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RESUMO

Modelos biomiméticos para simular a primeira esfera de coordenacao ja sdo bastante difundidos
e conhecidos e com isto, os efeitos de segunda esfera de coordenagdo tem ganhado destaque
nos trabalhos mais recentes e trazendo importantes informagdes estruturais € mecanisticas.
Neste trabalho, foi realizado o estudo da influéncia de metais presentes na segunda esfera de
coordenagdo em biomiméticos Fe"Zn"" para as Fosfatases Acidas Pérpuras. Com o ligante
inédito HaLvipy (2-((bis(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-((((4'-metil-
[2,2"-bipiridin]-4-il)metil)amino)metil)benzil)(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol),
foram sintetizados trés novos complexos: um mononuclear [Pd"(H;Luipy)](C)2 — (1), um
binuclear [Fe''(u-OAc)2Zn"(Lpipy)](Cl04)2 — (2) e um trinuclear [Fe™(u-OAc)>Zn"(Lipy)
Pd"Cl,](Cl04)> — (3). Partindo-se do ligante ja conhecido HyL2-et, foi sintetizado um novo
complexo pentanuclear [Fex"(u-OH)3;Zn3"(L2-et),](ClO4)s (4), o qual teve a sua estrutura de
raios X resolvida. Os quantro complexos foram caracterizados por espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho e do ultravioleta e visivel, andlise elementar de CHN,
espectrometria de massas, titulagdo potenciométrica (1, 2 e 3) ou espectrofotométrica (4),
condutimetria e voltametria de onda quadrada. Os complexos (2), (3) e (4) foram testados
quanto as suas propriedades cataliticas como hidrolases sintéticas, envolvendo o substrato
modelo 2,4-BDNPP, apresentando capacidade catalitica com aceleragdes de 1620, 3030 e 4780
vezes, respectivamente, em relacao a reacdo nao catalisada. Os complexos (2) e (3) conduziram
a um aumento significativo da afinidade de ligagdo (Kass) para o substrato modelo 2,4-BDNPP,
enquanto o complexo (4) apresentou um menor valor. Em ambos complexos, foi possivel
elucidar mecanismos por ataques nucleofilicos intramoleculares.

Palavras-chave: Fosfatases Acidas Purpuras. Segunda esfera de coordenacao. Biomiméticos.



ABSTRACT

Metal complexes bioinspired in metalloenzymes and the N,O-donors mimicking the aminoacid
residues in the first coordination sphere of these metals are already known and with this, the
effects of the second coordination sphere have gained importance in the most recent works and
bringing important structural and mechanism information. In this work, was performed the
study of the influence of metals present in the second sphere of coordination in synthetic
biomimetics Fe"Zn" for Purple Acid Phosphatases. With the new ligand H.Lbipy (2-((bis
(pyridin-2-ilmethyl)amino)methyl)-6-(((2-hydroxy-5-methyl-3-(((4'-methyl-[2,2'-bipyridin]-
4-il)methyl)amino)methyl)benzyl)(pyridin-2-ilmethyl)amino)-4-methylphenol), three new
complexes were synthesized: a mononuclear [Pd(HaLipy)](Cl)2 — (1), a binuclear [Fe!(u-
OAc)2Zn"(Lvipy)] (C104)2 — (2) and a trinuclear [Fe"(1u-OAc)>Zn"(Lyipy)Pd"CL2](C104)2 — (3).
Besides these three complexes, it was synthesized with the already known ligand H»L,-et, a
new pentanuclear complex [Fex"(u-OH)s3Zn3"(Lz-et)2](ClO4)s (4). This complex was
characterized by X-ray analysis. All the four complexes were characterized through FTIR and
UV-VIS spectroscopies, elemental analysis, mass spectrometry, potentiometric (1, 2 and 3) or
spectrophotometric titration (4), conductimetry and square-wave voltammetry. The hydrolase-
like catalytic activity of complexes (2), (3) and (4) were tested with the model substrate 2,4-
BDNPP, presenting catalytic acceleration factor of 1620, 3030 and 4780 times the uncatalyzed
reaction. Complexes (2) and (3) led to a significant increase in binding affinity (Kass) with the
model substrate 2,4-BDNPP, while complex (4) presented a lower value. For both complexes,
it was possible to propose a mechanism by the terminal hydroxo bonded to the Fe'! ion.

Keywords: Purple Acid Phosphatases. Second Coordination Sphere. Biomimetics.
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1 INTRODUCAO

A Quimica Bioinorganica ¢ uma area a qual ¢ caracterizada pela sua
interdisciplinaridade, tanto nas areas de quimica, quanto nas areas de fisica, biologia, medicina,
farmacia, etc. Um dos campos de pesquisa na area trata da investigacao da reatividade quimica
e mediacdo dos ions metdlicos em processos biologicos (LIPPARD; BERG, 1994). Um
exemplo a ser citado ¢ a hemoglobina, encontrada nas células dos globulos vermelhos, que
contém um ion ferro coordenado a molécula de porfirina. Este grupamento, chamado de Heme,
¢ responsavel pelo transporte de oxigénio no plasma sanguineo (SCHERLIS; ESTRIN, 2001).

Dentre as diversas areas existentes na quimica bioinorganica, o presente trabalho busca
o entendimento de processos biologicos especificos e cataliticos desempenhados por
metaloenzimas, pois estas apresentam como principal caracteristica uma grande eficiéncia
catalitica e alto grau de especificidade. Isto ocorre devido a grande estabilidade pelo sitio ativo
da biomolécula como também pelas ligagdes intermediarias exdgenas e terminais da cadeia
lateral da proteina coordenada ao metal (BERG et al., 2019; FENTON, 2008; HOLM;
KENNEPOHL; SOLOMON, 1996).

Em vista disto, o estudo de complexos modelos tem contribuido de forma significativa
para a obtencao de informagdes sobre a estrutura e fungdes das metaloenzimas de interesse pela
comparagdo das propriedades fisico-quimicas desses complexos com as propriedades
conhecidas das enzimas, o que permite inferir acerca da estrutura e das fungdes das mesmas

(JOVITO, 2010).

1.1  METALOHIDROLASES

Metalohidrolases constituem um grande e estruturalmente diverso grupo de enzimas que
possuem sitios ativos capazes de clivar, de modo hidrolitico, uma série de ligagdes quimicas de
grupamentos fosfatos, amidas, ésteres, éteres, nitrilas, entre outras (MCCLEVERTY; MEYER,
2004; MITIC et al., 2006).

Algumas metalohidrolases contém apenas um ion metalico nos seus sitios ativos. Porém,
devido aos efeitos dos varios modos de catélise tenderem a ser multiplicativos (WILLIAMS et
al., 1999), muitas enzimas utilizam dois ou mais ions metélicos simultaneamente para fornecer
maxima aceleragdo da reagdo catalisada (MCCLEVERTY; MEYER, 2004). Na Figura 1 estdo

representados os centros cataliticos de algumas metalohidrolases juntamente com seus ions
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metalicos e suas propostas mecanisticas de acordo com as reagdes que catalisam (MITIC et al.,

2006).

Figura 1 — Esquema demonstrativo do sitio ativo e seus substratos para diferentes metaloenzimas binucleares: (a)
fosfatase acida purpura, (b) urease, (¢) leucina amino-peptidase, (d) fosfatase alcalina, (e) endonuclease, (f)
inositol monofosfatase (g) fosfotriesterase e (h) EcoRV endonuclease
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Fonte: Adaptado de Miti¢, N. et al. The Catalytic Mechanisms of Binuclear Metallohydrolases. Chemical
Reviews, v. 106, n. 8, p. 3341.

Porém, este trabalho tem um foco especifico em uma classe de metalohidrolases
denominadas fosfohidrolases, as quais catalisam com um alto grau de especificidade e de forma
nao degradativa a hidrolise de ligacdes do tipo ésteres de fosfatos de aminoacidos, sacarideos
fosfatados, nucleotideos e nucleases (COWAN, 2001; WILCOX, 1996).

Muitas das enzimas hidrolisam as ligagdes fosfodiéster utilizam ions metalicos como
acido de Lewis para promover a catalise, de modo que: (i) podem agir diminuindo o valor do
pKa de moléculas de dgua ligadas ao metal, podendo gerar nucledfilos em condigdes de pH
fisiologico; (i1) o metal pode agir como sitio de ligagdo da enzima com o substrato e estabilizar
o estado de transi¢do; (iii) o centro metdlico pode atuar no mecanismo hidrolitico por sua
interacao com o grupo de saida, desde que este possua uma carga negativa durante o estado de
transicdo (Figura 2) (HAAS; FRANZ, 2009; MCCLEVERTY; MEYER, 2004; MITIC et al.,
20006).
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Figura 2 — Representacdo esquematica das varias maneiras em que os ions metalicos podem, em principio, facilitar
a hidrolise de um éster de fosfato. (i) podem agir diminuindo o valor do pKa de moléculas de agua ligadas ao
metal; (ii) o metal pode agir como sitio de ligagdo da enzima com o substrato e estabilizar o estado de transi¢ao;
(iii) o centro metalico pode atuar no mecanismo hidrolitico por sua interagdo com o grupo de saida
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Fonte: Adaptado de Meyer, T.; McCleverty, J. Comprehensive coordination chemistry II: from biology to
nanotechnology. v. 8, 2. ed. Amsterdam, Boston: Elsevier, 2005. p. 642.

Como observado na Figura 1, muitas enzimas contém em seu sitio ativo dois centros
metalicos. Porém, a inica enzima da classe das metalohidrolases que necessita de um sitio ativo
heterovalente Fe"™", no qual M"" = Fe, Zn ou Mn, para a que a catlise seja estabelecida é a
Fosfatase Acida Parpura (PAP) (Figura la) (BECK et al., 1986; DURMUS et al., 1999; MITIC
et al., 2006; SCHENK et al., 1999, 2007).

O foco do presente trabalho estd no estudo de biomiméticos sintético dessa classe de

enzimas.

1.1.1  Fosfatase Acida Pirpura

Fosfatases acidas purpuras sao metalohidrolases que contém em seu sitio ativo dois
centros metalicos de valéncia mista e catalisam a clivagem hidrolitica de varios ésteres e
anidridos fosforicos em pH 4acido (faixa de pH entre 4 e 7), sendo caracterizadas pela intensa
coloracdo purpura, em sua forma inativa (KLABUNDE et al., 1996; MCCLEVERTY;
MEYER, 2004; MITIC et al., 2006).

