenacdo ao centro
metalico devido ao direcionamento de densidade eletrbnica em
direcao ao centro metdlico, diminuindo a energia necesséria para
alterar o modo de vibracdo das ligagcdes nas proximidades do
centro metalico (NAKAMOTO, 1978). H&4 uma reducédo na
intensidade relativa das bandas de estiramento das ligagdo C=N
da piridina e ndo é possivel observar a presenca da banda de
deformacéo angular da ligacdo O-H de fenol, préximo a 1370 cm-
1, gue estava presente nos espectros dos ligantes, indicando
desprotonacao dos fendis na coordenacédo aos centros metalicos,
que é consequéncia de coordenacéao do fenolato ao lado “duro” do
ligante ao centro de Fe'' e de ponte fenoxo entre os centros
metalicos. A banda referente ao estiramento da ligagdo C=0 sofre
pouco deslocamento e assim como ha pouca variacdo de
intensidade relativa da banda em comparacédo as demais bandas
do ligante. Esses resultados estdo de acordo com complexos
semelhantes ja sintetizados (CAMARGO; et al., 2015; HEYING,
2014; MUXEL; et al., 2013; PERALTA, 2012)
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Figura 17. Espectros na regido do IR do ligante HzLnaf (preto) e

do complexo la (vermelho).
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Figura 18. Espectros na regido do IR do ligante HzLpir (preto) e do

complexo 2a (vermelho).
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A banda presente em aproximadamente 1090 cm™* em
ambos os espectros é caracteristica de um estiramento axial da
ligagdo Cl—O do contra-ion perclorato. Duas bandas mais
intensas sdo observadas nas regides de 1590 e 1440 cm™
relativas aos estiramentos simétrico e assimétrico dos grupos
acetato coordenados como ponte entre os centros metdlicos,
atestados pela diferanca de 150 cm? entre os estiramentos
(NAKAMOTO, 1978). Nos espectros (Figura 17 e 18) ndo séo
observadas as bandas referentes a agua de hidratacdo, téo
comuns a esses compostos.

4.2.3 Condutividade molar

A condutimetria dos complexos foi realizada em acetonitrila
com concentracdo de 1 x 10 mol L'* de complexo. O complexo l1a
mostrou uma condutividade molar de 185,5 uS mol* que, quando
comparada com a literatura (GEARY, 1971), indica a uma
proporcdo de 1:1 (complexo/contra-ion), inferindo a presenca de
um contra-ion perclorato e um complexo de carga +1. O complexo
2a apresentou uma condutividade molar de 137,2 puS mol?,
atestando a proporcao 1:1 complexo/contra-ion perclorato. Estes
dados estdo de acordo com as propostas de estrutura para ambos
os complexos em acetonitrila (Figura 20 e 22), como apresentado
na préxima secao.

4.2.4 Analise de espectrometria de massas

A partir do espectro de massas teve-se uma composi¢cao
guimica proposta para os complexos la e 2a em solugédo de
acetonitrila. Com base em trabalhos da literatura com compostos
similares (LANZNASTER, 2003; PERALTA, 2010; PIOVEZAN,
2010), propbs-se a estrutura para ambos 0os complexosEm ambos
0s espectros observou-se apenas o ion molecular referente a
espécie [Fe"'(u-OAc)2Zn"(L)]* (L = Lnaf para 1a e Lpir para 2a) com
distribuicéo isotdpica de acordo com sua composicdo. O espectro
de 1a (Figura 19) apresentou um sinal com m/z 872,19 Da e o de
2a (Figura 21), um sinal com m/z 946,20 Da. Ambos os conjuntos
de sinais apresentam um distanciamento m/z de 1,00, referente a
espécies monovalentes. As estruturas propostas estédo
apresentadas nas Figuras 20 e 22.
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Figura 19. Espectro de ESI-MS do complexo la e respectiva
simulacéo da distribuicéo isotdpica.
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Figura 20. Estrutura proposta para o complexo la de acordo com
a composi¢do quimica proposta segundo espectro de ESI-MS e
com base em estrutura de compostos similares.
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Figura 21. Espectro de ESI-MS do complexo 2a e respectiva
simulacéo da distribuicéo isotépica.
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Figura 22. Estrutura proposta para o complexo 2a de acordo com
a composicdo quimica proposta segundo espectro de ESI-MS e
com base em estrutura de compostos similares.
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4.2.5 Espectrofotometria eletrénica naregido do UV-Vis

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis para os
complexos la e 2a foram obtidos na faixa entre 250 e 800 nm. O
complexo la apresentou bandas entre 250 e 300 nm, atribuidas
as transicbes intraligantes dos anéis piridina e fendlicos. O
complexo 2a, apresenta as bandas caracteristica do grupo pirenil,
com uma banda bastante intensa em 342 nm (coeficiente de
absorcédo de aproximadamente 58000 L mol* cm™ em acetonitrila)
relativa a transigéo 11-1m* do grupo pireno (Figura 23).

Figura 23. Espectro eletrénico do complexo 2a em acetonitrila. [C]
=2,5x10°mol L.
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Sistemas contendo ferro(lll) coordenados a ligantes
contendo grupos fenolatos coordenados ao mesmo apresentam
uma banda de transferéncia de carga ligante — metal (LMCT)
envolvendo os orbitais p1r do fenolato e os orbitais dm* do ferro(lll)
(GABER et al. 1974). Uma transicéo similar é observada na PAP,
atribuida a LMCT O(tirosinato) — ferro(lll) (KLABUNDE; KREBS,
1997). Para os complexos la (Figura 24 - acima) e 2a (Figura 24
- abaixo), essa banda foi observada na regido de 500 nm com
valores exatos de comprimento de onda maximo e coeficiente de
absorcdo dispostos na Tabela 6. Esses resultados estdo de
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acordo com outros complexos da literatura, podendo se destacar
a similaridade do comprimento de onda maximo em meio
acetonitrila (~540 nm) com os complexos 3 (PIOVEZAN, 2010) e
[Fe"'Zn"L1(OACc)2]ClOs (LANZNASTER, 2002), dois complexos
binucleares de Fe'"'Zn" contendo duas pontes acetato entre os
centros metalicos, sendo o primeiro com ligante possuindo
também braco inocente, bastante similar aos desenvolvidos nesse
trabalho.

Para o complexo la observa-se ainda uma banda em
aproximadamente 350 nm que é referente a LMCT envolvendo os
orbitais pm do fenolato e os orbitais do* do ferro(lll). Para o
complexo 2a, essa banda ndo pode ser distinguida pois é
encoberta pela banda de grande intensidade do grupo pirenil em
342 nm.

Para ambos os complexos, a transi¢ao pt fenolato - dm*
ferro(lll) apresenta forte dependéncia com o meio, como
esperado, devido a mudanca de solvatagdo pelo meio e pela
presenca das pontes acetato entre os centros metalicos que séo
hidrolisadas em meio CHsCN/HO (1:1, v/v), levando a um
deslocamento hipsocrédmico da banda. Além disso, é observado
uma diminuicdo no coeficiente de absor¢cdo quando em meio
CHsCN/H2O (1:1, v/v), indicando que a probabilidade dessa
transicdo ocorrer € diminuida com o aumento da polaridade do
meio. Esse comportamento também é observado para outros
complexos contendo transferéncia de carga fenolato > ferro(lll)
(CAMARGO, 2013; HEYING, 2014; SILVA, 2017) e se estende
para a banda de tranferéncia de carga de maior energia (¢ (Lmol
'em1): ~6300 (CH3CN) e 5500 (CH3CN/H20).

Tabela 6. Dados dos espectros eletrdnicos para os complexos 1a
e 2a.

Amax (nm) / € (Lmol*cm™)

Complexo
CHsCN CH3CN/H20 1:1
la 548 [ 2476 503 /2379
2a 539 /2294 503 /2193
32 540/ 1630
FeZnL1(OAc)" 540 / 3800

2 PIOVEZAN, 2010; ° [Fe"Zn"L1(OAC)2]ClO4 (HoL1 = 2-[N-
bis-(2-piridilmetil)amino]-4-metil-6-[N-(2-hidroxibenzil)(2-
piridilmetil)aminometil]fenol), LANZNASTER, 2002.



84

Figura 24. Espectros eletrdnicos dos complexos 1a (acima) e 2a
(abaixo). Solucédo —[C] = 3,0 x 10“*mol L.
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Os dados encontrados na espectroscopia eletrénica na
regido de UV-Vis para o complexo la e 2a em acetonitrila estdo
de acordo com os valores tipicos de comprimento de onda e
coeficiente de absorcdo para esses sistemas contendo grupo
fenolato coordenado a centro de ferro(lll), assim como da prépria
enzima PAP (PERALTA, 2005, p. 142; PIOVEZAN, 2010, p. 85;
SOUZA, 2005, p. 61).

4.2.6 Analise de espectrometria de massas em
acetonitrila/agua (50:50, v/v)

Durante o trabalho de conclusdo de curso realizado por
Wecker (2018) no nosso grupo de pesquisa com outro ligante
contendo brago inocente, HoLmet (Figura 25), notou-se que, na
tentativa de sintetizar o complexo binuclear de Fe'"Zn'" sem
excesso de acetato para garantir a formacao da ponte dupla entre
0s centros metalicos, o0 mesmo nem chegava a se formar,
obtendo-se diretamento o complexo mononuclear de ferro(lll)
(Cmet), dando um indicio de que apenas a presenca da ponte
acetato é capaz de manter o centro binuclear do complexo com
esse tipo de ligante. Em testes de sintese realizados
posteriormente, com excesso de acetato, o complexo binuclear foi
obtido com sucesso (estudos em andamento).

Figura 25. Estrutura do ligantes HoLmet e estrutura proposta para
o0 complexo Cmet (WECKER, 2018)
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Segundo estudos realizados por Lanznaster (2003, pag. 92),
complexos binucleares com ponte acetato entre 0s centros
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metalicos, quando em meio aquoso, tém essa ponte hidrolisada e
uma ponte p-hidroxo é formada. Considerando os resultados
obtidos na sintese com o ligante Cmet, surgiu o questionamento
se esses sistemas com ligante com braco inocente seriam
capazes de manter os centros metalicos com a hidrélise da ponte
acetato. Analises dos complexos em mistura CHsCN/H20 (1:1, v/v)
foram realizados via ESI-MS para evidenciar quais as espécies
existentes em meio aquoso, apds hidrélise dessa ponte acetato.
Para os complexos sintetizados neste trabalho, porém, o
comportamento foi diferente do esperado e nas andlises
realizadas em diferentes valores de pH foi possivel observar
majoritariamente espécies mononucleares de ferro(lll) ou de
zinco(ll) (Figuras 26 a 29), sugerindo que, com a hidrélise da ponte
acetato, o ligante ndo é capaz de manter o sistema binuclear
Fe'"zn" devido ao menor nimero de atémos doadores no lado
macio do ligante.