As PAPs podem ser encontradas em plantas e animais € possuem um sitio ativo do
tipo: Fe'"Zn" no feijio vermelho (FEDER et al., 2019; KLABUNDE ef al., 1996; STRATER,
NORBERT et al., 2005; UPPENBERG et al., 1999); FeMn!' na batata doce (SCHENK et al.,
1999, 2005); e Fe'"Fe' em animais (GUDDAT et al., 1999; LINDQVIST et al., 1999;
SELLECK et al.,2017; UPPENBERG et al., 1999). Também podem ser encontradas em fontes
microbianas, contudo, seu mecanismo de agdo ainda nao esta bem estabelecido (HAYMAN;

COX, 1994; KAlJA et al., 2002; SCHENK et al., 2005).
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Em plantas, as PAPs possuem fung¢ao na liberagao de grupos fosfato. Nos mamiferos,
tem funcdes biologicas no transporte de ferro (KETCHAM et al., 1985), na reabsor¢ao Ossea
por osteoclastos (CLARK et al.,, 1989; REINHOLT et al., 1990), na desfosforilagio de
fosfoproteinas em eritrocitos e na geragdo de hidroxiradicais e espécies reativas de oxigénio
(HAYMAN; COX, 1994; KAIJA et al., 2002; SCHENK et al., 2005).

Todas as PAPs, sejam elas de fontes animais ou vegetais, apesar de diferirem no
tamanho e em algumas regides da cadeia polipeptidica, apresentam o mesmo conjunto de
aminoacidos na formagdo do seu sitio ativo, possuindo centros metalicos binucleares de
valéncia mista Fe'"M", sendo M = Zn, Mn ou Fe (BECK et al., 1986; DURMUS et al., 1999;
MITIC et al., 2006; SCHENK et al., 1999, 2007). Além disto, estes centros sao quimicamente
idénticos no que diz respeito a primeira esfera de coordenagdo, exibindo ambientes de
coordenagio octaédricos tanto no Fe!'' quanto no M" (ANTANAITIS; AISEN; LILIENTHAL,
1983; AVERILL ef al., 1987; KLABUNDE et al., 1996; QUE; TRUE, 2007; YANG, Y.-S.;
MCCORMICK; SOLOMON, 1997).

A primeira PAP a ter sua estrutura resolvida pela técnica de difracao de raios X foi a
rkbP AP (fosfatase 4acida purpura do feijao vermelho) (FEDER et al., 2019; KLABUNDE et al.,
1996; STRATER, N. et al., 1995; STRATER, NORBERT et al., 2005). Além dessa, as PAPs
presentes na batata doce (SCHENK et al., 2005), no fluido uterino de suinos (GUDDAT et al.,
1999; SELLECK et al., 2017), nos ossos de ratos (LINDQVIST et al., 1999; UPPENBERG et
al., 1999) e em humanos (STRATER, NORBERT et al., 2005), também tiveram suas estruturas
resolvidas. Um fato interessante e que comprova a heterovaléncia, estd no caso das PAPs
encontradas em mamiferos, que podem apresentar-se em dois estados de oxidagdo: o estado
totalmente oxidado Fe''Fe'!!, que ¢é inativo frente a hidrolise de ésteres de fosfatos, e a forma
reduzida Fe'"Fe!! que ¢ a espécie ativa (QUE; TRUE, 2007), sugerindo que apenas um dos
centros metalicos ¢ oxidado/reduzido, enquanto que o outro mantém-se no estado de oxidacao
3+ (KLABUNDE et al., 1996).

Devido a essas semelhangas estruturais entre os sitios ativos das PAPs, foi sugerido
que a catalise da reacdo de hidrolise de ésteres de fosfato possa ocorrer através de quatro
mecanismos, sendo que cada um utiliza grupos hidréxidos como diferentes nucleéfilos: um OH"
terminal ligado ao Fe™"
de coordenacdo do Fe (Figura 3c) (MERKX; AVERILL, 1999; MERKX; PINKSE;
AVERILL, 1999). O OH" ligado ao Fe'! utiliza a maior acidez de Lewis do Fe' versus Zn"

(Figura 3a); OH™ em ponte (Figura 3b); ou um OH™ na segunda esfera

para gerar o nucleofilo em pH < 7. Neste caso, o substrato liga-se ao metal divalente, que age
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como um acido de Lewis para ativa-lo para o ataque nucleofilico (KLABUNDE et al., 1996;
LINDQVIST et al., 1999; MCCLEVERTY; MEYER, 2004; STRATER, N. et al., 1995). Outra
proposta sobre o mecanismo catalitico das PAPs estd na questdo em que o ion hidroxido
presente como ponte entre 0s centros metalicos seja o agente nucleofilico ao grupo fosfato, que
também se liga de maneira bidentada, formando uma ponte entre os metais (SMOUKOV et al.,

2002). Por fim, tem-se a ideia do ataque de um ion hidréxido gerado na segunda esfera de

I

coordenacdo do Fe' com um éster de fosfato ligado de maneira monodentada ao centro

metalico divalente (MCCLEVERTY; MEYER, 2004). O quarto mecanismo, uma ponte x4-0X0
¢ responsavel pelo ataque nucleofilico ao fosfato (Figura 3d) foi descrito por Schenk e
colaboradores ao analisarem uma PAP de batata doce com centro metalico Fe"Mn" (SCHENK

etal., 1999).

Figura 3 — Intermediarios cataliticos para as fosfatases acidas purpuras: (a) ataque nucleofilico de um hidroxido
terminal em um substrato éster de fosfato ligado de forma monodentada ao sitio metalico divalente; (b) ataque
nucleofilico do hidréxido em ponte ao substrato éster de fosfato ligado de forma bidentada aos sitios metalicos;
(¢) ataque nucleofilico de um ion hidréxido, gerado na segunda esfera de coordenagio do Fe', em um substrato
éster de fosfato ligado de forma monodentada ao sitio metalico divalente; (d) uma ponte u-oxo ¢ responsavel pelo
ataque nucleofilico ao fosfato
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Fonte: Adaptado de (a, b e ¢c) Merkx, M. e Averill, B. A. Probing the role of the trivalent metal in phosphate ester
hydrolysis: preparation and characterization of purple acid phosphatases containing AI"'Zn!! and In''Zn! active
sites, including the first example of an active aluminum enzyme. Journal of the American Chemical Society, v.
121, n. 28, 1999, p. 6688. (d) Schenk, G. et al. Binuclear Metal Centers in Plant Purple Acid Phosphatases: Fe—
Mn in Sweet Potato and Fe—Zn in Soybean. Archives of Biochemistry And Biophysics, v. 370, n. 2, 1999.

Até o presente momento, ndo ha evidéncia experimental conclusiva sobre a verdadeira
estrutura do complexo enzima-substrato. Os mecanismos propostos mostram que o anion
fosfato liga-se, em alguma etapa da catalise, numa coordenagdo do tipo bidentada em ponte a
ambos os cations metalicos do sitio ativo das PAPs. Estudos espectroscopicos de estrutura fina

pela absorcao de raios X estendidos (EXAFS) realizados por True e Wang (TRUE et al., 1993;
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WANG et al., 1991) para esse tipo de ligagcdo, favorecem o mecanismo proposto por Smoukov
(2012), pois espera-se que este tipo de ligagdo aproxime a ponte u-hidroxo ao ion bivalente,
tornando-o um ligante quasi-terminal (M"-OH") e, portanto, mais nucleofilico, mesmo sabendo
que o ion hidréxido apresente uma nucleofilicidade muito maior do que quando coordenado
como ponte (TWITCHETT; SYKES, 1999).

Diante disto, o uso de compostos de baixa massa molar que mimetizem o sitio ativo
das metaloenzimas e que possam ser utilizados como catalisadores bioinspirados, tem
contribuido na elucidacdo de propriedades e mecanismos de agdo de enzimas. Esses
catalisadores bioinspirados devem apresentar caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as

PAPs, podendo obter-se informagdes estruturais € dos mecanismos envolvidos nas reagoes.

1.2 COMPOSTOS MODELOS OU BIOMIMETICOS

Em busca da elucidagao do mecanismo de hidrolise pelas PAPs e do esclarecimento
mais conciso do papel destas em organismos vivos, as informacdes obtidas por diversas técnicas
de analise, aliadas a um trabalho de comparacdo de resultados de modelos sintéticos,
forneceram muitas informagdes e propostas acerca do sitio ativo das PAPs.

Diversos grupos de pesquisa tém trabalhado no estudo comparativo envolvendo
compostos miméticos que funcionam como modelo para as PAPs (BERNHARDT et al., 2015;
CAMARGO et al., 2018; COMBA; GAHAN; HANSON; ef al., 2012; COMBA; GAHAN;
MEREACRE; ef al., 2012; JARENMARK et al., 2011; MITIC et al., 2006; PATHAK et al.,
2017,2018; PATHAK; GANGWAR; GHOSH, 2018; PERALTA et al.,2010; PEREIRA et al.,
2019; PIOVEZAN et al., 2010; SILVA et al., 2017). Esses complexos metalicos podem ser
projetados com ligantes especificos que assumam uma certa conformagdo ao redor do ion
metalico, para o estudo de interagdes com biomoléculas (LIPPARD; BERG, 1994). Um
exemplo a ser citado esté no primeiro complexo binuclear de Fe'"'(u-OH)Zn" (Figura 4b), obtido
por Neves e bioinspirado nas propriedades estruturais e fisico-quimicas das PAPs (NEVES et
al., 2007). Este complexo possui caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as PAPs, como a
presenca de um grupo fenolato terminal coordenado ao ion Fe'

(Figura 4a) (MITIC et al., 2006; NEVES et al., 2007).

analogo ao grupo Tirosinal67
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Figura 4 — Esquema do Sitio Ativo da PAP do feijao vermelho (a) e a estrutura do complexo bioinspirado [FeZn(u-
OH)(bpbpmp)(OH2)** (b)
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Fonte: adaptado de (a) Miti¢, N. et al. The catalytic mechanisms of binuclear metallohydrolases. Chemical
Reviews, v. 106, n. 8, p. 3343. (b) Neves, A. et al. An Unprecedented Fe''(u-OH)Zn" Complex that Mimics the
Structural and Functional Properties of Purple Acid Phosphatases. Journal of the American Chemical Society,
v. 129, n. 24, p. 7487.

As propriedades fisico-quimicas, estruturais e cataliticas comparadas entre as
metaloenzimas de interesse € 0os compostos modelos bioinspirados sdo de suma importancia
para considera-los (ou nao) bons modelos sintéticos. Deste modo, o quimico bioinorganico deve
seguir uma metodologia sistematizada na elabora¢do desses compostos biomiméticos, partindo
de ligantes que possuam grupos doadores andlogos aos aminoacidos presentes no sitio catalitico
das metaloenzimas de interesse. Neste contexto, serd utilizado as PAPs como fonte para o

desenvolvimento de uma classe de complexos metalicos sintéticos.

1.2.1 Segunda esfera de coordenacio

Devido a importancia da elaboragdo de modelos bioinspirados em PAPs e a
contribuicdo para o entendimento das mesmas, as atuais pesquisas objetivam tornar os modelos
mais eficientes e seletivos. Um possivel caminho para isto esta na incorporagao de grupos
funcionais que ndo estejam diretamente coordenados ao sitio ativo heterovalente da molécula
(primeira esfera de coordenacao) e sim, disponiveis para estabilizar o estado de transi¢do na
hidrolise de ésteres de fosfatos originando, portanto, uma segunda esfera de coordenagdo.

Grupos de aminodcidos ou de outras moléculas que ndo estdo diretamente coordenados ao
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centro catalitico, mas sao indispensaveis para a atividade enzimatica, sdo definidos como
segunda esfera de coordenagao.

Efeitos de segunda esfera de coordenagdo em metaloenzimas tem como objetivo
melhorar e interagir de forma seletiva com o substrato. Com isto, aumentam a estabilidade do
estado de transi¢do enzima-substrato, gerando espécies ativas e/ou estabilizando grupos de
saida na catalise, alterando as propriedades fisicas e quimicas dos sitios ativos destas enzimas.
Estas interagdes ocorrem de maneira nao-covalente, tais como ligacdes de hidrogénio,
interacoes eletrostaticas, efeitos hidrofobicos e n-n (TANG et al., 2013; ZHAO et al., 2013).

Além destas caracteristicas para a segunda esfera de coordenagdo, foram recentemente
identificadas classes de enzimas que acomodam mais de dois ions metalicos em sua estrutura.
Destes metais, dois destes estdo relacionados com o centro catalitico binuclear da enzima
enquanto que, um ou mais metais se coordenam em locais distintos, mas préximo ao centro
catalitico e agem como ativadores da atividade enzimatica. As enzimas da familia das fosfatases
alcalinas A, X e D (PhoA, PhoX e PhoD, respectivamente), que estao relacionadas a atividade
de fosfatases alcalinas extra citoplasmatica bacteriana, sdo exemplos de enzimas que utilizam
mais de dois metais para realizarem a atividade catalitica (PEDROSO, MARCELO M. et al.,
2016; PEDROSO, MARCELO MONTEIRO et al., 2017; RODRIGUEZ et al., 2014; YONG
et al.,2014). As enzimas PhoX sdo exclusivamente fosfomonoesterases e apresentam dois ions
Fe' ¢ trés ions Ca' (YONG et al, 2014). As enzimas PhoA sio predominantemente
fosfomonoesterases e contém trés ions metéalicos sendo, dois Zn" ¢ um Mg" (LASSILA;
ZALATAN; HERSCHLAG, 2011). Por fim, as enzimas da familia PhoD s3o enzimas com
atividade de fosfodiesterase, mas também possuem atividade significativa de
fosfomonoesterase. A PhoD apresenta um ion Fe'"' e dois ions Ca' (RODRIGUEZ et al., 2014;
ZAMBONELLI; CASALI; ROBERTS, 2003).

Dados estruturais mostram que o sitio ativo da PhoD ¢ distinto do encontrado para as
PAPs, mas mostram que a semelhanca entre essas duas enzimas estd na caracteristica de

conservarem a posi¢io e o numero de coordenagio para os ions Fe!'

, como pode ser observado
na Figura 5. Um fato muito interessante, ¢ que diverge da PAP, esta relacionado com a PhoD
utilizar um segundo metal divalente (Ca™) que pode se ligar em um local distinto, mas préximo
ao local do centro catalitico heterovalente Fe"M". Deste modo, a presenca do segundo Ca'' faz
com que o mesmo seja um ativador da atividade enzimdtica. Estas observacdes estdo

correlacionadas diretamente com os efeitos de segunda esfera de coordenacao fornecidos por

este metal, nos quais essas interagdes extras resultam em um aumento da estabilidade do estado



23

de transicdo enzima-substrato e, consequentemente, aumentam a constante catalitica

(PEDROSO, MARCELO M. et al., 2016; PEDROSO, MARCELO MONTEIRO et al., 2017).

Figura 5 — Similaridade estrutural entre as enzimas PhoD e PAP. Comparagdo do ambiente de coordenagdo dos
ions metalicos PhoD (esquerda) com aqueles da PAP da batata doce (direita). As cores dos elementos sdo: Fe!'" em
laranja, Ca'! em verde, Mn!! em roxo, oxigénio em vermelho; nitrogénio em azul escuro; enxofre em amarelo;
fosforo em azul claro; carbonos na PhoD em azul-céu e e carbonos na PAP em castanho. As ligagdes de
coordenacdo de ions metalicos sdo mostradas por linhas tracejadas
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Fonte: adaptado Rodriguez, F. et al. Crystal structure of the Bacillus subtilis phosphodiesterase PhoD reveals an
iron and calcium-containing active site. The Journal of Biological Chemistry, v. 289, n. 45, p. 30894.

Modelos biomiméticos para simular a primeira esfera de coordenagdo ja sdao bastante
difundidos e conhecidos, apresentando resultados satisfatorios quanto as propriedades
estruturais e eletronicas das metalohidrolases de interesse, porém com valores de reatividade
bem inferiores em relagdo a atividade catalitica ao comparar com o modelo-metalohidrolase.

Uma das principais fungdes da segunda esfera de coordenacdo de metalohidrolases ¢
na ativacao do nucleéfilo por meio de interagdes intermoleculares de ligagdo de hidrogénio, de
interacoes eletrostaticas, de efeitos hidrofobicos e de for¢as de van der Waals (NEVES et al.,
2007). Para este fim, grupos laterais cataliticamente ativos tem sido utilizado, como por
exemplo, polimeros, dendrimeros, grupos laterais funcionais amina, amida e acido carboxilico.
Aminas alifaticas, por exemplo, podem ser protonadas em pH mais acidos, tornando-se
carregadas positivamente quando em solu¢do podendo fazer contribui¢des eletrostaticas. Ja as
aminas aromaticas e amidas sdo grupamentos neutros e podem ser ativos na doa¢ao ou recepgao
de ligacdes de hidrogénio (BONOMI et al., 2008; CAMARGO et al., 2018; SOUZA et al.,
2015; PEREIRA et al., 2019; SILVA et al., 2017; TIIOE et al., 2012; ZHAO et al., 2013).

Dentre os poucos resultados obtidos para compostos modelos para as PAPs com efeitos
de segunda esfera de coordenagdo, pode-se citar o complexo binuclear

[Fe'"Fe!'(L*)(OH)(OH.):] (Figura 6) o qual os autores sugerem que uma amina aromatica
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proveniente do ligante ¢ capaz de estabilizar a ligagdo monodentada do ester de fosfato ao
complexo, o que facilitaria o ataque do grupo hidroxo terminal ligado ao Fe (COMBA;
GAHAN; MEREACRE; et al., 2012). Além deste, para mimetizar o microambiente exercido
pelos residuos de histidina mais proximos do sitio das fosfatases acidas purpuras (Figura 4a),
Souza e colaboradores funcionalizaram o polimero polietilenoimina através de interagdes
covalentes com um complexo modelo heterobinuclear. Os resultados obtidos indicaram que
apesar de diminuir a atividade (kcat) quando comparado ao mesmo complexo isolado, o sistema
polietilenoimina e complexo apresentou uma maior eficiencia catalitica (kca/Kin) € uma elevada
constante de associagdo (Kass) com o substrato. Isto ocorre devido a dois efeitos opostos da
polietilenoimina: os grupos amina carregados positivamente interagem com o substrato no
estado fundamental ou no de transicdo do substrato; e as cadeias de polietilenoimina podem

dificultar a reorganizacao ao redor do estado de transi¢cao (DE SOUZA et al., 2015).

Figura 6 — Representacio da estrutura do complexo [FeFe(L*)(OH)(OH,),] com efeito de segunda esfera de
coordenacdo na estabiliza¢do da ligacdo monodentada do éster de fosfato ao complexo

X
=
-

Fonte: Comba, P. et al. Spectroscopic characterization of the active Fe'''Fe!'' and Fe!'Fe!! forms of a purple acid
phosphatase model system. Inorganic Chemistry, v. 51, n. 22, 2012, p. 12195.
Nota: L’ = HL?: 2,6-Bis((((6-aminopiridin-2-il)metil)(piridin-2-ilmetil)-amino )metil)-4-metilfenol

Trabalhos mais recentes publicados pelo nosso grupo de pesquisa, utilizaram a
introdugio de grupos 1,2-etanodiamina e pireno na esfera externa de um mimético Fe'"'Zn" do
sitio ativo de PAP (CAMARGO et al., 2018). Estes complexos apresentaram uma alta eficiéncia
catalitica, decorrente das interacdes de segunda esfera de coordenacdo que aumentaram a
afinidade pelo substrato modelo 2,4-BDNPP. Seguindo esta linha de pesquisa, Silva e Pereira
nao s6 modificaram a segunda esfera de coordenacao com grupos amina livres, como também
avaliaram o efeito do aumento do anel quelato ao redor do centro divalente. Seus complexos
modelos apresentaram um significativo aumento na constante de associagdo (Kass) com o

substrato, em razao do aumento do anel quelato e pela presenga dos grupos amino protonados
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resultando, portanto, em uma maior atividade na hidrélise do substrato 2,4-BDNPP (PEREIRA
etal.,2019; SILVA et al., 2017).

1.3 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

O planejamento e a sintese de novos ligantes polidentados simétricos e ndo-simétricos
tem sido objeto de estudo de diferentes grupos de pesquisa, no qual se estabelece como condig¢do
fundamental para a obten¢do de complexos bioinspirados nas fosfatases acidas ptrpuras. Isto
garante ambientes quimicamente distintos em torno dos centros binucleares de Fe' e M (M =
Zn, Mn ou Cu), pois ¢ uma caracteristica essencial para as propriedades cataliticas do complexo
modelo (DE SOUZA et al., 2015; SMITH et al., 2012). Além do emprego como sistemas
bioinspirados na elucidacao dos mecanismos das correspondentes enzimas e nucleases, 0s
complexos podem ser utilizados como farmacos seja como agente quimioterapico ou como
antibiotico.

O destaque para o estudo das hidrolases sintéticas como biocatalisadores deve-se a
habilidade das mesmas em clivar as ligagdes de acidos nucléicos de modo ndo degradativo.
Apesar do grande avanco na construcdo de modelos bioinspirados, as atuais pesquisas
objetivam tornar os modelos mais eficientes e seletivos, visando, por exemplo, a obten¢do de
ligantes que facilitem a ligagdo do substrato ao metal, com melhoria na estabilidade do
complexo metélico, e de complexos que contenham grupos capazes de tornar a clivagem de
acidos nucléicos sitio-dirigida.

Para isto, parte-se da ideia de obter sistemas relativamente conhecidos em termos de
suas propriedades fisico-quimicas e de seus mecanismos, para facilitar posteriores analises.
Dentre os diversos complexos modelos das fosfatases acidas purpuras ja reportados na
literatura, destacam-se para a hidrélise de fosfatos e DNA os complexos derivados do ligante 2
[N-bis(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-N-[ (2-piridilmetil )(2-hidroxibenzil )aminometil |-
fenol - Hobpbpmp. (Karsten et al., 2002). Estes apresentam propriedades espectroscopicas,
eletrOnicas e estruturais bastante similares as enzimas que se propdem a mimetizar € possuem
uma alta eficiéncia catalitica, além de ter seu mecanismo de a¢ao bem elucidado (KARSTEN
et al., 2002; NEVES et al., 2007).