Figura 26. Espectro de massas para o complexo 1a em pH 7,0
em CH3CN/H20 (1:1, v/v) e respectiva simulacdo da distribuicdo
isotdpica.
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Figura 27. Espectro de massas para o complexo 2a em pH 7,0 em
CHsCN/H2O (1:1, v/v) e respectiva simulacdo da distribuicdo
isotépica.
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Em pH 7,0 observa-se, para ambos o0s complexos, a
presenca de um sinal referente a espécie [Fe(L)]*, sendo esse o
sinal base para o complexo la (Figura 26). Os valores de m/z
desses sinais sdo de 690,19 Da (complexo la) e 764,33 Da
(complexo 2a). Para o complexo 2a, o sinal base do espectro é
referente a espécie mononuclear de zinco(ll) [Zn(HL)]* (Figura 27).
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Figura 28. Espectro de massas para o complexo 1la em pH 10,0
em CH3CN/H20 (1:1, v/v) e respectiva simulagéo da distribuicao
isotdpica.
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Ja em pH 10,0, observa-se como sinal base e praticamente
anico, um sinal referente a espécie mononuclear de zinco. Para o
complexo la (Figura 28), esse sinal possui m/z de 699,28,
referente a espécie [Zn(HL)]*. O complexo 2a apresenta o sinal
com m/z de 779,18 Da, referente ao aduto Li* + [Zn(L)]** (Figura
29).
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Figura 29. Espectro de massas para o complexo 2a em pH 10,0
em acetonitrila/agua (1:1, v/v) e respectiva simulacdo da
distribui¢éo isotdpica.
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Considerando que durante a andlise de massas podem se
formar novas espécies existentes apenas em condi¢des de alta
temperatura e com aplicacéo de potencial elétrico e que apenas a
analise de massas e absor¢do atdmica mostravam a presenca de
zinco no meio, sem garantir que a coordenacdo do mesmo ao
ligante tinha de fato ocorrido, questionamentos surgiram quanto a
existéncia dessas espécies mononucleares nos estudos de
caracterizacdo e de atividade catalitica dos complexos, assim
como a real formagédo do complexo binuclear com ponte acetato
durante a sintese.

Duas evidéncias reforcaram que realmente a espécie em
estado sélido, assim como em meio organico seria a espécie
binuclear e que, na presenca de 4gua, haveria a formacao de
espécies mononucleares: (1) Estudos com complexo binuclear de
Fe'"Zn" com ponte acetato com ligante similar, H.BPPAMFF
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(Figura 15), foram realizados por Piovezan (2010), obtendo-se
estrutura cristalina do complexo binuclear com duas pontes
acetato entre os centros metalicos. Com amostras do complexo
sintetizado por Piovezan (2010), foram realizadas andlises de ESI-
MS nas mesmas condi¢Bes que os complexos la e 2a, mostrando
a presenca das mesmas espécies mononucleares observada para
0s esses complexos, indicando que a formacado das espécies nao
ocorre de forma randdmica durante a analise de ESI-MS e sim,
gue se trata, provavelmente, do comportamento apresentado por
essa série de complexos em solugdo na presenca de agua; (2)
Estudos realizados através de ESI-MS dos complexos na
presenca do substrato 2,4-BDNPP em meio CHsCN/H20 (1:1, v/v)
em pH 7,0 mostraram a presenca da espécie formada pela
coordenacédo do substrato ao complexo contendo apenas ferro na
estrutura ([Fe(HL)(Substrato)]*) para todos os complexos, como
mostrado ao final da secdo. J& em pH 10,0, observa-se que o
substrato se coordena a espécie mononuclear de zinco.

Figura 30. Espectro de massas para o complexo 3 (PIOVEZAN,
2010) em pH 7,0 em acetonitrila/agua (1:1, v/v) e respectiva
simulacéo da distribuicdo isotdpica.
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No espectro apresentado na Figura 30, nota-se que, para o
complexo 3, desenvolvido por Piovenzan (2010), em pH 7,0, ha a
presenca da espécie bivalente [Fe(HL)]?*, com m/z 320,65 Da. Em
pH 10,0, o espectro apresenta um sinal de m/z 649,25 Da referente
a espécie [Zn(HL)]* (Figura 31).

Figura 31. Espectro de massas para o complexo 3 (PIOVEZAN,
2010) em pH 10,0 em acetonitrila/agua (1:1, v/v) e respectiva
simulacéo da distribuicdo isotdpica.
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Os estudos dos complexos na presenca do substrato foram
realizados através de andlise via ESI-MS nas condi¢cdes dos
estudos cinéticos. Devido a sensibilidade do espectrofotdbmetro de
massas a presenca do tampao utilizado nos estudos cinéticos, o
pH das solucdes foi ajustado apenas com NaOH e o pH foi aferido
com fita de pH apo6s adicdo do substrato. O objetivo desses
estudos foi esclarecer quais espécies estavam envolvidas na
atividade catalitica dos complexos la e 2a.
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Figura 32. Dados de ESI-MS para o complexo la na presenca do
substrato 2,4-BDNPP em CH3CN/H20 (1:1, v/v) em pH 7,0.
[Complexo] = 4 x 10° mol L%; [Substrato] = 3 x 104 mol L.
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Nos estudos em pH 7,0 para os compostos binucleares la
e 2a, observa-se apenas a presenca do sinal referente a espécie
mononuclear de ferro(lll) associada ao substrato. Para o composto
la esse sinal possui m/z de 1120,17 Da e para o complexo 2a, m/z
de 1194,20 Da, referente a espécie [Fe(HL)(BDNPP)]* (Figuras 32
e 33).
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Figura 33. Dados de ESI-MS para o complexo 2a na presenca do
substrato 2,4-BDNPP em CH3CN/H20 (1:1, v/v) em pH 7,0.
[Complexo] = 4 x 10° mol L%; [Substrato] = 3 x 104 mol L.
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Como para os complexos 1a e 2a observou-se, nas analises
de ESI-MS em meio CH3CN/H20 (1:1, v/v), a presenca de espécie
mononuclear de zinco(ll) em pH 10, estudos na presenca de
substrato foram realizados nesse mesmo pH para esses
complexos (Figuras 34 e 35). De fato, o substrato se apresenta
coordenado a uma espécie mononuclear de zinco(ll) para ambos
0s complexos, evidenciado pela presenca dos sinais de baixa
intensidade (associacdo do substrato ao complexo é prejudicada
em pH alto devido a menor labilidade do grupo hidroxo
coordenado) em m/z 1129,08 Da para o complexo la e m/z
1203,21 Da para o complexo 2a. Esses sinais séo referentes as
espécies [Zn(H:L)(BDNPP)]*. Todas as informagbes obtidas
reforcam a complexidade do sistema e dificuldade de analisa-lo
em sua integridade.
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Figura 34. Dados de ESI-MS para o complexo la na presenca do
substrato 2,4-BDNPP em CH3CN/H2O (1:1, v/v) em pH 10,0.
[Complexo] = 4 x 10° mol L%; [Substrato] = 3 x 104 mol L.
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Tendo em vista a complexidade do sistema Fe''Zn" em meio
aquoso, estudos cinéticos e demais caracterizagdes ndo serao
discutidas neste trabalho, uma vez que n&o foi possivel
estabelecer todos os equilibrios envolvidos. Por fim, decidiu-se
sintetizar complexos mononucleares de ferro(lll) com os ligante
HoLnaf e HolLpir para esclarecer a atuacdo de complexos
mononucleares de ferro(lll) na hidrélise de ésteres de fosfato,
sendo que ndo ha na literatura modelos de ferro(lll) aplicados
nesse tipo de catalise, sendo sua investigacao inédita.

4.3 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DOS COMPLEXOS
MONONUCLEARES DE Fe!' 1b E 2b

Os complexos 1b (Figura 36 - esquerda) e 2b (Figura 36 -
direita) foram sintetizados a partir dos ligantes H.Lnaf e HaLpir,
respectivamente. O sal de ferro utilizado foi o tetrafluoroborato de
ferro(ll) que, na presenca de ligantes que contém grupos fendis e
em meio metanodlico que contém uma certa quantidade de agua,
facilmente se oxida a ferro(lll), formando o complexo desejado. A
propor¢do entre metal e ligante foi 1:1 para a formacdo de um
complexo mononuclear de ferro(lll). A esfera de coordenacao do
centro metalico é preenchida com a coordenacdo de duas
moléculas de dgua. O complexos foram caracterizados através de
espectroscopia na regido do IR, ESI-MS, eletroquimica, titulacéo
espectrofotométrica. Obteve-se monocristal do complexo 1b
adequado para andlise de difratometria de raios X para solucéo da
estrutura cristalina do mesmo.

Figura 36. Estruturas propostas para os complexos 1b
(esquerda) e 2b (direita) de acordo com 0s espectros de massas
e estrutura de complexo.

—_ 4+ — — .
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4.3.1 Difrac&o de Raios X

A estrutura cristalina do complexo 1b foi obtida pela analise
do monocristal do complexo por difracdo de raios X. A
representacdo grafica da estrutura esta apresentada na Figura 37
e 0s demais dados cristalogréaficos séo apresentados no Apéndice
B. Na Tabela 7 estdo listados os principais comprimentos e
angulos de ligacdo. A partir da estrutura obtida para o composto
1b, observa-se que o ligante H;Lnaf se coordena ao centro
metalico através de seu lado duro, mantendo livre o lado macio do
ligante. O ion ferro(lll) se apresenta hexacoordenado e sua esfera
de coordenacdo consiste em dois atomos de oxigénio
provenientes dos grupos fenolato do ligante, dois atomos de
nitrogénio, um de uma piridina e outro da amina terciaria do
ligante. Para fechar a esfera octaédrica do centro metdlico, ha a
coordenacédo de duas moléculas de 4gua ao mesmo. Nota-se uma
interacdo entre a unidade do naftaleno e a piridina livre através de
uma interagao Tr-stacking. A disposicéo cis das moléculas de agua
favorece a atuagdo do complexo como catalisador na reacdo de
hidrélise de ésteres de fosfato.

Figura 37. ORTEP (FARRUGIA, 1997) da unidade assimétrica do
cation complexo 1b ([Fe(Lnaf)(OH2)2]*).
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Tabela 7. Principais distancias (A) e angulos (°) de ligacao para o
complexo 1b.