A partir dos bons resultados deste ligante, 0 mesmo grupo sintetizou um ligante
derivado do H>bpbpmp com um grupo aldeido presente no fenol lateral, o Hypysmff
(PIOVEZAN et al., 2010), para estudar possiveis efeitos de segunda esfera de coordenacao.
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Neste grupo aldeido foi possivel incorporar grupos funcionais ndo coordenantes ao sitio ativo
do composto, com disponibilidade para estabilizar o estado de transi¢do na hidrolise de ésteres
de fosfatos (CAMARGO et al., 2018).

Neste contexto, utilizando a experiéncia do grupo de pesquisa na sintese de ligantes
nao-simétricos que possibilitem a obtengdo de complexos heterobimetalicos heterovalentes,
realizou-se no presente trabalho a sintese de um ligante que possui um grupo 4-metil-4'-
aminometil-2,2"-bipiridina derivado no grupo aldeido do ligante Hopysmff. A partir deste novo
ligante HoLpipy (2-((bis(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-((((4'-metil-
[2,2"-bipiridin]-4-il)metil)amino)metil )benzil)(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol), ¢

e Zn"" no centro ativo do complexo e, um terceiro

possivel manter a coordenagao dos ions Fe
metal (Pd") pode ser coordenado & bipiridina para avaliar as atividades secundérias na
estabilizacdo das cargas negativas do substrato no estado de transi¢do (efeitos de segunda
esfera).

Além disto, este novo complexo bioinspirado nas PAPs podera realizar hidrélise sitio-
dirigida de ligacdes fosfato do DNA, pois o grupo com Pd"! do complexo tem grande
probabilidade de ligar-se a suas bases adjacentes (G-C, 60% ou A-G, 20%). Além disto, o Pd"
estard coordenado a bipiridina e a dois cloretos, sendo estes passiveis de hidrolise, com a
incorporacdo de uma ou duas moléculas de agua. Estas espécies tornam o composto mais
carregado positivamente, que pode facilmente reagir com o DNA nuclear a partir de ligagdes
covalentes com bases de purinas, como ¢ o caso da cisplatina. Portanto, espera-se que esse novo
complexo interaja com o DNA de forma similar a cisplatina, ou seja, induzindo uma tor¢ao na
estrutura do DNA de aproximadamente 35° em torno do sulco maior (Fuertes et al., 2003). Estes
estudos ja estdo sendo realizados no Centro de Biologia Molecular Estrutural da UFSC em
colaboragdo com o trabalho do doutorando Philipe Gabriel, sob a orientagdo do Prof. Dr.
Hernén Terenzi.

Paralelamente, no periodo de doutorado sanduiche de cinco meses realizado na Lunds
Universitet (Lund, Suécia) e sob coorientagao do Prof. Dr. Ebbe Nordlander e em cooperagdo
com o trabalho de doutorado da Dra. Graciela Aparecida dos Santos Silva, também foi realizado
o estudo inicial dos efeitos ocasionados pela presenga de um ion metalico divalente na segunda
esfera de coordenagiio com o ligante ja estudado HoL?-et (2-(((2-aminoetil)amino)metil)-6-(((2-
hidroxi-5-metil-3-(((2-(piridin-2-il)etil)(piridin-2-ilmetil)amino)metil )benzil )(piridin-2-ilmetil
)amino) metil)-4-metilfenol). No presente estudo, foi escolhido o metal Zn" para ser

coordenado na diamina pendente e, através de diversas metodologias de sintese, foi obtido um
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complexo pentanuclear, o qual foi possivel obter sua estrutura cristalina. A partir deste, foi
possivel avaliar suas propriedades fisico-quimicas e reatividade frente ao substrato 2,4-BDNPP,
comparando possiveis efeitos de segunda esfera de coordenagdo em relagdo ao complexo
heterobinuclear [Fe"(u-OH)Zn"(L?-et)](C104)2 (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017).

Com isto em mente, neste trabalho busca-se analisar qual a fun¢do que um metal ndo
pertencente ao centro ativo heterovalente do biomimético das PAPs pode desempenhar nas suas
propriedades fisico-quimicas e na atividade de hidrolise catalitica do substrato 2,4-BDNPP.
Este estudo pode, portanto, elucidar mais informagdes acerca dos efeitos de segunda esfera de
coordenagdo nas enzimas PAPs, com uma comparagdo analoga as encontradas para a enzima
PhoD [1,2].

Os ligantes HaLyipy € HoL?-et, utilizados neste trabalho, sdo derivatizados do ligante
Hopysmff e podem ser visualizados na Figura 7. Os complexos (1), (2) e (3) foram obtidos a

partir do HoLyipy € 0 complexo (4), com o ligante HoL?-et.

Figura 7 — Derivatiza¢des do ligante Hopysmff para obtengdo dos ligantes HoLuipy HoL?-et € dos complexos (1),
(2), (3) e (4) utilizados neste trabalho
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2 OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar novos complexos bioinspirados em Fosfatases Acidas

Purpuras e avaliar a influéncia de metais na segunda esfera de coordenacao.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Projetar e sintetizar um novo ligante ndo-simétrico HaLuipy;

Caracterizar o novo ligante HxLpipy por espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono, andlise elementar de C, H e N e Espectrometria de massas;

Sintetizar novos complexos derivados do novo ligante H:Lyipy contendo os ions
metalicos Fe''', Zn" e Pd"%;

Caracterizar os complexos por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho,
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio; analise elementar de
C, H e N; espectrometria de massas; espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel;
titulagao potenciométrica e espectrofotométrica; condutimetria e voltametria de onda
quadrada;

Comparar as propriedades fisico-quimicas dos novos compostos sintetizados com
metalohidrolases e nucleases sintéticas descritas na literatura;

Estudos de reatividade destes complexos frente a substratos modelos, buscando auxiliar
e ampliar os conhecimentos sobre o papel dos ions metéalicos presentes nessas
macromoléculas, bem como as vias mecanisticas pelas quais a clivagem dos ésteres

fosforicos se processam.
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3.1 MATERIAIS
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Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes empregados nas sinteses e

analises, foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem ou com purifica¢do prévia,

como relacionado no Quadro 1.

Quadro 1 — Materiais, reagentes e solventes utilizados nas sinteses e analises

Materiais/Reagentes/Solventes

Pureza/Processo de
Purificacao

Marca

1,2-etanodiamina (C,HgN>)

Destilado sob pressdo reduzida
(~80 mmHg — 87 °C)

Sigma-Aldrich

1,4-dioxan0 (C4H802)

Sigma-Aldrich

2-(2-aminoetil)piridina (C7H1oN>)

Destilado sob pressao reduzida
(~12 mmHg - 92 ° C)

Sigma-Aldrich

2-(2-aminometil)piridina (CcHgN2)

Destilado sob pressdo reduzida
(~12 mmHg — 82 °C)

Sigma-Aldrich

2,6-lutidina (C7HoN)

Destilado sob pressao reduzida
(~80 mmHg — 74 °C)

Sigma-Aldrich

2-piridilcarboxialdeido (C¢HsNO)

Destilado sob pressdo reduzida
(~80 mmHg — 105,9 °C)

Sigma-Aldrich

4-metilpiridina (CcH7N)

Destilado sob pressao reduzida
(~80 mmHg — 70 °C)

Sigma-Aldrich

Acetanilida (CgHoNO) 98,00% Sigma-Aldrich
Acetato de sodio (CH;COOH) 99,80% AppliChem
Acetona (C3HgO) 99,50% Vetec
Acetonitrila (CH3CN) 99,80% Vetec
Acetonitrila UV/HPLC 99,90% Tedia
Acido cloridrico (HCI) 37,00% Vetec
Acido sulfurico (H,SOx) 98,00% Vetec
Agua deuterada (D,0) 99,80% Acros
Argdnio 5.0 Analitico White Martins
Bicarbonato de sddio (NaHCO3) 99,70% Sigma-Aldrich
Borohidreto de sédio (NaBH4) 99,00% Sigma-Aldrich
Brometo de potassio (KBr) 99,00% Sigma-Aldrich
Carbonato de potassio (K2CO3) 99,00% Vetec
Catalisador Pd/C 5% Sigma-Aldrich
Cianoborohidreto de sodio (NaCNBH3) 99,00% Sigma-Aldrich
Cloreto de potassio (KCI) 99,00% Sigma-Aldrich
Cloroformio deuterado (CDCls) 99,00% Sigma-Aldrich
Cloroférmio (CHCI3) 99,80% Vetec
Cloroférmio UV/HPLC 99,90% Vetec
Dicloreto de (1,5-ciclooctadieno)paladio(II) (CsHi2CLPd) 99,00% Sigma-Aldrich
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Diclorometano (CH,Cly) 99,50% Vetec
Dimetilformamida (DMF/C3H7NO) 99,50% Merck
Dimetilsulfoxido (DMSO/C,HsOS) 99,90% Vetec
Etanol (C,HsOH) 98,00% Vetec
Eter etilico (C4H100) 99,00% Vetec
Glicerina 99,50% Vetec
Hexano (CsHi4) 95,00% Lafan
Hidroxido de amonio (NH4OH) Vetec
Hidroxido de sodio (NaOH) 99,50% Vetec
Isopropanol (C3HgO) 99,50% Lafan
Metabissulfito de s6dio (NaxS,0s) 99,00% Vetec
Metanol (CH3;OH) 99,80% Neon
Metanol UV/HPLC 99,90% J.T. Baker
Oxido de trifenilfosfina (CsH;50P) 99,00% Sigma-Aldrich
Perclorato de ferro(IIl) nonahidratado (Fe(ClO4)3-9H,0) 99,00% Acros
Perclorato de s6dio (NaClO4) 99,00% Acros
Perclorato de zinco(II) hexahidratado (Zn(Cl104),-6H,0) 98,00% Sigma-Aldrich
Sulfato de magnésio (MgSO4) 99,00% Vetec
Sulfato de s6dio anidro (Na,;SO4) 99,00% Lafan
Tampao biologico CHES 99,50% Acros
Tampao biologico HEPES 99,00% Sigma-Aldrich
Tampao biologico MES 99,00% Acros
Tolueno (C7Hs) 99,50% Vetec
Trietilamina (CsH;sN) Destl(ligg m{;iﬁ% r:él)u zida Vetec
Zinco metalico em po Vetec

Fonte: O autor.

3.2 METODOS E INSTRUMENTACAO

3.2.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros eletronicos vibracionais na regido do infravermelho (IV) dos ligantes

precursores, do ligante final e dos complexos sintetizados foram obtidos em um

espectrofotometro de infravermelho com transformada de Fourier e com acessorio de

Reflectancia Total Atenuada horizontal (FTIR-ATR) Perkin Elmer (modelo Spectrum 100),

com cristal de ZnSe (45°) e um detector TGS (sulfato de triglicina) no Laboratorio de

Bioinorganica e Cristalografia da UFSC. As amostras foram analisadas a 25 °C, com 18

varreduras no intervalo de 4000-450 cm™! e resolugdo de 4 cm™'. As medidas foram corrigidas

pelo espectro do branco (analise sem amostra sob o cristal).
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3.2.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e *C dos precursores e
dos ligantes sintetizados foram obtidos em espectrometros Bruker (modelos Avance 200 e 400)
de 200 e 400 MHz na Central de Andlises do Departamento de Quimica da UFSC. As amostras
foram dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCls), utilizando como referéncia interna
tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (0) de hidrogénio estdo relacionados em
parte por milhdo (ppm) em relagiio ao TMS (8 = 0 ppm). Os graficos de RMN de 'H apresentam
nimero de dtomos de hidrogénio deduzidos da integral relativa. Os deslocamentos quimicos
estao expressos ainda, em relagao ao sinal central do CDCls (77,36 ppm), no caso do espectro

de carbono.

3.2.3 Analise elementar de C, He N

As medidas para a determinacdo dos percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio
para os ligantes e complexos sintetizados foram realizadas em um analisador elementar de C,
H, N e S PerkinElmer (modelo 2400) usando uma balanca PerkinElmer (modelo AD-4
Autobalance) e capsula de estanho, na Central de Analises do Departamento de Quimica da

UFSC. A acetanilida (CsHoNO) foi utilizada como referéncia para calibragao.

3.2.4 Espectrometria de massas

Os espectros de massa dos ligantes e dos complexos sintetizados foram obtidos em um
equipamento Bruker (modelo micrOTOF Q-II) equipado com uma seringa automatica (modelo
KD Scientific) para injecao de amostra, no Centro de Biologia Molecular Estrutural da UFSC.
As andlises foram realizadas em alta resolu¢do e no modo de ionizagdo positiva a partir de
solucdes dos ligantes em CH3OH e dos complexos em CH3CN/agua (1/1; v/v) com
concentragdo de aproximadamente 500 ppb. As amostras foram injetadas com fluxo constante
de 3 uL min! com temperatura do capilar mantida entre 180 e 200 °C e voltagem entre -400 ¢
-500 V. A faixa de varredura foi em relagdo m/z de 100 a 2000. As simulac¢des dos espectros

foram calculadas utilizando o programa Mmass (STROHALM et al., 2010).
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3.2.5 Espectroscopia na regiao do ultravioleta e visivel

Os espectros de absor¢do eletronica na regido do ultravioleta e visivel dos ligantes e
dos complexos sintetizados foram obtidos em um espectrofotdmetro PerkinElmer (modelo
Lambda 750) no Laboratério de Bioinorgénica e Cristalografia da UFSC. As andlises foram
realizadas com faixa de varredura de 200-800 nm, a 25 £+ 1,0 °C e em cubeta de quartzo com
capacidade de 1 mL e caminho 6ptico de 1 cm. As analises em solucdo foram realizadas

utilizando-se CH3;CN e CH3;CN/H>O (1/1; v/v) para obter os valores de € em L mol™! cm™.

3.2.6 Titulacio espectrofotométrica e potenciométrica

As constantes de protonagao (pKa,) para os complexos (1), (2) e (3) foram investigadas
usando um titulador automético Titrino plus Methron 848 equipado com um eletrodo
combinado (Ag/AgCl), calibrado para ler —log[H'] diretamente e designadar como pH. Todas
as solucdes foram preparadas com agua bidestilada na presenga de KMnQOs, fervida e sob
atmosfera de argdnio pré-purgado em solugio de KOH 0,100 mol L.

O eletrodo foi calibrado usando os dados obtidos da titulacdo de um volume conhecido
de uma solugio aquosa padrdo de HC1 0,0100 mol L' com uma solugio aquosa padrio de KOH
0,100 mol L isenta de carbonatos. Cada titulaco foi realizada em uma cela termoestabilizada
a 25,00 + 0,1 °C, controlada por um banho da Microquimica Ind. Com. Ltda. As experiéncias
foram realizadas com 50 mL de uma solu¢do de CH3CN/H2O (1/1; v/v) e pKyw = -15,40
(HERRADOR; GONZALEZ, 2002), contendo 0,025 mmol do complexo. A forca idnica foi
ajustada com KC1a 0,100 mol L' e o sistema foi titulado com KOH 0,100 mol L' na faixa de
pH de 2,5-12,0 através da adicao de aliquotas de 0,025 mL de base. Os experimentos foram
realizados em triplicatas e a andlise dos dados foi realizada usando o programa BEST7
(ARTHUR E. MARTELL, RAMUNAS J. MOTEKAITIS, 1992). Os diagramas das espécies
foram obtidos com os programas SPE (ARTHUR E. MARTELL, RAMUNAS 1.
MOTEKAITIS, 1992) e SPEPLOT (ARTHUR E. MARTELL, RAMUNAS J. MOTEKAITIS,
1992).

Para o complexo (4), os valores de pK, foram determinados por titulagdo
espectrofotométrica no Laboratorio de Quimica Bioinorgéanica e Cristalografia da UFSC. Os
experimentos foram realizados em solugdo CH3CN/H.O (1/1; v/v) e pKw = -15,40
(HERRADOR; GONZALEZ, 2002). Cada titulagio foi realizada em uma cela
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termoestabilizada a 25,00 + 0,1 °C, controlada por um banho da Microquimica Ind. Com. Ltda.
As medidas foram feitas em um volume de solu¢do final de 25 mL com aproximadamente 4 x
10~ mol dos compostos presentes. A forca idnica foi ajustada com KCl a 0,100 mol L' e o
sistema foi titulado com KOH 0,100 mol L! na faixa de pH de 3,5-10,0. Todas as solugdes
foram preparadas com agua bidestilada e fervida e sob atmosfera de argonio pré-purgado em
solucdo de KOH. As adi¢des de base foram feitas de forma manual e as medidas de pH foram
realizadas com um medidor de pH Oakton (modelo pH2700). Aliquotas de aproximadamente
500 pL foram removidas a cada ponto e o espectro na regido do ultravioleta e visivel foi obtido
em um espectrofotometro PerkinElmer (modelo Lambda 750) no Laboratdrio de Bioinorganica
e Cristalografia da UFSC. Apos as leituras, as aliquotas foram devolvidas para a solucdo que
estava sendo titulada. As curvas foram ajustas com uma curva sigmoide e os valores de pKa

foram obtidos a partir do ponto de inflexao.

3.2.7 Condutimetria

As medidas condutimétricas dos complexos foram realizadas no Laboratério de
Bioinorganica e Cristalografia da UFSC. Foram preparadas solugdes dos complexos com
concentracdes de 1 x 10 mol L. A calibragdo do equipamento foi realizada com uma solugdo
padrio de KCI1 0,1 mol L' cuja condutividade é de 100 uS cm™ em 4gua a 25 °C. Os valores

para sistemas nao aquosos foram ajustados segundo a literatura (GEARY, 1971).

3.2.8 Cristalografia de raios X

A andlise de difragao de raios X de monocristal do complexo (4) foi realizada pelo
Prof. Dr. Adailton Jodo Bortoluzzi na Central de Anélises do Departamento de Quimica da
UFSC. A coleta dos dados foi realizada em um difratdmetro Bruker (modelo KAPPA APEX II
DUO) equipado com um tubo de molibdénio (MoKa A = 0,71073 A) e monocromador de
grafite. A temperatura da amostra foi ajustada a 150 + 2 K com um soprador Oxford
Cryosystems (modelo Cryostream 700). Os cristais do complexo (4) apresentaram baixo poder
de difragdo, sendo as medidas registradas em varreduras ¢ € ® com 30 segundos de exposicao
por reflexdo, utilizando o software APEX2, e com uma resolugio méaxima de 0.83 A. Um total
de 1420 reflexdes foram coletados e corrigidos por Lorentz e efeitos de polarizagdo e por

absorcdo utilizando método semi-empirico multi-scan SADABS (BRUKER, [S.d.]). A
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estrutura foi resolvida por métodos diretos e refinada aplicando o método dos minimos
quadrados utilizando matriz completa através dos softwares SHELXS e SHELXL2014,
respectivamente (SHELDRICK, 2015). Todos os 4&tomos nao-hidrogénios foram refinados com
parametros de deslocamento anisotropico, exceto para o tolueno. Atomos de hidrogénio ligados
a atomos de carbono foram posicionados em suas posi¢oes idealizadas com distancias e valores
de Uiso a partir dos padrdes de refinamento do programa. Atomos de hidrogénio de aminas e
grupos hidroxo foram localizados a partir do mapa de densidade eletrénica de Fourier. Atomos
de hidrogénio de grupos amina e hidroxo foram obtidos a partir do mapa diferencial de Fourier.
Virios atomos residuais de acetonitrila, d4gua solvatada e contra ions perclorato tém valores
anormais de adp. Entretanto esses atomos foram refinados anisotropicamente com tensor

definido positivo, gerando varios alertas no relatorio checkcif.

3.2.9 Eletroquimica

O comportamento redox dos complexos foi investigado por voltametria de onda
quadrada em um potenciostato-galvanostato Basi Bioanalytical Systems, Inc. (modelo Epsilon)
no Laboratdrio de Bioinorganica e Cristalografia da UFSC. Os experimentos foram realizados
com solucdes dos complexos 1,0 x 10* mol L'} em CH3;CN, contendo hexafluorfosfato de
tetrabutilamonio (0,1 mol L!) como eletrélito suporte, sob atmosfera de argdnio. A cela
eletroquimica foi composta por trés eletrodos: eletrodo de trabalho — carbono vitreo; eletrodo
auxiliar — fio de platina; eletrodo de referéncia — Ag/AgCl. Para correcdo do eletrodo de
referéncia, utilizou-se o ferroceno (Ei2 vs NHE = 400 mV) como padrdo interno (GAGNE;

KOVAL; LISENSKY, 1980).

3.2.10 Estudos de reatividade

A atividade de diesterase e monoesterase dos complexos foi determinada usando o
substrato ativado bis-(2,4-dinitrofenil)-fosfato de piridinio (2,4-BDNPP) e o 2,4-dinitrofenil-
fosfato de lutidinio (2,4-DNPP), respectivamente, a partir da liberagdo do anion 24-
dinitrofenolato (2,4-DNP), como produto da reagdo de hidrdlise. Os substratos ativados 2,4-
BDNPP e 2,4-DNPP foram sintetizados e obtidos como sais piridinio (BUNTON; FARBER,
1969) e lutidinio (RAWJI; MILBURN, 1981), respectivamente. Os estudos de reatividade para

a hidrolise dos fosfatos foram realizados em um espectrofotometro UV/Vis Varian Cary Bio
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50) acoplado a um banho termoestabilizado, no Laboratério de Quimica Bioinorganica e
Cristalografia da UFSC.