Fe-Ofenolato terminal 1,896(4) Fe-O agua1 2,046(4)
Fe-Otenolato central 1,961(3) Fe-Npiridina 2,164(5)
Fe'oéguaZ 2,037(4) Fe'Namina 2,180(5)

Ofenolato terminal~F€-Ofenolato central 103,03(15)

Ofenolato terminal-F€-O agua2 97,34(17)

Otenolato centra-Fe&-O agua2 85,43(15)

Ofenolato terminal-F€-O agual 88,76(16)

Ofenolato centrai-F€-O agual 167,84(15)

O éguaZ'Fe'O agual 90,16(17)

Ofenolato terminaI'Fe'Npiridina 164,4(2)

Ofenolato centraI'Fe'Npiridina 85,76(16)

O aguaz-F€-Npiridina 96,1(2)

O aguai-Fe-Nyiridina 83,44(17)

Ofenolato terminal-F€-Namina 89,36(16)

Ofenolato centrai-F€-Namina 90,21(15)

O agua2-Fe-Namina 172,68(16)

O sgua1-Fe-Namina 92,94(16)

Npiridina-F€-Namina 77,6(2)

Na estrutura cristalina se observa que as moléculas de agua
se encontram trans a amina terciéria e ao fenol central do ligante.
As distancias de ligacao entre o ferro(lll) e os oxigénios dos fendis
do ligante s&o préximas a 1,9 A, indicando que 0s mMesmos
encontram-se desprotonados em sua estrutura cristalina.
Distancias maiores que 2,0 A sao observadas entre o ferro e o
oxigénio das duas moléculas de agua coordenadas ao metal,
sendo consideradas labeis facilitam a entrada no substrato na
catalise. A amina terciaria livre do ligante esta desprotonada na
estrutura cristalina, indicando que sua protonacdo ocorre apenas
em solucdo aquosa. Os angulos de ligacdo formados entre o
centro de ferro e os &tomos coordenados ao mesmo mostram um
octaedro levemente distorcido, sendo as maiores distorcbes
observadas nos angulos de ligacdo envolvento o nitrogénio da
piridina e o centro de ferro, chegando ao valor minimo de 77,6 °
para as ligag6es Npiridina-Fe-Namina, vValor similar ao encontrado para
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sistemas similares de coordenacdo (LANZNASTER, 2003, pég.
75). As duas moléculas de agua estabelecem entre si um angulo
exato de 90°.

4.3.2 Analise Elementar de C,He N

Os resultados obtidos através de analise elementar de C, H
e N para os complexos 1b e 2b estdo listados na Tabela 8. Os
valores tedricos e experimentais estdo em concordancia,
indicando propostas apropriadas de composicdo quando
analisadas com as demais técnicas de caracterizagdo. Os valores
foram calculados com base nas seguintes férmulas:
FeCs1H42N4OsBFs + 0,75 (CHsCH2)O0 + 0,5 NaBFs; (1b) e
FeC47H44N4OsBF4 + 0,3 (CH3CH2)20 + 1,1 NaBF4 (2b).

Tabela 8. Porcentagens obtidas na analise elementar com seus
respectivos valores experimentais e tedricos.
Complexo % C % C % H % H % N % N

exp. teo. exp.  teo. exp.  teo.
1b 57,20 57,13 5,40 5,41 6,06 6,08
2b 55,61 55,58 4,42 4,55 5,12 5,28

Tais resultados indicam que, assim como os complexos la
e 2a, o0s complexos mononucleares ndo foram lavados
suficientemente, restando impurezas na amostra e solvente que
deveria ter sido evaporado. Para esses complexos, a andlise
elementar s6 pode ser realizada ap6s todos os estudos terem sido
feitos.

4.3.3 Espectrofotometria na regido do infravermelho

Nos espectros de IR dos complexos 1b (Figura 38) e 2b
(Figura 39) observam-se alteracdes das bandas referentes aos
ligantes indicando coordenacédo ao centro metdlico (Tabela 9). A
banda de deformacédo angular da ligacdo O-H de fenol proximo a
1380 cm? esta presente no espectro de IR dos complexos — com
baixa intensidade para o complexo 1b - indicando que
possivelmente ha uma parcela da amostra que se apresenta com
grupo fenol terminal protonado.
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Figura 38. Sobreposicéo dos espectros na regiao do IR do ligante
H.Lnaf (preto) e do complexo 1b (vermelho).
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HLpir (preto) e do complexo 2b (vermelho).

—— Ligante H,Lpir

—— Complexo 2b
1 n n 1

n 1
2500 2000 1500

1000

" 1 " 1
3500 3000
NGmero de onda (cm™)

4000



100

O contra-ion dos complexos 1b e 2b é o tetrafluoroborato e
a banda intensa presente em aproximadamento 1050 cm™? é
caracteristica do estiramento axial da ligacio B—F (BECK;
SUNKEL, 1988).

Tabela 9. Numero de onda das bandas referentes aos
movimentos vibracionais dos principais grupos funcionais dos
ligantes HoLnaf e HaLpir e dos complexos 1b e 2b.

Bandas HzoLnaf (cmt) 1b (em?1)  Halpir(cm?®)  2b (cm?)

V (C-Har e C-Hair) 3049-2819 3045-2858 3045-2827 2998-2852
v (C=0) 1678 1660 1676 1650

v (C=Ne C=C) 1594-1431 1572-1440 1592-1429 1606-1422
8 (O-Htenol) 1377 1384 1370 1385
Vv (C-Otenol) 1264 1258 1262 1256
v (C-N) 1148 1159 1147 1157
v (B-F) - 1052 - 1054
0 (C-Har) 751 762 753 761

A principal diferenca observada entre 0s complexos
binucleares la e 2a e os complexos mononucleares 1b e 2b é a
banda referente a deformacédo angular da ligagdo O-H de fenol em
aproximadamente 1380 cm, presente apenas para 0s complexos
mononucleares. Além disso, observam-se diferencas nas bandas
referentes a contra-ion (perclorato para os complexos binucleares
e tetrafluoroborato para os complexos mononucleares) e, no caso
dos complexos la e 2a, a presenca das bandas caracteristicas da
ponte exdgena acetato existente entre os centros de ferro(lll) e
zinco(ll).

Em todos os espectros de IR dos complexos néo foi possivel
observar bandas referentes a solventes e agua coordenada,
embora a presenca dessas moléculas tenha sido comprovadas
para o complexo 1b, através da estrutura obtida por difracdo de
raios X.
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4.3.4 Espectrometria de massas

Os espectros de massas dos complexos 1b e 2b foram
obtidos em acetonitrila e apresentaram alguns sinais referentes
aos complexos (Figura 40 e 41). Para o complexo 1b, o sinal base
[M]f, com m/z 710,26 Da, ¢é referente a espécie
[Fe"(Lnafeq)(OH2)]*, sendo Lnafeq® 0 ligante Lnaf> com o grupo
aldeido reduzido a &lcool. Em m/z 690,23 Da aparece um sinal
com distribuicéo is6topica de acordo com a espécie monovalente
[Fe"'(Lnaf)]*. Outro sinal observado possui m/z de 726,25 Da
referente a espécie [Fe''(Lnaf)(OH.).]* e corresponde a estrutura
obtida para o complexo 1b através de difratometria de raios X
(Secédo 4.3.1). Além disso, a espécie bivalente [Fe(HLnaf)]>* é
observada através do sinal m/z 345,62 Da. E possivel observar
gue a estrutra [Fe"(Lnaf)] permanece estavel em fase gasosa,
tendo alteracéo na esfera de coordenacédo do ferro(lll) apenas em
relacdo as moléculas de agua coordenadas ao centro metalico.
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Figura 40. Espectro de ESI-MS do complexo 1b e respectiva
simulacéo da distribuicéo isotépica.
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Para o complexo 2b, o sinal base possui m/z de 711,35 Da,
atribuido ao aduto [HzLpir+H*]*. O sinal com m/z de 784,26 Da é
referente a espécie [Fe'(Lpired)(OH2)]*. Além disso, observa-se a
presenca de um espécie contendo o ferro(lll) e o ligante totalmente
desprotonado sem a unidade de pireno em m/z 550,21 Da. O
espectro de massas de 2b mostra que o0 mesmo ndo € muito
estavel nas condi¢des de andlise.

Figura 41. Espectro de ESI-MS do complexo 2b e respectiva
simulacéo da distribuicdo isotdpica.
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4.3.5 Espectrofotometria eletrénica naregido do UV-Vis

Na Tabela 8 encontram-se os valores de comprimento de
onda maximo e coeficiente de absorcdo da banda de LMCT
PTTtenolato — AT terroqiy. Para ambos os complexos, a LMCT fenolato
— ferro(lll) de maior energia (PTenolatn — dO0*terroqi)) aparece
apenas como um ombro, quase imperceptivel para o complexo 2b
pelas mesmas razdes ja citadas para o complexo 2a na Secao
4.2.5.

Tabela 10. Dados dos espectros eletrbnicos para os complexos
1b e 2b.

Amax (Nnm) / € (Lmol*cm™)

Complexo
CHsCN CH3CN/H20 1:1
1b 511 /2215 512 /2326
2b 512 /1444 515/ 1524
82 547 /2195 500/ 1830
FeZnH,LHexb 520/ 2282 511 /2249
FeZnLAB¢® 553 /2180 524
FeZnLP1c 512 /2100 506
a PERALTA, 2005; ® HEYING, 2014; ¢ CAMARGO, 2013
HzLHex = 2-({[(3-{[(6-aminohexil)amino]metil}-2-hidroxi-5-

metilfenil)metil](piridin-2-ilmetil)amino}metil)-6-{[bis(piridin-2-
ilmetil)amino]metil}-4-metilfenol

H2LAB = 2-({[(3-{[(4-aminobutil)amino]metil}-2-hidroxi-5-
metilfenil)metil](piridin-2-ilmetil)amino}metil)-6-{[bis(piridin-2-
ilmetil)amino]metil}-4-metilfenol

H2LP1 = 2-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil}-6-{[({2-hidroxi-5-metil-3-
[({4-[(piren-1- ilmetil)amino]butil}amino)metillfenil}metil) (piridin-2-
ilmetil)amino]metil}-4-metilfenol

A banda em 500 nm praticamente ndo sofre alteracdo com
a mudanca do meio de CHsCN para CH3CN/H20, indicando que a
esfera de coordenacdo do ferro nesses dois meios nao sofre
alteracao (Figura 42). O valor encontrado de comprimento de onda
maximo em ambos 0s meios sdo muito similares aos valores
obtidos para os complexos la e 2a em presenca de agua,
sugerindo uma esfera de coordenacédo bastante similar entre os
complexos em pH de solugdo. Diferentemente dos complexos la
e 2a, o coeficiente de absor¢gdo aumenta no meio mais polar.
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Célculos computacionais poderiam auxiliar na compreensdo dos
processos de transicdo eletrbnica destes complexos e € uma
perspectiva desse trabalho.

Figura 42. Espectros eletrdnicos dos complexos 1b (acima) e 2b
(abaixo). Solucédo —[C] = 3,3 x 10“*mol L.
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Para o complexo 2b, a banda relativa a transicao m-1* do
grupo pireno em 342 nm mostrou coeficiente de absorcéo de cerca
de 30000 L mol* cm'* em acetonitrila, bem inferior ao valor usual
observado para essa transi¢do que é em torno de 55000 L mol?
cm? (Figura 43). Além disso, é observada uma supressdo dessa
banda em comparacdo a banda em 275 nm, que para o para o
composto pireno, possui coeficiente de abosr¢cédo proximo ao da
banda em 342 nm. Para o complexo 2a, essa propor¢ao é mantida,
vide Secéo 4.2.4.

Figura 43. Espectro eletrénico do complexo 2b em acetonitrila. [C]
=3,5x 10 mol L.
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O comportamento similar desses complexos na interagédo
com a radiacdo na regido do UV-Vis com complexos binucleares
de Fe''zn" é justificado pelo comportamento do zinco(ll) frente a
essa radiagdo, sendo que 0 mesmo ndo apresenta transicbes
eletrbnicas na regido de estudo e pelo auséncia de acoplamento
entre os centros de ferro(lll) e zinco(ll). Como mostrado na Tabela
10, os valores se aproximam bastante de complexos diversos
complexos binucleares da literatura, principalmente quando em
meio CH3CN/H-O0.
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4.3.6 Estudos de equilibrio quimico por titulacao e
espectrofotométrica

Para os complexos desenvolvidos nesse trabalho, a
titulacdo espectrofotométrica teve como objetivo determinar os
valores de pK, das aguas coordenadas aos centros metalicos e
estabelecer as espécies existentes em equilibrio, associando
esses resultados com a atividade catalitica do complexo frente a
hidrélise do substrato 2,4-BDNPP. Com o uso da titulacdo
espectrofotométrica é possivel obter os valores de pKa a partir do
deslocamento hipsocrémico sofrido pela banda de LMCT fenolato
— ferro(lll) de menor energia com o aumento do pH devido ao
aumento da densidade eletrbnica sobre o atomo de ferro(lll)
quando ocorre a desprotonacdo dos ligantes aquo a hidroxo que
estdo coordenados aos centros metalicos. Esse aumento de
densidade eletrénica sobre o ferro(lll) leva a um distanciamento
entre os orbitais p1r e d* do metal (HORN et al, 2010).

A partir dos resultados obtidos da titulacdo
espectrofotométrica (espectros das Figuras 46 e 47) foram
encontrados os valores de pK, para os complexos 1b e 2b. Para
0 complexo 2b, a analise foi realizada em mistura CH3CN/H20
(2:1, viv), diferente da utilizada para os demais compostos. Por
essa razdo sao apresentados valores aproximados, apenas
evidenciar que o comportamento de ambos 0s complexos é o
mesmo com a variacdo do pH. A modificagdo do meio para o
complexo 2b se deu devido a baixa solubilidade do mesmo em
meio contendo agua no intervalo de pH maior que 6,5.

Tabela 11. Valores de pKa para os complexos 1b e 2b.

pKa1 pKa2 pKaz pKaz
1b  4,20+0,02 6,77 £ 0,02 8,64 + 0,02 12,25+0,11
2b 41 6,1 8,0 12,6
32 4,94 6,87 8,33 -

a2 PIOVEZAN, 2010

A titulacdo espectrofotométrica resultou em quatro valores
de pKa para ambos os complexos (Tabela 11) a os gréaficos de
distribuicdo de espécies para os complexos 1b e 2b sao
apresentados nas Figuras 44 e 45, respectivamente.
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Figura 44. Diagrama de distribuicdo de espécies para o complexo
1b em CH3CN/H20 (1:1, v/v).
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Figura 45. Diagrama de distribuicdo de espécies para o complexo
1b em CH3CN/H20 (2:1, viv).
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Esquema 5. Equilibrios propostos para os complexos 1b e 2b em
mistura CH3CN/H20.

-
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A primeira constante (pKa1) pode ser atribuida a
desprotonacdo do grupo piridinium ndo coordenado do ligante
(equilibrio entre estruturas A e B apresentado no Esquema 5). O
pKa de piridina relatado na literatura é préximo de 5,0 e pode variar
um pouco dependendo das interagbes que estabelece com seus
arredores (BINTEIN; DEVILLERS, 1994). A partir da estrutura
obtida para o complexo 1b, apresentada na Figura 37, da Secéo
4.3.1, nota-se uma proximidade entre a piridina livre do ligante a
uma das aguas coordenadas ao centro de ferro (representada pelo
atomo O2W. Essa proximidade permite que haja, apds
desprotonacdo do piridinium, ligacdo de hidrogénio entre o
nitrogénio da piridina e um hidrogénio dessa 4gua coordenada. A
partir dessa interacdo, ha um pequeno aumento na densidade de
carga do ferro(lll), levando ao pequeno deslocamento
hipsocrdmico da banda em 550 nm observado na Figuras 46B e
47B. Na sequéncia, a Figuras 46C e 47C mostra a variacao
espectral sofrida quando a primeira molécula de agua coordenada
ao ferro(lll) é desprotonada (equilibrio entre estruturas B e C),
resultando novamente em um deslocamento hipsocromico da
banda de transferéncia de carga fenolato > ferro(lll) de menor
energia. A partir desse equilibrio estabelecido, foi obtido o valor do
pKa2. O  pKas €  atribuidos ao  equilibrio de
protonacdo/desprotonacdo da segunda molécula de &gua
coordenadas ao centro de ferro(lll) (equilibrio entre estruturas C e
D (Figuras 46D e 47D).

Mesmo na mistura CH3CN/H.O (2:1, v/v), observou-se a
precipitacdo do complexo 2b, aumentando gradualmente a partir
de pH 6,5 (observado com o aumento da turbidez da solugéo). A
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partir de pH 12, observou-se que com o aumento do pH a solucéo
foi se tornando mais limpida novamente. Nos espectros esse
evento também estd evidente, em que inicialmente ha um
aparente aumento na absorcao do complexo, mas que na verdade
é reflexo do espalhamento da radiacao pelas particulas sélidas
formadas (Figura 47D). A medida que essas particulas vao
novamente sendo solubilizadas, o espalhamento da radiacédo é
reduzido e a absorcéo aparente do complexo diminui (Figura 47E).
Nessa faixa de pH comeca a ser formada a espécie [Fe(HL)(OH),]°
(Espécie D), que chega a porcentagem maxima de existéncia em
pH ~10 e depois comeca a ser consumida. Essa espécie neutra é
que possui baixa solubilidade e faz com que ocorra a precipitagdo
nessa faixa de pH. Para o complexo 1b, esse fenomeno também
€ observado através do espalhamento da radiacdo pelas
particulas solidas (Figura 46E), porém nao foi observado
visualmente durante a realizagdo do experimento pois a
solubilidade do complexo contendo o grupo naftil € maior que a do
complexo contendo o grupo pirenil, que é altamento hidrofébico,
compromentendo a solubilidade do complexo 2b quando neutro.

O guarto pKj provavelmente reflete algum equilibrio em que
h& uma grande mudanca de coordenacdo ao centro de ferro(lll)
considerando a mudanca significativa no espectro de absorcao
dentro dessa faixa de pH (Figuras 46F e 47F). A desprotonacéo
da amina terciaria seguida de sua coordena¢édo ao ferro € um
evento plausivel para ser atribuido a esse pKa.
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Figura 46.Titulacdo espectrofotométrica do complexo 1b feita em
CH3CN/H20 (1:1, v/iv) a 25 °C, 0,1 mol Lt em KCI; [C] = 2,7 x10*
mol L.
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Figura 47. Titulagdo espectrofotométrica do complexo 2b feita em
CH3CN/H20 (2:1, viv) a 25 °C, 0,1 mol Lt em KCI; [C] = 2,6 x10*
mol L2,

30
2,0

1,54

Absorbancia

1,01

0,54

0,0

400 500 600 700
Comprimento de onda (nm)

0,4

0,3

0,24

Absorbancia

0,14

Absorbancia (550 nm)

[
w
&

0,34

(B) 30 35 4,0 45 5,0 55
Comprimento de onda (nm)

0,0 T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700

Comprimento de onda (nm)




Absorbancia

Absorbancia

115

08T

0,6

0,4 1

0,354
0,352
E 0,350
S
B 0,348
K]
S 0,346
&
S 0,344
2
2
< 0,342

0,340+

5,0 55 6,0
Comprimento de onda (nm)

6,5 70

0,21
C
010 (I ) T T T T T
400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)
3,07

2,5-

Absorbancia (550 nm)

0,0

500 600
Comprimento de onda (nm)



116

Absorbancia

Absorbancia

400

500 600
Comprimento de onda (nm)

1,25+

1,00+

0,75

0,50

0,25

()

o o o o o
2 3 I I 2
8 3 8 ® 3

Absorbancia (450 nm)

o
2
3

T
400

500 600
Comprimento de onda (nm)



117

4.3.7 Eletroquimica

Nos estudos eletroquimicos dos complexos, visa-se

observar o comportamento do processo redox Fe'' + e = Fe', que
€ altamente dependente do pH da solucao. Por essa razao, foram
realizados estudos em diferentes valores de pH (Figura 48).

Os estudos de voltametria de onda quadrada para os
complexos 1b e 2b foram realizados nas mesmas condi¢des que

cinética, acompanhando o processo Fe! + e = Fe'' em pH 4,5,
7,5e9,0.

Uma variacdo na densidade eletrénica do ferro(lll) é
observada com a mudanca de pH devido a variagdes na esfera de
coordenagcdo do metal. A desprotonacdo de ligantes aquo
coordenados ao centro metalico aumenta a densidade eletronica
sobre o ferro(lll), levando a um deslocamento do potencial redox
do mesmo para valores mais negativos, estabilizando o estado de
oxidagdo 3+, quando comparado com as espécies protonadas.
Ambos o0s complexos apresentam esse comportamento, de
acordo com os valores de potenciais observados na Tabela 12.