A variacao de absorbancia ocorrida em 400 nm, esta relacionada a liberagao do anion
2,4-DNP, como produto da reagdo de hidrolise (BATISTA et al., 2003). As reagdes foram
monitoradas até 5% de conversao de substrato a produto e os dados foram tratados pelo método
das velocidades iniciais (PISZKIEWICZ, 1977). As velocidades iniciais foram obtidas do
grafico da absorbancia do 2,4-DNP liberado em fung¢do do tempo e calculadas via seu
coeficiente de absor¢ao, a partir dos valores da inclinagdo da curva da absorbancia versus tempo
para os primeiros 10 minutos de reacdo. Em todos os experimentos cinéticos a corre¢cdo da
hidrolise espontanea do substrato foi realizada através da diferenca direta, ou seja, experimentos
em condigdes idénticas exceto pela auséncia do complexo foram acompanhados em paralelo, e
a constante da rea¢ao nao catalisada descontada da constante total da reacao.

Os estudos em funcdo do pH para a atividade de hidrélise dos complexos, os quais
visam a obtencdo do pH 6timo de atividade frente a hidrdlise do substrato (2,4-BDNPP) e os
pKa cinéticos para cada complexo, foram realizados em uma faixa de pH entre 4,0 ¢ 10,5 a 25
°C. Utilizaram-se cubetas de vidro optico com capacidade para 2000 pL e caminho optico de 1
cm, fechadas com tampa de teflon. As reacdes foram efetuadas em solugdoes CH3CN/H-O (1/1;
v/v) nas seguintes condi¢des: 750 pL de solucdo tampao aquosa recentemente preparada
([tampdo]fna = 5,00 x 102 mol L) a partir dos tampdes (i) 4cido 2-(N-
morfolino)etanossulfonico monohidratado (MES; pH 4,0 — 6.,5), (ii) Acido 2-[4-(2-
hidroxietil)1-piperazinil]-etanosulfonico (HEPES; pH 7,0 — 8,5) e (iii) Acido N-Ciclohexil-2-
aminoetanosulfonico (CHES; pH 9,0 — 10,0) com for¢a idnica mantida constante (/ = 0,1 mol
L', LiClOs), 100 pL de uma solugio em CH3CN de complexo ([Clfinat = 1,8 x 107 mol L),
550 uL de CH3CN. A reacao foi iniciada com a adi¢cao de 100 pL de uma solugao em CH3CN
do substrato 2,4-BDNPP ([2,4-BDNPP]ina = 1,80 x 10~ mol L!). Os coeficientes de absorc¢o
molar do produto de reagdo (2,4-DNP) foram determinados em cada pH sob as mesmas
condi¢des experimentais das medicdes de reatividade em diferentes pH/(A = 400 nm/g, mol L™!
cm™) (3,5/2.125; 4,0/3.410; 4,5/7.180; 5,0/10.080; 5,5/11.400; 6,0/12.000; 6,5-10,0/12.100)
(PERALTA et al., 2010).

Os experimentos cinéticos em funcao da variacao da concentracao de substrato foram
realizados de 25 a 50 °C e como descrito a seguir: 750 pL de solugdo tampdo aquosa
recentemente preparada (pH 5,0 — 9,0; [tampao]final = 5,00 x 10> mol L), 600 - 0 uL de CH;CN
e 100 uL de uma solugio em CH3CN de complexo ([Clfnar = 1,8 x 10 mol L), foram
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adicionadas em cubetas de vidro optico com capacidade para 2000 pL e caminho 6ptico de 1
cm, fechadas com tampa de teflon. A reacdo foi iniciada com a adi¢cdo de uma solucdo em
CH;3CN do substrato 2,4-BDNPP ([2,4-BDNPP]final = 6,00 x 10* mol L' a 7,80 x 10~ mol L-
1. O tratamento matematico utilizado para a obtengiio dos pardmetros cinéticos foi 0 método
ndo-linear de Michaelis-Menten (PISZKIEWICZ, 1977).

A determinagao do niimero de moléculas de substrato hidrolisadas por molécula de
complexo foi realizada pelo acompanhamento espectrofotométrico em 445 nm
(¢ =3600 L mol! cm™ ) na condicdo de 50 vezes de excesso do substrato ([2,4-BDNPP]na =
2 x 107 mol L'!) em relacdo ao complexo ([Clsina = 4 * 10 mol L), em pH 7,0 e 25 °C.
Realizou-se também o acompanhamento da reacdo estequiométrica em 400 nm entre o
complexo e o substrato ([C]fina = [S]final = 4 % 10 mol L) durante 50 horas a 50 °C e pH 7,0.

O estudo do efeito isotopico de deutério na hidrolise do 2,4-BDNPP foi realizado pelo
acompanhamento de duas reacdes paralelas (como descrito no efeito de pH) onde as solugdes
tampdes HEPES pH e pD 7,0 (pD = leitura do medidor de pH + (4,29x10%/°T) — 1,04) (FIFE;
BRUICE, 1961) foram previamente preparadas em H>O e D»O, respectivamente.

O experimento cinético para avaliar a atividade de monoesterase foi monitorado em
pH 7,0 (mesmas condi¢gdes experimentais do estudo de efeito de pH). A reacao foi iniciada com
a adicao de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 equivalentes do substrato ativado 2,4-DNPP e realizada a leitura
de absorbancia apds cada adigdo. Apds a tltima adi¢do, a reagao foi mantida por um periodo de
5 h (com leituras a cada 60 minutos). Terminado esse periodo, 4 equivalentes do substrato 2,4-

BDNPP foram adicionados a mistura reacional e a rea¢do foi acompanhada em um periodo de

1 h.

3.3 SINTESE DO LIGANTE E SEUS PRECURSORES

A seguir apresentam-se as rotas sintéticas utilizadas para a sintese dos ligantes
utilizados neste trabalho. O ligante HoL?-et foi sintetizado pela Dra. Graciela Aparecida dos
Santos Silva em sua tese de doutorado e utilizado em conjunto neste trabalho (SILVA, 2017).
O ligante 2-bis[ {(2-piridilmetil)aminometil } -6-{(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil) } aminometil |
-4-metil-fenol (Hopysmff) foi sintetizado conforme procedimento publicado na literatura

(PIOVEZAN et al., 2010).
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3.3.1 Sintese dos precursores
3.3.1.1 Sintese da 4,4 ’-dimetil-2,2 -bipiridina (bipy)
Esquema 1 — Esquema de sintese da 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina (bipy)

5% Pd/C
AN refluxo/7 dias
e

V
N

Fonte: O autor.

Em um baldo de fundo redondo de 500 mL, 209 mL (215 mmol; 93,13 g mol'; 0,957
g cm™) de 4-metilpiridina (previamente destilada) e 4,0 g de catalisador Pd/C (5%, m/m) foram
misturados e mantidos sob refluxo a 140 °C por 7 dias. Em seguida, a mistura reacional foi
filtrada a vacuo, a fim de remover o catalisador. O filtrado foi evaporado até¢ secar em um
evaporador rotativo, obtendo-se um solido amarelo palido (4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina). O
residual coletado (4-metilpiridina) pode ser reacondicionado em um frasco para posterior
purificagdo por destilacdo e reuso. Apds 10 dias de recristalizagdo em acetato de etila, 13,7 g
(74,4 mmol; 184,24 g mol!) do produto (Esquema 1) foram obtidos como cristais incolores
(WU et al., 2008). Rendimento: 7,5% em relag¢do a 4-metilpiridina.
IV (ATR) em cm™': v (C-H)ar € (C-H)air 3069-2851; v (C=N) e (C=C) 1600-1370; & (CH);3 as
1458; 6 (C-H)ar 826; & (C=C) 670.
RMN de 'H, §/H (200 MHz; CDCls), em ppm: 2,40 (s, 6 H, CHs); 7,10 (d, 2 H, CHa); 8,20 (s,
2 H, CHay); 8,51(d, 2 H, CHay).
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3.3.1.2 Sintese da 4-metil-2,2 -bipiridina-4-carboxialdeido (bipyCHO)

Esquema 2 — Esquema de sintese da 4-metil-2,2’-bipiridina-4-carboxialdeido (bipyCHO)

SeO,
1,4-dioxano
refluxo/7 dias

Fonte: O autor.

Em um balio de fundo redondo de 500 mL, 7,21 g (65 mmol; 110,96 g mol™) de SeO:
foram misturados em 50 mL de 1,4-dioxano. A essa mistura, foram adicionados 9,21 g (50
mmol; 184,24 g mol!) de 4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina dissolvidos em 200 mL de 1,4-dioxano.
A mistura reacional foi mantida em refluxo por 24 h e depois filtrada, enquanto quente, através
de uma camada de celite em um filtro de placa porosa. A celite foi lavada com 50 mL de etanol
e a fase etanolica foi combinada com o primeiro filtrado. O solvente foi removido por
evaporagao rotativa. O residuo foi suspenso em uma solugdo saturada de NaHCO3 (50 mL) e
extraido com CH>Clz (5 x 50 mL). As fases organicas foram combinadas e adicionado MgSO4
anidro para secagem do solvente. O produto foi filtrado e o CH2Cl» foi removido por evaporagao
rotativa. Em um béquer de 200 mL, o residuo s6lido obtido foi suspenso em uma solu¢ao aquosa
de metabissulfito de s6dio 0,3 mol L' (100 mL) e agitado por 30 minutos (agitagio magnética).
O solido foi filtrado e depois suspenso novamente em 50 mL de solu¢do de metabissulfito de
sodio a 0,3 mol L'!. A suspensio foi agitada durante 30 minutos e filtrada. Os filtrados foram
combinados e realizada a extragdo com acetato de etila (2 x 25 mL). Foi adicionado
hidrogenocarbonato de sodio sélido (32 g) a fase aquosa e o produto foi extraido com CH>Cl»
(20 x 40 mL). O CHCl; foi seco com MgSO4 anidro e removido por evaporagao rotativa para
obter-se 4,45 g (22,5 mmol; 19822 g mol™!) de 4-metil-2,2’-bipiridina-4-carboxaldeido
(Esquema 2) como um sdélido branco (BUSCHE et al., 2010). Rendimento: 45%, em relagao a
4,4’-dimetil-2,2’-bipiridina.
IV (ATR) em cm™': v (C-H)ar € (C-H)aiir 3070-2735; v (C-H)aia 2729; v (C=0) 1720; v (C=N) e
(C=C) 1598-1362; 5 (CH)3 as 1460; & (C-H)ar 819 e 749; & (C=C) 666.
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RMN de 'H, §/H (200 MHz; CDCI3), em ppm: 2,46 (s, 3 H, CHs); 7,20 (dd, 1 H, CHay); 7,71
(dd, 1 H, CHa); 8,27 (s, | H, CHa); 8,57 (d, 1 H, CHar); 8,82 (m, 1 H, CHay); 8,89 (d, 1 H,
CHay); 10,18 (s, 1 H, CHaa).