Os valores obtidos apresentam similaridade com valores
obtidos para complexos binucleares de Fe'"zZn" que possuem
amina livre no ligante, estando essa protonada nos valores de pH
estudados e portanto interagindo através de ligagbes de
hidrogénio com a primeira esfera de coordenacdo do centro de
ferro(lll) (HEYING, 2014; SILVA, et al.,, 2017). A interacdo de
ligantes hidroxo com a amina protonada geram um deslocamento
do potencial para valores mais positivos quando comparados com
complexos que ndo possuem essa fonte de interacéo, devido a
diminuicdo da densidade eletrdnica no centro metalico com essa
interac@o. Nesses trabalhos citados, os estudos foram realizados
em meio EtOH/H20 e com pequenas varia¢des nos valores de pH
de estudo, o que explica as estreitas diferencas observadas nos
valores obtidos. Essa similaridade com complexos binucleares é
novamente explicado pela auséncia de resposta do zinco(ll) a
técnica na faixa de estudo e da falta de acoplamento entre o
ferro(lll) e o zinco(ll).
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Tabela 12. Potenciais de pico catddicos vs. NHE para os
complexos 1b, 2b, Cmet e FeZnH,LHex.

pH 4,5 pH75 pH9,0
1b 150 2/-150  16/-150
2b 120/15 -90 15/-173
Cmet 123 -140
FeZnH,LHex 162 (pH 4,11) -202 (pH 7,95)

3aWECKER, 2018; P HEYING, 2014

O processo observado em 150 mV para 1b e 120 mV para
2b em pH 45 ¢é atribuido ao par redox
[Fe"'(HL)(H20)2)?*/[Fe"(HL)(H20)2]**. Em pH 7,5, o complexo 1b
apresenta um processo encoberto pela onda em -150 mV. O par
redox [Fe"'(HL)(H20)(OH)]**/[Fe"(HL)(H2.0)(OH)1° esta
relacionado com esse processo encoberto, que para o complexo
2b aparece em -90 mV. O processo que ocorre em -150 mV para
b e -173 parra 2b ¢é referente ao par redox
[Fe"(HL)(OH),]Y[Fe"(HL)(OH),]. Esses dados estdo em
concordancia com os dados da titulacéo espectrofotométrica vide
supra.

O complexo Cmet (WECKER, 2018), que traz um ambiente
de coordenacéo para o ferro(lll) bastante semelhante, apresenta
valores préximos aos obtidos para os complexos deste trabalho.
Comparacgfes com o complexo 3 (PIOVEZAN, 2010) ndo foram
possiveis pois os estudos realizados foram em meios diferentes
(estudos eletroquimicos realizados em CH>Cl» para o complexo 3).
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Figura 48. Voltamogramas de onda quadrada para os complexos
1b (acima) e 2b (abaixo) em pH 4,5, 7,0 e 9,0. Condi¢les:
CH3CN/H20 (1:1, v/v), [C] =1 x 10 mol L%, 1 = 0,1 mol L de
LiClOa.
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Para ambos os complexos 1b e 2b observa-se um segundo
processo em pH 9,0, préximo a 15 mV, que nado é facilmente
atribuido, uma vez que ap6s a desprotonacdo da segunda
molécula de agua coordenada ao ferro(lll), valores mais negativos
seriam esperados devido a maior densidade de carga conferida ao
ferro pelo grupo hidroxo coordenado ao mesmo (PERALTA, et al.
2010).
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4.4 ESTUDOS DE REATIVIDADE FRENTE A HIDROLISE DO
SUBSTRATO 2,4-BDNPP

O uso de substratos modelos ativados que possuam
ligacBes fosfodiéster que simulem o grupo funcional presente na
cadeia de RNA e DNA é uma das estratégias utilizadas para o
estudo da atividade catalitica de biomiméticos na hidrdlise de
ésteres de fosfato. O substrato modelo empregado neste trabalho
foi o bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP), utilizado para
analisar a capacidade catalitica dos complexos desenvolvidos. A
atividade catalitica para os complexos frente a hidrélise do
substrato (Esquema 6) foi avaliada a 25 °C, com excesso de
substrato, seguindo uma cinética de pseudo-primeira ordem.

Esquema 6. Reacéo de hidrolise do substrato modelo 2,4-

- NO, NO, - NO>
o) o
o_|_o Catalisador O\A/OH OH
ﬁ —_— | +
o o
NO, O,N 0,N

4.4.1 Efeito do pH na hidrdlise do 2,4-BDNPP

NO,

0N

Estudos para determinar o efeito do pH na atividade
catalitica dos complexos mononucleares de ferro (lll) foram
realizados, determinando-se o pH de atividade maxima na reagdo
de hidrélise do 2,4-BDNPP. Obtiveram-se também os valores de
pKa cinético para cada um dos compostos, que foram comparados
com os valores obtidos no estudo de equilibrio quimico, o que
auxiliou na determinacdo das espécies responsaveis pela
atividade catalitica.

A faixa de pH estudada foi de 4,0 a 9,5 e a dependéncia de
Vo em funcdo do pH apresentou um perfil de sino para ambos os
complexos (Figura 49). O pH 6timo observado foi de 7,5 para os
complexos 1b e 2b. Os complexos mononucleares 1b e 2b
apresentam semelhangca com o complexo mononuclear de
ferro(lll) (Cmet) desenvolvido por Wecker (2018).
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Tabela 13. Comparacédo dos valores de pKa potenciométrico e
cinético na hidrélise do 2,4-BDNPP.

PKa PKa
Espectrofotométrico Cinético
1b 6,77 £ 0,02 6,34 £ 0,14
2b 6,1 6,10 + 0,09
32 4,94 5,38
CmetP 5,55 6,32

2 PIOVEZAN, 2010; ® WECKER, 2018

Os valores de pKa cinético obtidos para os complexos
(Tabela 13) se assemelham aos valores de pKa2 para os
complexos 1b e 2b, 0 que permite concluir que a espécie ativa na
catdlise é a espécie mononuclear [Fe'(HL)(OH)(OH)]** (Espécie
C — Esquema 5). A distribuicdo de espécies ao longo da faixa de
pH analisada justifica o perfil de sino observado. Inicialmente tem-
se a espécie [Fe'(HL)(OH.).]** (Espécie B — Esquema 5), que,
apesar de ter dois sitios labeis para a entrada do substrato, nao
possui nucledfilo forte suficiente para que a catalise seja muito
eficiente. Com o aumento do pH, a espécie ativa é formada
([Fe"(HL)(OH2)(OH)]** (Espécie C), sendo que essa possui o sitio
labil para a entrada do substrato (molécula de agua coordenada)
e também o nucledfilo proposto (hidroxo coordenado), chegando
em sua atividade maxima em pH 7,5. A partir desse pH, a espécie
ativa comeca a ser consumida para a formacdo da espécie
[Fe"'(HL)(OH)]° (Espécie D — Esquema 5), que ndo possui mais
uma molécula de agua que tenha sua troca facilitada para a
entrada do substrato, dificultando a associagdo do mesmo e
limitando a atividade catalitica. Esse comportamento € similar ao
observado para sistemas binucleares que possuem o nucleéfilo
hidroxo em um dos centros metalicos e o ligante aquo I4bil,
faciltando a sua substituicdo para entrada do substrato
(CAMARGO; et al., 2015; MITIC; et al., 2006; LANZNASTER,
2002).
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Figura 49. Dependéncia da velocidade inicial dos complexos (A)
1b e (B) 2b com o pH para a reagéo de hidrélise do 2,4-BDNPP.
Condig6es: CH3CN/H20 (1:1, v/v); [Complexo] = 4 x10° mol L?;
[Substrato] = 2,5 x10® mol L*; [tamp&do] =5 x102 mol L 1=5
x102 LiClO4 mol L.
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4.4.2 Estudos de ESI-MS dos complexos na presenca do 2,4-
BDNPP

Estudos dos complexos na presenca do substrato foram
realizados através de andlise via ESI-MS nas condi¢bes dos
estudos cinéticos realizados. Devido a sensibilidade do massa a
presenca do tampao utilizado nos estudos cinéticos, o pH das
solugdes foi ajustado apenas com NaOH e o pH foi aferido com
fita de pH ap6s adigcéo do substrato.

O objetivo desses estudos foi esclarecer quais espécies
estavam envolvidas na atividade catalitica dos complexos 1b e 2b
e também buscar informagdes acerca do mecanismo de atuacéo
desses complexos mononucleares, porém apenas comprovacoes
da coordenacao do substrato ao complexo foram obtidas uma vez
gue sem o tamponamento adequado do meio, a reagdo ocorre
muito lentamente.

Nos estudos em pH 7,5 para os compostos binucleares 1b
e 2b, observa-se apenas a presenca do sinal referente a espécie
mononuclear de ferro(lll) associada ao substrato. Para o composto
1b esse sinal possui m/z de 1120,17 e para o complexo 2b, m/z
de 1194,20, referente a espécie [Fe(HL)(BDNPP)]* (Figuras 50 e
51). Essas espécies sao equivalentes as observadas para os
complexos binucleares 1a e 2a, apresentados na Secéo 4.2.6.
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Figura 50. Dados de ESI-MS para o complexo 1b na presenca do
substrato 2,4-BDNPP em CH3CN/H20 (1:1, v/v) em pH 7,5.
[Complexo] = 4 x 10° mol L%; [Substrato] = 3 x 104 mol L.
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Figura 51. Dados de ESI-MS para o complexo 2b na presenca do
substrato 2,4-BDNPP em CH3CN/H20 (1:1, v/v) em pH 7,5.
[Complexo] = 4 x 10® mol L%; [Substrato] = 3 x 10* mol L.
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4.4.3Efeito do substrato na hidroélise do 2,4-BDNPP

O efeito da concentracdo do substrato na hidrolise do
mesmo foi estudado no pH de atividade maxima de cada complexo
(7,5). A dependéncia da velocidade de reagdo com a concentragéo
de 2,4-BDNPP apresentou um perfil de saturacéo (Figura 52) e os
dados foram tratados com a equacdo ndo linear de Michelis-
Menten, obtendo-se os fatores cinéticos para cada complexo
como apresentado na Tabela 14. Devido a solubilidade do
substrato em acetonitrila, a concentragdo méaxima possivel do
mesmo € de 4,8 x 10 mol L e ndo é possivel realizar medidas
de vp até a concentracdo do Ky para o composto 1b. Por isso foi
feita uma extrapolacdo do ajuste da equacdo até valores de
concentracdo de substrato superiores ao Kv, como apresentado
na Figura 52.

Figura 52. Dependéncia da velocidade de reacéo do 2,4-BDNPP
com a concentracdo do substrato para os complexos 1b (m) e 2b
(e). Condicdes: [Complexo] = 4,0 x 10-° mol L*; [Tampéo] = 0,05
mol Lt (HEPES, pH = 7,5); | = 0,05 mol L (LiClO4) em solucdo
H>O/CH3CN (1:1, viv) a 25 °C.
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Apesar da esfera de coordenacdo ao redor do centro de
ferro (Ill) bastante similar proposta para os complexos 1b e 2b,
assim como pKa cinético préximo e mesma espécie ativa atuante,
0S mesmos apresentaram valores de ke bastante diferentes,
sendo que o complexo 1b atua frente a hidrélise do 2,4-BDNPP
com um valor de constante catalitica aproximadamente quatro
vezes maior que o complexo 2b. Em ambos os complexos, a
amina terciaria encontra-se protonada no pH de estudo.
Interacdes de segunda esfera desse grupo catidnico e também
com potencial de atuagéo através de ligacé@o de hidrogénio com o
substrato, pode auxiliar ao longo do caminho reacional,
estabilizando estados de transicdo, intermediarios de reacdo e
auxiliando na liberacé@o do grupo de saida, levando a um aumento
da atividade catalitica do modelo. A partir do valor obtido, acredita-
se que o complexo 1b, por conter o grupo substituinte menos
volumoso (naftil), consegue uma maior aproximagcdo da amina
protonada a primeira esfera do complexo, auxiliando na catalise e
refletindo em um maior valor de kcar quando comparado com o
analogo 2b que contém o substituinte pireno.