3.3.1.3 Sintese da 4-metil-2, 2-bipiridina-4-carbaldoxima (bipyNOH)

Esquema 3 — Esquema de sintese da 4-metil-2,2-bipiridina-4-carbaldoxima (bipyNOH)

NH,OH,
K,CO;4
CH,O0H

refluxo/l h

Fonte: O autor.

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, uma solucao aquosa de 4,70 g (67,5 mmol;
69,49 g mol!) de cloridrato de hidroxilamina e 12,45 g (90,1 mmol; 138,21 g mol™!) de K»COs
em H,O (30 mL) foram adicionados a uma solucdo de 4,45 g (22,5 mmol; 198,22 g mol™') de
4-metil-2,2’-bipiridina-4-carboxaldeido em metanol (30 mL). A mistura reacional foi mantida
sob refluxo por 1 hora. Apds arrefecimento até temperatura de 25 °C, a mistura foi vertida em
100 mL de H>O destilada gelada. Um precipitado branco foi formado, filtrado, lavado com 20
mL de H>O destilada gelada e seco sob vacuo em um dessecador. Assim, foram obtidos 4,13 g
(19,4 mmol; 213,23 g mol™') de um soélido branco (Esquema 3) (BUSCHE et al., 2010).
Rendimento: 86%, em relagdo ao 4-metil-2,2’-bipiridina-4-carboxaldeido.
IV (ATR) em cm ™ ': v (O-H) 3160; v (C-H)ar € (C-H)alif 3075-2747; v (C=N)oxima 1598; v (C=N)
e (C=C) 1606-1370; 5 (CH)3 as 1464; v (N-O) 977; 6 (C-H)ar 824 ¢ 749; & (C=C) 665.
RMN de 'H, 6/H (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,46 (s, 3 H, CH3); 7,20 (m, 1 H, CHy); 7,41
(dd, 1 H, CHa); 8,20 (s, I H, CHay); 8,54 (d, 1 H, CHar); 8,71 (m, 1 H, CHay); 8,75 (m, 1 H,
CHa); 11,51 ppm (s, 1 H, CHoxima).
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3.3.1.4 Sintese da 4-metil-4'"-aminometil-2,2"-bipiridina (bipyNH>)

Esquema 4 — Esquema de sintese da 4-metil-4'-aminometil-2,2"-bipiridina (bipyNH>)

Fonte: O autor.

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, uma mistura contendo 4,13 g (19,4 mmol;
213,23 g mol ') de 4-metil-2,2’-bipiridina-4-carbaldoxima, 3,74 g (52 mmol; 72,08 g mol!) de
acetato de amonio, 60 mL de NH4OH, 40 mL de etanol e 40 mL de agua destilada foi mantida
sob refluxo por 1 hora. Apds esse periodo, adicionou-se zinco em po (6,34 g; 97 mmol; 65,38
g mol") em pequenas aliquotas e em um periodo de 30 min. Em seguida, a mistura reacional
foi mantida sob refluxo por 3 horas, arrefecida a 25 °C e filtrada para remover o residuo de
zinco. O etanol da mistura reacional foi removido em evaporador rotativo resultando em uma
mistura aquosa no baldo. Foi adicionado NaOH (13,6 g) para formar um precipitado branco que
mudou para uma mistura ligeiramente turva. A mistura foi extraida com CH2Clz (3 x 100 mL).
Ap0s secagem do solvente com MgSO4 anidro, o mesmo foi removido em evaporagao rotativa
para obter-se 3,1 g do produto (Esquema 4) como um sélido branco (199,25 g mol™!) (FANG et
al., 2013). Rendimento: 75%, em relacdo a 4-metil-2,2’-bipiridina-4-carbaldoxima.
IV (ATR) em cm™': v (N-H) 3356; v (C-H)ar € (C-H)air 3187-2850; & (N-H) 1593; v (C=N) e
(C=C) 1545-1360; 6 (CH)3 a5 1461; v (C-N) 999; 6 (C-H)ar 824 ¢ 749; 6 (C=C) 668.
RMN de 'H, 6/H (200 MHz; CDCl3), em ppm: 2,43 (s, 3 H, CHs); 3,97 (s, 2 H, CH»); 7,13 (d,
1 H, CHa); 7,28 (d, 1 H, CHar); 8,23 (s, 1 H, CHar); 8,33 (s, 1 H, CHar); 8,52 (s, 1 H, CHar); 8,60
(d, 1 H, CHa).
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3.3.2 Sintese do ligante 2-((bis(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-((
((4'-metil-|2,2'-bipiridin]-4-il)metil)amino)metil)benzil)(piridin-2-ilmetil)amino)

metil)-4-metilfenol - H:Lpipy

Esquema 5 — Esquema de sintese do ligante HaLyipy

| i) CH;CH,OH, CH,Cl,
~ \ | \ (60 °C/24 h)
N N N ii) NaCNBH,
X X 0°C/2h
Tomy/2 h

/ \
—Z
. z
X
/ A\
2
\

Fonte: O autor.

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL, 1,17 g (2,0 mmol; 587,74 g mol!) do
ligante Hopysmff (PIOVEZAN et al., 2010) foram dissolvidos em 60 mL de etanol. Na etapa
seguinte, 60 mL de uma solu¢do com 40 mL de etanol e 40 mL de CH>Cl, contendo 0,40 g de
4-metil-4'-aminometil-2,2'-bipiridina (2,0 mmol; 199,25 g mol!) foram adicionados lentamente
com o auxilio de um funil de adi¢do. A mistura reacional foi mantida a 60 °C durante 24 h
(sistema de refluxo). Subsequentemente, a mistura foi resfriada a 0 °C em um banho de gelo e
pequenas porgdes de NaCNBH; (0,13 g; 2,0 mmol; 62,84 g mol') foram adicionadas
diretamente a mistura reacional e sob agitacdo constante. A solucao foi agitada por mais 2 h em
banho de gelo e 2 h em temperatura ambiente (25 °C), durante as quais foi observado a
descoloragao amarelada da mistura reacional. Uma solu¢ao de HCI de concentragdo 6,0 mol L
! foi entdo adicionada em pequenas por¢des para ajustar o pH a 6,0, e o solvente foi removido
por evaporacao rotativa. Ao 6leo resultante foram adicionados 80 mL de CH2Cl e a solugdo
foi extraida com solug¢do aquosa saturada de NaHCOs3 (5 x 30 mL). A fase organica foi seca
com NaxSO4 anidro e o solvente foi removido em evaporacdo rotativa. Como resultado
(Esquema 5), foram obtidos 1,36 g de uma espuma amarela clara (1,76 mmol; 770,41 g mol™).

Rendimento: 88%, em relagdo ao ligante Hopysmff.
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IV (ATR) em cm ' v (C-H)ar 3059-2714; & (N-H) 1595; v (C=N; C=C) 1566-1372; & (CH)3 as
1467; 6 (O-H)fenol 1370; v (C-O)fenol 1232; v (C-N) 995; & (C-H)ar 860-820; 6 (C-H)ar 754.
RMN de 'H, §/H (400 MHz; CDCls), em ppm: 2,17 (s, 3 H, CH3); 2,21 (s, 3 H, CH3); 2,41 (s,
3 H, CHs); 3,80 (m, 16 H, CHy); 6,85 (m, 4 H, CHar); 7,10 (m, 4 H, CHar); 7,35 (m, 3 H, CHar);
7,55 (m, 4 H, CHu); 8,20 (s, 1 H, CHar); 8,28 (s, 1 H, CHar); 8,52 (m, 5 H, CHa).

RMN de 13C, 6/C (100 MHz; CDCl3), em ppm: 20,43; 21,16; 49,39; 51,71; 53,69; 56,37; 56,84;
59,21; 59,36; 120,72; 121,96; 122,00; 122,10; 122,58; 122,90; 123,06; 123,11; 123,32; 123,42;
124,42; 127,32; 127,59; 129,41; 129,69; 130,31; 131,17; 136,36; 136,65; 148,00; 148,72;
148,84; 148,91; 149,16; 153,71; 153,96; 155,93; 156,18; 158,26; 158,40; 158,49.

% CHN calculado para (C4sHs0NgO2) (CH3CH20H): C, 73,50; H, 6,91; N, 13,71. Encontrado:
C, 73,43; H, 6,60; N, 12,76.

3.4 SINTESE DOS COMPLEXOS

3.4.1 Sintese do complexo [Pd"(H2Lbipy)](CI)2 — (1)

Esquema 6 — Esquema de sintese do complexo (1)

“
=N
\

/N
2\

g
2\

N N — N
‘Pan
c1” OH
- OH o Z N HO
| CH,CI, |
o 12ha25°C | %
HN
®
NT X

Fonte: O autor.

O complexo (1) (Esquema 6) foi sintetizado com pequenas modificagdes em relagdo
ao trabalho publicado por (YANG, F.; FANWICK; KUBIAK, 1999). Em um frasco Schlenk
de 100 mL, 0,68 g (1 mmol; 770,41 g mol™) de HLyipy foram dissolvidos em 10 mL de CH.Cl,

seco em peneira molecular. Esta solucao foi desgaseificada em pressao e temperatura reduzidas.
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Na solucdo congelada, foram adicionados 0,29 g (1 mmol; 285,51 g mol™!) de dicloreto de (1,5-
ciclooctadieno)palddio(Il) e a mistura foi agitada em temperatura de 25 °C e sob atmosfera de
nitrogénio por 12 h. Em seguida, o solvente foi removido em evaporador rotativo ¢ o solido
resultante foi lavado com hexano e éter dietilico e seco sob pressdo reduzida para obter-se um
solido amarelo (0,48 g; 0,51 mmol; 948,29 g mol™'. Rendimento: 60%, em relacdo ao ligante
Hopysmff.

IV (ATR) em cm ': v (O-H), v (N-H) e v (H20) 3364; v (C-H)ar e (C-H)air 3050-2821; § (N-
H)see 1609; v (C=N) e (C=C) 1595-1377; & (O-H)fenol 1372; v (C-O)fenol 1232; v (C-N) 997; 6
(C-H)ar 854-758.

% CHN calculado para [HoLyipyPd"Cl>]-(CsH12)-(CH;0H)-(CH.Cl,): C, 59,37; H, 5,84; N, 9,55.
Encontrado: C, 60,08; H, 6,01; N, 9,53

3.4.2 Sintese do complexo [Fe"(1-OAc)2Zn" (Liipy)] (C104)2 — (2)

Esquema 7 — Esquema de sintese do complexo (2)

Q ﬁ | )
X X X X
N N N N
N\/§>\/N /N\/©\/N
CH;OH
NN OH o i) Zn(ClO,),.6H,0 A /0\ /o
| 11) FC(C104)39H20 |\ 1I T,e"l
X iii) CH;COONa X O/ \O\/o
HN 0 r HN
$ B
NT | A NT | X
N~ N _~

(CIOy)

Fonte: O autor.