Tabela 14. Parametros cinéticos para a reacéo de hidrélise do
2,4-BDNPP promovida pelos complexos 1b e 2b em pH 7,5, a
25°C em meio CH3CN/H20 (1:1, v/v).

kcat KM (|I_(|’CTT(4}|<2AS kcat/k

(10%s1)  (10°mol L?) 1) ne
1b 14,3 8,65 0,17 7520
2b 3,7 1,61 0,23 1950
Cmet? 15,5 5,29 0,29 8610
3° 15 1,66 0,09 840
FeZnH,LHex® 2,02 2,22 0,09 1050
FezZnLP1¢ 31 1,20 0,25 1640
4¢ 12,1 7,20 0,17 6370

a2 WECKER, 2018; P PIOVEZAN, 2010; ¢ HEYING, 2014; ¢
CAMARGO, 2013; ¢ CAMARGO; et al., 2015; knc 1,89x107 s
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Os valores obtidos de Ku sugerem que a amina protonada
ndo é determinante na associagcdo do substrato assim como
parece auxiliar no aumento da velocidade de reacéo. O complexo
2b possui a melhor associacdo complexo-substrato, com um valor
de Kwn cinco vezes menor que o complexo 1b. Esse resultado pode
estar relacionado com a magnitude da interag&o t-stacking entre
substrato e ligante (grupo naftil e pirenil), sendo mais intensa para
o0 complexo 2b através do substituinte pirenil.

E importante ressaltar que n&o foram encontrados modelos
mononucleares de ferro(lll) retratados na literatura em estudos de
hidrdlise de ésteres de fosfato. Portanto o comparativo se deu com
complexos binucleares, sendo que os complexos mononucleares
apresentaram eficiéncia catalitica similar a diversos modelos
descritos na literatura (BERNHARDT; et al., 2015; COMBA; et al.,
2012; KANTACHA,; et al., 2011), inclusive o complexo 4 (Tabela
12), desenvolvido em nosso grupo de pesquisa (CAMARGO; et al.,
2015).

Em destaque, na Tabela 14 sdo apresentados complexos
com alguma similaridade com os complexos 1b e 2b. O complexo
Cmet (WECKER, 2018), complexo mononuclear de ferro(lll) com
ligante bastante similar aos complexos 1b e 2b, que possui apenas
uma metila substituida na amina terciaria na qual encontram-se os
substituintes naftil e pirenil, apresenta uma constante catalitica
mais alta que os complexos 1b e 2b, sendo mais um indicativo de
que diminuindo o volume do grupo ligado a amina terciaria
protonada facilita a interagdo da mesma com o sistema complexo-
substrato, conduzindo a um aumento da velocidade. O complexo
FeZnH:LHex (Figura 53) (HEYING, 2014) é um complexo
binuclear de Fe'"'Zn" com ligante contendo uma cadeia lateral com
amina terminal protonada no pH de atividade méxima do
complexo. A baixa constante catalitica (kcar) desse complexo em
comparacédo ao analogo sem essa cadeia lateral (SOUZA, 2010),
foi justificada como resultado de um fator organizacional do
sistema devido a mobilidade da cadeia lateral (SOUZA, 2013),
evidenciada por estudos de pardmetros de ativacdo do sistema
que mostraram maior entropia de ativacdo em comparagdo ao
sistema sem a cadeia lateral. Os ligantes desenvolvidos nesse
trabalho tem menor grau de mobilidade (sistema majoritariamente
aromatico, contendo apenas alguns grupos metileno e grupos
amina com capacidade de rotacao) e interagdes (1r-stacking entre
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piridina ndo coordenada e substituinte poliaromatico — como
evidénciado na estrutura de raios X) que auxiliam numa
organizacdo mais rapida desse sistema apods a formacdo do
complexo catalisador-substrato.

Figura 53. Estrutura proposta para o complexo FeZnH,LHex
(HEYING, 2014).
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Por fim, o complexo FeZnLP1 é um complexo binuclar que
possui um ligante com uma diamina como cadeia lateral, com um
grupo pirenil ligado a amina terminal (Figura 54). A amina vizinha
ao grupo pirenil também se encontra protonada em pH 6timo de
atividade desse complexo e, assim como acontece para o
complexo 2b, a aproximagdo da amina protonada ao substrato
também é dificultada devido ao volume do grupo poliaromatico e
ha a contribuicdo do mesmo na associacdo do substrato através
da interagao 1r-stacking do grupo pirenil com o substrato.
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Figura 54. Estrutura proposta para o complexo FeZnLP1
(CAMARGO, 2013).

Os resultados obtidos sao interessantes visto que sistemas
mononucleares de ferro(lll) apresentam potencial na atividade de
hidrélise de ésteres de fosfato proximo ao de sistemas
binucleares, permitindo o desenvolvimento de sistemas
estruturalmente mais simples que apresentem as mesmas
propriedades cataliticas.

Como pré-requisito para um catalisador, 0 mesmo deve se
regenerar ao fim de cada ciclo catalitico, repetindo o processo.
Para verificar se os complexos 1b e 2b possuiam essa
caracteristica, os mesmos foram submetidos a um estudo em que
a reacao de hidrélise do 2,4-BDNPP foi acompanhada em pH 7,5
com um excesso de 50 vezes do substrato em relagdo ao
complexo durante 24 horas a 25 °C. Nesse periodo, o complexo
1b foi capaz de hidrolisar 10,5 equivalentes de substrato e o
complexo 2b, 5,7 equivalentes. Esses valores séo superiores a
muitos dos complexos binucleares Fe"Zn" relatados, que
apresentam valores entre entre 2 e 4 (LANZNASTER, 2003;
PERALTA, 2005; HEYING, 2014). O complexo binuclear de
ferro(lll) (4), estudado por Camargo e colaboradores (2015)
apresentou numero de turnover seis. Isso mostra que sistemas
puramente de metal(lll) sdo aparentemente menos suscetiveis a
inibicdo pelo fosfato (monoéster ou inorganico) formado na
hidrdlise do substrato.
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4.4.4 Teste dereatividade dos complexos frente a hidrélise do
monoéster 2,4-DNPP

Inicialmente, avaliou-se a capacidade dos complexos 1b e
2b de hidrolisar o monoéster gerado pela primeira hidrélise do 2,4-
BDNPP. Para isso, os complexos foram submetidos a uma reacao
estequiométrica entre o complexo e o substrato 2,4-BDNPP. Apés
um periodo de 50 horas a 50 °C, observou-se que ambos 0s
complexos foram capazes de gerar dois equivalentes do 2,4-
dinitrofenolato, indicando que o0s complexos sé@o capazes de
hidrolisar também o monoéster gerado a partir da hidrélise do
diéster.

Para confirmar esse resultado, a atividade na presenca de
substrato modelo, o monoéster 2,4-DNPP (2,4-dinitrofenilfosfato),
também foi avaliada. A rea¢do dos complexos com o substrato foi
acompanhada por 7 horas em paralelo ao acompanhamento da
auto-hidrélise do substrato, a fim de avaliar qualitativamente a
capacidade dos mesmos de hidrolisar 0 monoéster. Nas Figuras
55 e 56, observa-se que a auto-hidrolise do substrato causa uma
variacdo espectral na regido de 400 nm (regido em que o produto
2,4-DNP absorve a radiacdo) muito menor quando comparada a
do monoéster na presencga dos complexos 1b e 2b. Além disso, é
possivel observar que o complexo o complexo 1b se mostrou mais
ativo que o complexo 2b na hidrélise do monoéster.
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Figura 55. Espectros eletrdnicos de acompanhamento da reacdo
entre 0 complexo 1b e o substrato 2,4-DNPP em CH3CN/H20
(1:1, viv), pH 7,5. [C] = 1,5 x 10-4 mol L-1; [2,4-DNPP] = 1,5 x 10-
3 mol L-1.
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Figura 56. Espectros eletrdnicos de acompanhamento da reacao

entre o complexo 2b e o substrato 2,4-DNPP em CH3CN/H20

(2:1, viv), pH 7,5. [C] = 1,5 x 10-4 mol L-1; [2,4-DNPP] = 1,5 x 10-

3 mol L-1.
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Estudos quantitativos para estabelecer parametros cinéticos
(constante catalitica e Kv) para os complexos na hidrélise do 2,4-
DNPP séo perspectivas deste trabalho.

4.4.5 Proposta Mecanistica

E importante avaliar o mecanismo pelo qual 0 processo
catalitico ocorre, ainda mais quando proposto complexos
diferentes dos ja bem relatados na literatura. A partir do conjunto
de informagbes obtidas ao longo deste trabalho, propostas de
atuacdo dos complexos foram feitas.

O mecanismo de atuagdo da primeira esfera de
coordenacédo de complexos heterobinucleares modelos para PAPs
ja é bem descrito (LANZNASTER, 2003; PERALTA, 2005;
CAMARGO, 2013; SOUZA, 2013, SILVA; et al., 2017), assim
como da prépria enzima, apesar de mais de uma proposta ser
aceita, principalmente quanto ao nucledfilo atuante (KLABUNDE,
1996; LINDQVIST, 1999). No caso de complexos mononucleares,
acredita-se que o mecanismo nao se distancie muito do proposto
para sistemas binucleares, excetuando que o sitio labil para
coordenacdo do substrato e o nucledfilo estariam centrados no
mesmo centro metalico (OLIVEIRA; et al, 2009; MUXEL, 2014).

E dificil assegurar o mecanismo pelo qual a reacdo ocorre.
Entrentanto, com todos os estudos de caracterizacdo acrescidos
da avaliacéo da influéncia do pH sobre a reacéo de hidrélise do
2,4-BDNPP, sugere-se que a espécie ativa desse complexo é a
espécie [Fe(HL)(OH2)(OH)]**, que possui uma molécula de agua
labil para troca pelo substrato e um grupo hidroxo atuando como
nucledfilo (Esquema 7). Sabe-se que estruturalmente € muito
dificil haver a coordenacdo da espécie de fésforo tetraédrica
coordenada de forma bidentada ao centro de ferro(lll), entdo a
descoordenacédo de um dos oxigénios do substrato apés o ataque
do nucledfilo, ndo é descartada.



132

Esquema 7. Atague nucleofilico interno ao substrato 2,4-BDNPP
realizado pelos complexos mononucleares de ferro(lll).
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Experimento de efeito isotdpico de deutério na velocidade
de hidrélise do 2,4-BDNPP séo utilizados para avaliar se o ataque
nucleofilico ao fésforo do substrato ocorre com transferéncia de
préton na etapa determinante da reagcdo ou ndo. Realizaram-se
estudos de efeito de substrato para os complexos 1b e 2b em meio
CHsCN/D2O (1:1, v/v) no pH de atividade maxima dos mesmos
(Figura 57). A razdo kn/kp para o complexo 1b foi de 1,25 e para o
complexo 2b, de 1,30, sugerindo que ndo existe transferéncia de
préton na etapa determinante da velicidade de reacdo (0,80 <
kn/kp < 1,50) (DEAL; HENGGE; BURSTYN, 1996). Esses
resultados reforcam a atuacdo como nucledfilo do ligante hidroxo
coordenado ao centro de ferro(lll) ao qual o substrato se coordena.
Esse comportamento é diferente da maioria dos complexos
desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa e de complexos
mononucleares que, em alguns casos, mostram a formacéo de
dimeros em solucéo que séo responsaveis pela atividade catalitica
dos mesmos (CAMARGO,; et al., 2007; DEAL; BURSTYN; 1995).
Nenhum evidéncia de formacéo de dimero foi observada para os
complexos em estudo nesse trabalho, levando a um novo caminho
dentro da pesquisa para desenvolvimento de nucleases sintéticas
uma vez que estudos de complexos mononucleares de ferro(lll)
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como hidrolase ndo foram encontrados na literatura. Estudos de
efeito da concentragdo de complexo seria ideal para maiores
afirmac@es acerca do mecanismo de atuacao desses complexos,
porém, devido a baixa solubilidade desses complexos em sistema
CH3CN/H20 no pH de atividade maxima, esse estudo nao foi
viavel. O desenvolvimento de sistemas mononucleares de ferro(lll)
com estrutura mais simples, sem efeitos de segunda esfera e com
maior solubilidade é fundamental para compreender esse sistema.

Figura 57. Comparagdo da dependéncia da velocidade de reacéo
do 2,4-BDNPP com a concentracdo do substrato para os
complexos (A) 1b e (B) 2b em CH3CN/H0O (1:1, v/v) (m) €
CH3CN/D20 (1:1, v/v) (e). Condicdes: [Complexo] = 4,0 x 10> mol
L; [Tampé&o] = 0,05 mol L* (HEPES, pH = 7,5); | = 0,05 mol L
(LiClO4) @ 25 °C.
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Estudos com o monoéster 2,4-DNPP indicam que talvez
ocorre um mecanismo cooperativo entre duas moléculas do
complexo concomitantemente (Esquema 7) a reacdo com a
espécie mononuclear, porém de forma minoritaria, sendo a
velocidade de reagdo regida pelo mecanismo da espécie
mononuclear isolada. Esse mecanismo € proposto pois, se
ocorresse apenas a atuacdo do complexo mononuclear isolado ao
substrato, apés a hidrélise do primeiro grupo 2,4-DNP, o substrato
se encontraria coordenado de forma bidentada ao centro de
ferro(lll) e ndo haveria nucledfico disponivel para realizar novo
ataque ao monoéster produzido.



134

Esquema 7. Proposta de mecanismo para 0s complexos
mononucleares de ferro(lll) baseado na hidrélise do 2,4-BDNPP
e do 2,4-DNPP gerado em sua hidrélise.
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Por meio desse mecanismo cooperativo, propde-se que o
substrato se coordene a uma unidade de complexo e que uma
segunda unidade realize o ataque através de seu ligante hidroxo.
O substrato estaria como ponte entre as duas unidades de
complexo e apés a saida do primeiro equivalente de 2,4-DNP, um
ligante hidroxo ainda estaria disponivel para realizar o ataque ao
monoéster coordenado.

Maiores estudos com os substratos 2,4-BDNPP e 2,4-DNP
séo necessarios para compreender melhor esse sistema e definir
um mecanismo de atuacao. Os mecanismos apresentados neste
trabalho sdo bastante especulativos e baseadas mais em sistemas
binucleares do que em evidéncias experimentais devido a
complexidade dos sistemas, entdo ndo se descarta atuacao
bastante distinta das propostas.
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4.4.6 Estudos de interagcdo com DNA-CT

A espectroscopia eletrbnica € um dos métodos mais
eficazes para detectar a interacdo de moléculas pequenas com
DNA (REHMAN; et al. 2015). A formagédo de um complexo DNA-
farmaco acarreta em variacbes espectrais tanto do complexo
quanto do DNA. A partir dessa técnica, é possivel também obter
constantes de ligagdo (Kg) entre compostos de coordenagdo com
DNA (BARTON; DANISHEFSKY; GOLDBERG, 1984), que podem
resultar em um hipocromismo, hipercromismo ou deslocamento
batocrdomico das bandas de transferéncia de carga e de transicdes
internas de ligantes (SUNITA,; et al., 2017). Esse comportamento
foi observado para ambos os complexos (Figura 58 a 61).

Foram realizados estudos de interacéo através das bandas
de transferéncia de carga de maior energia e das bandas
referentes a transicdes do ligante para os complexos 1b e 2b. Os
valores de Kg encontrados mostram que ha tanto interacdo via
metal quanto via ligante, sendo que para o complexo 1b,
interag6es com o ligante se mostram mais fortes e para o 2b séo
as interacbes com o metal que mostram maior forca (Tabela 15).
A interacdo do complexo 2b via ligante se assemelha bastante ao
complexo desenvolvido por Camargo (2013) contendo uma
unidade de pireno (FeZnLP1), enquanto valores maiores de Kg
foram observados para o complexo contendo duas unidades
(FezZnLP2).

Tabela 15. Constantes de interacdo obtidas a partir das titulacdes
com DNA-CT para os complexos 1b, 2b, FeZnLP1 e FeZnLP2.

Kg (10° mol? L) Kg (10°mol? L)
1b 5,0 (380 nm) 11,1 (265 nm)
2b 35,4 (380 nm) 3,5 (340 nm)

FeznLP12 - 2,4 (340 nm)
FezZnLP22 - 12,1 (340 nm)

aCAMARGO, 2013

Os experimentos de interagdo dos complexos com DNA
mostraram em todos 0s casos, hipocromismo, sendo esse efeito
maior para o complexo 1b (Figuras 58 e 59). O hipocromismo é
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indicativo de que a ligacdo do complexo ao DNA pode ser devido
a efeito elestrostéatico ou intercalacéo que estabiliza a dupla fita de
DNA (SHAHABADI; FALSAFI; MAGHSUDI, 2016), diferentemente
do hipercromismo que é geralmente associado a danos a estrutura
terciaria do DNA com a desnaturacdo do mesmo e pode ser
resultado de danos gerais inclusive a estrutura secundaria do DNA
(SIRAJUDDIN; ALI; BADSHAH, 2013). Além disso, o complexo 1b
apresentou também batocromismo, bastante evidente na Figura
59. Esse tipo de variacdo espectral (hipo e batocromismo
simultaneamente) estd associado a um modo de interagdo por
intercalacdo que resulta em um acoplamento do orbital T* do
ligante intercalante com o orbital T dos pares de bases do DNA,
diminuindo a energia de transicao -1m* (GAO; et al., 2010). Para
o0 complexo 2b (Figura 60 e 61), nota-se 0 hipocromismo sem que
ocorra 0 batocromismo com a adicdo de DNA, indicativo de que
néo haintercalacdo do DNA e que a interagdo deve ser dar através
dos sulcos e que possa ocorrer uma insercao parcial de grupos
aromaticos do ligante H.Lpir nos pares de bases do DNA
(DARABI, et al., 2013).

Figura 58. Titulagdo do complexo 1b via espectroscopia
eletrbnica a partir de adi¢cdes sucessivas de CT-DNA. [C] = 6,4 x
10° mol L't em CH3CN/H20 (1:2, v/iv).
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Figura 59. Titulagdo do complexo 1b via espectroscopia
eletrdnica a partir de adicdes sucessivas de CT-DNA. [C] = 2,6 X
10° mol L't em CH3CN/H20 (1:2, v/v).
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Figura 60. Titulacdo do complexo 2b via espectroscopia

eletrénica a partir de adi¢cdes sucessivas de CT-DNA. [C] =7,0 x
105 mol Lt em CH3CN/H20 (1:1, viv).
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Figura 61. Titulagdo do complexo 2b via espectroscopia
eletrdnica a partir de adicdes sucessivas de CT-DNA. [C] = 3,5 X
10° mol L't em CH3CN/H20 (1:1, v/v).

. 40
£
5 459
= -50]
o
OE -5,5
?3 6,0
S es]
@ & 701
o <
(% = TS 10 15 20 25
Qo [DNA] (107 mol L™)
(@]
[%]
fe)
<
010 T T T ‘!!%
300 400 500 600

Comprimento de onda (hm)

Estudos mais aprofundados de interacdo com DNA e
clivagem do mesmo estdo em andamento para compreender
melhor a natureza da interagéo desses complexos com o mesmo.
Embora o complexo atue na hidrélise de ésteres de fosfato,
permanece o0 questionamento de seu mecanismo de atuacado na
clivagem de DNA, se através de mecanismo hidrolitico, ou
oxidativo como outros complexos mononucleares de ferro(lll)
apresentados na literatura ROELFES; et al.,, 2000; SILVER;
TROGLER, 1995.
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5 CONCLUSAO

Os ligantes H:Lnaf e HqLpir foram obtidos com rendimento
satisfatorio e pureza adequada para dar sequéncia a sintese dos
complexos binucleares la e 2a. Para os complexos la e 2a, as
caracterizagfes estdo em concordancia com estruturas similares da
literatura e, quando em meio aquoso, as caracterizagbes conduziram
a concluir que os mesmos formam espécies mononucleares de
ferro(lll) na faixa de pH de maior atividade de hidrolase.

Dessa forma, foram sintetizados os complexos mononucleares
de ferro(lll) 1b e 2b. A partir de um monocristal do complexo 1b,
obteve-se a estrutura cristalina do composto, que mostra
coordenacéo do ligante HzLnaf ao centro de ferro(lll) através do lado
duro tetradentado e a esfera octaédrica do metal é completada por
duas moléculas de 4gua cis-orientadas.

A partir dos resultados obtidos da titulacdo
espectrofotométrica, determinaram-se o0s valores de pK, e
propuseram-se os equilibrios estabelecidos pelos complexos que
estdo de acordo com o comportamento cinético dos mesmos com a
variagdo de pH. Pelos estudos eletroquimicos foi possivel observar
as ondas referentes ao processo redox do centro de ferro dos
complexos.

Como primeiros complexos de ferro(lll) com atuacdo como
hidrolase, estudos cinéticos frente a hidrélise do substrato 2,4-
BDNPP foram realizados, revelando constantes cataliticas similares
a modelos binucleares, com valores de 3,7 x 10 s1 para o complexo
2b e 14,3 x 10 “# s para o complexo 1b. Os complexos 1b e 2b
apresentaram ainda capacidade de atuacdo como monoesterase,
hidrolisando o substrato modelo 2,4-DNPP. Estudos de interacao dos
complexos 1b e 2b com o DNA, nota-se a capacidade dos mesmos
de interagir via metal quanto via ligante, com altas constantes de
ligacdo, chegando a valores de Kg de 1,1 x 10® mol?! L para o
complexo 1b e 3,5 x 10 mol! L para o complexo 2b. A paritr das
variacdes espectrais observadas, tem-se o indicativo que ndo ocorre
intercalacdo do complexo 2b ao DNA e que essa interacdo deve
ocorrer com inser¢do nos sulcos. J4 para o complexo 1b, o
hipocromismo associado a batocromismo observados nas bandas do
complexo quando na presenca de DNA indicam interacdo por
intercalacéo.

Mais estudos séo necessarios para compreender precisamente
0 mecanismo de atuacéo de complexos mononucleares de ferro(lll)
na hidrélise de ésteres de fosfato, sendo o estudo de sistemas mais
simples uma prioridade como perspectiva para este trabalho.
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APENDICE A —ESPECTROS DE 'H NMR e IR DAS ETAPAS DE
SINTESE DOS LIGANTES HzLnaf E HaLpir

Figura 62.Espectro de *H NMR (200 MHz) em CDCl; do CMFF.
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Figura 63.Espectro de IR em KBr do CMFF.
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Figura 64.Espectro de *H NMR (200 MHz) em CDCls do nafpma.
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Figura 65. Espectro de IR (ATR) do nafpma.

100

90 +

80 4

704

60 4

Transmitancia (%)

50+

40 4

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

Nuamero de onda (cm™)



155

Figura 66.Espectro de *H NMR (200 MHz) em CDCI; do pirpma.
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Figura 68.Espectro de *H NMR (200 MHz) em CDCls do
nafpmamiff.
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Figura 69. Espectro de IR (ATR) do nafpmamff.
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Figura 70.Espectro de *H NMR (200 MHz) em CDCls do
pirpmamff.
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Figura 71. Espectro de IR (ATR) do pirpmamff.
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Figura 72.Espectro de *H NMR (200 MHz) em CDCls do Hpy-naf.
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Figura 73. Espectro de IR (ATR) do Hpyznaf.
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Figura 74.Espectro de *H NMR (200 MHz) em CDClIs do Hpy-pir.
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Figura 75. Espectro de IR (ATR) do Hpyzpir.
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Figura 76. Espectro de IR (ATR) do HzLnaf.
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Figura 77. Espectro de IR (ATR) do HaLpir.
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APENDICE B - DADOS CRISTALOGRAFICOS

Tabela 16. Dados do cristal e de refinamento da estrutura para o

complexo 1b.

Férmula empirica

Massa molecular
Temperatura
Comprimento de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial
Dimensdes célula unitaria

Volume

Z

Densidade (calculada)
Coeficiente de absorcio

E(000)

Tamanho cristal

Faixa de Theta para coleta de dados
Faixa de indices

ReflexBes coletadas

Reflextes independentes
Completeness de theta = 24,999°
Correcéo da absorcio

Max. e min. transmissao

Método de refinamento

Dados / resiricies / pardmetors
Goodness-of-fit on F2

indices finais R [I=2sigma(l]]
indices R (todos os dados)
Coeficiente de extingio

Maior dif. pico e vazio

Ca1H«BFsFeN20s
813,44

20002y K

0,71073 A
Triclinico

P-1
a=112818(9 A
b=11,4730(9) A
c=185084(14) A

o= 92,329(2)°.
B =106,608(2)".
= 102,152(2)".

2231.2(3) A3

2

1,211 Mg/m3

0,398 mm-1

846

0,360 x 0,160 x 0,060 mm3

1,826 to 24,999°.

132h=13, 132k<13, - 21121
21217

7841 [R(int) = 0.0342]

99.9 %

Semi-empirica das equivalentes
0,7453 and 0,6806

Matriz completa minimos-quadrados em F2
78417211478

1,026

R1=0,0798, wR2 = 0,2196
R1=0,1291, wR2 = 0,2582

n/a

1180 and -0,744 e A-3




162

Tabela 17. Distancia [A] e angulos [°] de ligac&o para o complexo

1b.
Fe1-020 1,896(4) O2W-Fel-N32  96,1(2)
Fe1-010 1,961(3) O1W-Fel-N32  83,44(17)
Fel-02W 2,037(4) 020-Fel-N1 89,36(16)
Fel-01W 2,046(4) 010-Fel-N1 90,21(15)
Fe1-N32 2,164(5) O2W-Fel-N1 172,68(16)
Fe1l-N1 2,180(5) O1W-Fel-N1 92,94(16)
N32-Fel-N1 77,6(2)
020-Fe1l-010  103,03(15) C11-010-Fel  123,7(3)
020-Fel-O2W  97,34(17) C22-020-Fel  134,5(3)
010-Fel-O2W  85,43(15) C2-N1-Fel 110,4(3)
020-Fel-O1W  88,76(16) C20-N1-Fel 110,0(3)
010-Fel-O1W  167,84(15) C30-N1-Fel 109,8(4)
O2W-Fel-O1W  90,16(17) C31-N32-Fel 116,7(4)
020-Fel-N32  164,4(2) C33-N32-Fel 123,3(5)
010-Fel-N32  85,76(16)
010-C11 1,350(6) C24-C25 1,378(8)
020-C22 1,346(6) C25-C26 1,388(8)
N1-C30 1,497(6) C25-C28 1,502(9)
N1-C2 1,503(6) C27-021 1,248(7)
N1-C20 1,504(6) C30-C31 1,491(9)
C2-C12 1,504(7) C31-N32 1,308(8)
C3-C13 1,487(8) C31-C36 1,406(8)
C3-N4 1,525(6) N32-C33 1,348(9)
N4-C40 1,512(7) C33-C34 1,379(10)
N4-C50 1,525(6) C34-C35 1,355(13)
C11-C12 1,399(7) C35-C36 1,390(12)
C11-C13 1,413(7) C40-C41 1,502(8)
C12-C16 1,392(7) C41-N42 1,348(8)
C13-C14 1,380(7) C41-C46 1,377(9)
C14-C15 1,385(8) N42-C43 1,334(8)
C15-C16 1,390(7) C43-C44 1,373(11)
C15-C17 1,512(7) C44-C45 1,384(11)
C20-C21 1,497(7) C45-C46 1,388(10)
C21-C26 1,388(8) C50-C51 1,501(7)
C21-C22 1,403(8) C51-C52 1,369(8)
C22-C23 1,414(7) C51-C56 1,424(7)
C23-C24 1,396(8) C52-C53 1,410(8)
C23-C27 1,455(8) C53-C54 1,340(8)



C54-C55
C55-C60
C55-C56
C56-C57
C57-C58
C58-C59
C59-C60
B1l-F4
B1-F2
B1-F1
B1-F3

C30-N1-C2
C30-N1-C20
C2-N1-C20
N1-C2-C12
C13-C3-N4
C40-N4-C50
C40-N4-C3
C50-N4-C3
010-C11-C12
010-C11-C13
C12-C11-C13
Cl6-C12-C11
Cl6-C12-C2
Cl1-C12-C2
C14-C13-C11
C14-C13-C3
C11-C13-C3
C13-C14-C15
C14-C15-C16
C14-C15-C17
C16-C15-C17
C15-C16-C12
C21-C20-N1
C26-C21-C22
C26-C21-C20
C22-C21-C20
020-C22-C21
020-C22-C23
C21-C22-C23
C24-C23-C22
C24-C23-C27

1,412(8)
1,413(8)
1,416(7)
1,419(7)
1,370(7)
1,398(8)
1,356(9)
1,339(13)
1,376(13)
1,385(13)
1,393(13)

110,4(4)
108,1(4)
108,1(4)
112,1(4)
111,3(4)
112,6(4)
112,4(4)
109,6(4)
121,2(4)
119,6(5)
119,2(4)
119,5(5)
122,0(5)
118,5(4)
119,2(5)
122,6(5)
118,2(4)
122,5(5)
117,6(5)
122,1(5)
120,3(5)
121,9(5)
113,3(4)
118,5(5)
119,8(5)
121,6(5)
121,0(5)
119,5(5)
119,5(5)
118,8(5)
121,6(5)

C22-C23-C27
C25-C24-C23
C24-C25-C26
C24-C25-C28
C26-C25-C28
C21-C26-C25
021-C27-C23
C31-C30-N1
N32-C31-C36
N32-C31-C30
C36-C31-C30
C31-N32-C33
N32-C33-C34
C35-C34-C33
C34-C35-C36
C35-C36-C31
C41-C40-N4
N42-C41-C46
N42-C41-C40
C46-C41-C40
C43-N42-C41
N42-C43-C44
C43-C44-C45
C44-C45-C46
C41-C46-C45
C51-C50-N4
C52-C51-C56
C52-C51-C50
C56-C51-C50
C51-C52-C53
C54-C53-C52
C53-C54-C55
C54-C55-C60
C54-C55-C56
C60-C55-C56
C55-C56-C57
C55-C56-C51
C57-C56-C51
C58-C57-C56
C57-C58-C59
C60-C59-C58
C59-C60-C55
F4-B1-F2
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119,7(5)
122,4(5)
117,4(5)
121,8(6)
120,8(6)
123,1(6)
121,4(6)
112,3(5)
122,5(7)
116,9(5)
120,5(7)
119,6(6)
121,6(9)
118,7(8)
120,8(7)
116,7(8)
110,2(4)
123,3(6)
114,4(5)
122,2(6)
117,0(6)
124,1(7)
118,0(7)
119,5(7)
118,1(7)
115,1(4)
119,4(5)
119,5(5)
121,0(5)
121,0(5)
120,2(6)
121,3(6)
121,6(5)
119,0(5)
119,4(5)
118,4(5)
119,0(5)
122,5(5)
120,6(5)
120,1(6)
121,0(5)
120,4(5)
116,7(12)
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F4-B1-F1 111,5(12) F2-B1-F3 106,5(11)
F2-B1-F1 106,8(11) F1-B1-F3 109,1(11)
F4-B1-F3 106,0(11)