O complexo (2) (Esquema 7) foi sintetizado de modo similar a trabalhos anteriores do
grupo (BATISTA et al., 2003; HORN et al., 2005; NEVES et al., 1995). Em um béquer de 150
mL e sob agitacio magnética, 0,280 g (0,5 mmol; 559,80 g mol™) do ligante HzLyipy foram
dissolvidos em 30 mL de metanol e a esta solugdo adicionaram-se 0,186 g (0,5 mmol; 372,36
g mol!) de Zn(Cl04)2:6H20. Apds 20 minutos, 50 mL de uma solugio metanolica contendo
0,260 g (0,5 mmol; 516,20 g mol!) de Fe(ClO4)3-9H,0 foram gotejados lentamente e entdo a
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solucdo tornou-se intensamente purpura. Por fim, foram adicionados 0,164 g (2,0 mmol; 82,03
g mol™!) de acetato de sddio. A agitagdo foi mantida por mais 10 minutos e entdo, a solugio foi
filtrada e deixada em repouso. Apds evaporagdo do solvente, um precipitado de coloragdo roxa
foi obtido, filtrado e lavado com agua deionizada, CH>Cl; e éter etilico gelados. Rendimento:
50%, em relacdo ao ligante HoLbipy.

IV (ATR) em cm': v (O-H), v (N-H) e v (H20) 3558; v (C-H)ar € (C-H)air 3092-2855; § (N-
H)see 1604; v (C=N) e (C=C) 1563-1429; v (O-C-O)ass 1575; v (O-C-O)sim 1473; v (C-O)fenol
1257; v (CI-O) 1088 e 625; 6 (C-H)ar 864-752.

% CHN calculado para [Fe'(u-OAc)2Zn"Luipy](C104)-(CH2CL)3.(H20)2: C, 47,17; H, 4,75; N,
8,00. Encontrado: C, 47,06; H, 4,49; N, 8,31.

3.4.3 Sintese do complexo [Fe"(1z-OAc)2Zn" (Liipy)Pd"CL2](C104)2 — (3)

Esquema 8 — Esquema de sintese do complexo (3)

SN L)
X X
N N
CH;0H
A~y OH po 3
|

i) Zn(ClO,),.6H,0
i) Fe(Cl0,);.9H,0
AN iii) CH;COONa

Fonte: O autor.

O complexo (3) (Esquema 8) foi sintetizado de modo similar ao complexo (2)
(BATISTA et al., 2003; HORN et al., 2005; NEVES et al., 1995). Em um béquer de 150 mL e
sob agitacdo magnética, 0,43 g (0.37 mmol; 1171.53 g mol™') do complexo 1 foram dissolvidos
em 50 mL CH>Cl. Em seguida, foram adicionados 0,11 g (0,30 mmol; 372.38 g mol™) de
Zn(C104)2-6H,0 dissolvidos em 20 mL de CH;OH. A mistura reacional, 50 mL de uma solugao
metanolica contendo 0,150 g (0,30 mmol; 516,33 g mol™') de Fe(C104)3-9H,0 foram gotejados

lentamente e entdo a solugao tornou-se intensamente purpura. Por fim, foram adicionados 0,164
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g (2,0 mmol; 82,03 g.mol") de NaOAc. A agitagio foi mantida por mais 10 minutos e entio, a
solucdo foi filtrada e deixada em repouso. Apos evaporagao do solvente, um precipitado de
coloragdo roxa foi obtido, filtrado e lavado com 4gua deionizada, CH>Cl; e éter etilico gelados.
Rendimento: 53%, em relagdo ao ligante Hopysmft.

IV (ATR) em cm ™ ': v (O-H), v (N-H) e v (H20) 3529; v (C-H)ar € (C-H)air 3114-2862; & (N-
H)sec 1607; v (C=N) e (C=C) 1564-1421; v (O-C-O)ass 1571; v (O-C-O)sim 1473; v (C-O)fenol
1257; v (C1-O) 1070 e 625; & (C-H)ar 854-764.

% CHN calculado para [Fe™(u-OAc)2Zn"LyipyPd"C12](C104)-(CH2Cl)2:(H20): C, 43,97; H,
4,24; N, 7,60. Encontrado: C, 43,79; H, 4,19; N, 7,83.

3.4.4 Sintese do complexo [Fex""(#-OH)3Zn3"(L2-et)2](C104)s— (4)

Esquema 9 — Esquema de sintese do complexo (4)

N N
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OH \\,21;;"
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/
\ 0
/
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N
=N
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(Cl0y)s

Fonte: O autor.

O complexo (4) (Esquema 9) foi sintetizado de modo similar ao trabalho de Silva
(SILVA, 2017; SILVA et al., 2017). Em um béquer de 150 mL e sob agitagao magnética, 64,6
mg (0,1 mmol, 645,84 g mol™') do ligante HoL2-et foram dissolvidos em 30 mL de CH;OH. Em
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seguida foram adicionados 74,5 mg (0,2 mmol, 372,38 g mol™") de Zn(ClO4),-6H,0. A mistura
reacional, 30 mL de uma solugdo metanolica contendo 51,6 mg (0,1 mmol, 516.33 g mol™) de
Fe(ClO4)3-9H>0O foram gotejados lentamente e entdo a solugdo tornou-se levemente purpura.
Em seguida, 119,9 mg (3 mmol, 39,99 g mol') de NaOH dissolvidos em 10 mL de 4gua
deionizada foram adicionados. A agitacdo foi mantida por mais 15 minutos e NaClO4 (122,4
mg, 1 mmol, 122,44 g mol™!) foi adicionado. A mistura reacional foi filtrada e deixada em
repouso. Apos evaporacdo do solvente, um precipitado de coloragdo roxa claro foi obtido,
filtrado e lavado com agua deionizada, CH>Cl, e éter etilico gelados. Rendimento: 20%, em
relaciio ao ligante HoL2-et. Monocristais adequados para andlise de difragdo de raios X foram
obtidos apds recristalizagao de 5 umol do precipitado com 5 pmol de 6xido de trifenilfosfina
em 2 mL de uma solu¢ao CH3;CN/CH30H/tolueno (0,1/0,9/1,0; v/v) (ETTER; BAURES, 1988).
IV (ATR) em cm™: v (OH) 3554; v (C-H)ar (C-H)aiir 2959-2867; v (C=N; C=C)ar 1610-1444;
V(C-O)senol 1276; v(C1-0) 1075 e 625; v (C-N) 1160; 6(C-H)ar 763.

% CHN calculado para [Fe;"(u-OH);Zns"(L?-et)2](C104)s:(CH3O0H),:(H20)s: C, 41,81; H,
4,87; N, 8,53. Encontrado: C, 41,64; H, 4,61; N, 8,17.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta se¢do serdo apresentadas as caracterizagdes € as respectivas discussoes relativas
as sinteses dos ligantes e dos compostos de coordenagao desenvolvidos neste trabalho. Também
serdo aqui apresentados os estudos de reatividade com substratos modelos de ésteres de fosfato.

A Figura 8 contém as representagdes dos ligantes ndo-simétricos utilizados no

presente trabalho.

Figura 8 — Representagdo das estruturas quimicas dos ligantes ndo-simétricos HoLyipy € HoL?-et utilizados neste

Qv@p $ )

trabalho

N OH HO
= | N |
SN X HZN/\/NH
N
H:Lbipy HzL2-et

Fonte: H,Lbipy — o autor. HoL-et (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017).

4.1 CARACTERIZACAO DOS PRECURSORES E DO LIGANTE

Os ligantes nao-simétricos apresentam trés sitios de ligagdo aos metais com
caracteristicas diferentes: dois constituidos de um sitio “macio” e outro “duro” que podem
proporcionar a estabilizagdo de complexos de valéncia mista MM (BORTOLUZZI; NEVES;
REY, 2007), e um sitio pertencente ao grupo pendente bipiridina (H2Lyipy) ou 1,2-etanodiamina
(H2L2-et), capaz de coordenar metais M.,

O ligante HzLyipy foi obtido com rendimento adequado de acordo com a rota sintética
descrita no Esquema 10. O mesmo apresentou um elevado grau de pureza, adequado para a
utilizagdo nas sinteses dos respectivos compostos de coordenacao propostos e foi caracterizado

por analise elementar de C, H e N, espectroscopia na regido do infravermelho, ressonancia
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magnética nuclear de hidrogénio e de carbono e espectrometria de massas. O ligante HoL%-et
foi obtido a partir do trabalho da Dra. Graciela Aparecida dos Santos Silva e as caracterizagdes

do mesmo encontram-se em sua Tese de Doutorado (SILVA, 2017).

Esquema 10 — Rota sintética para obteng@o do ligante HoLuipy
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Fonte: O autor.

4.1.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Todos os ligantes precursores e ligante final foram caracterizados por espectroscopia
vibracional na regidao do infravermelho e as principais bandas foram atribuidas (NAKAMOTO,
KAZUO, 2008; PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009; ROBERT MILTON
SILVERSTEIN et al., 2015) com base em semelhanca, de modo a serem utilizadas para

acompanhar a formag¢do dos compostos em cada etapa.
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Os espectros vibracionais na regido do infravermelho dos ligantes precursores bipy,
bipyCHO, bipyNOH e bipyNH> podem ser observados na Figura 9, dos quais as bandas mais

relevantes foram sumarizadas na Tabela 1.

Figura 9 — Sobreposi¢do dos espectros vibracionais na regido do infravermelho (a) e regido padrdo de absorc¢ao
caracteristico (“fingerprint”) (b) dos precursores

(a) (b)
bipy bipy
S < [
o T Pl Ay
€ | bipyNOH 8 bipyNOH
E E
§ A - M
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
v (cm’l) v (crn’])

Fonte: O autor.

Tabela 1 — Modos vibracionais e nimeros de onda (cm™) atribuidos aos precursores € ligantes Hopysmff € HoLpipy

bipy bipyCHO bipyNOH bipyNH, Hopysmff HoLyipy
v (N-H) - - - 3356 - -
v (O-H) - - 3160 - 3573 -
V (C-H)ar e (C-H)aiit 3069-2851 3070-2735 3075-2747  3187-2850  3059-2714  3059-2714
v (C-H)aia - 2729 - - 2711 -
v (C=0) - 1720 - - 1678 -
4 (N-H) - - - 1593 - 1595
V (C=N)oxima - - 1598 - - -
v (C=Ne C=C) 1600-1370 1598-1362 1606-1370 1545-1360 1590-1372 1566-1372
5 (CH)3 as 1458 1460 1464 1461 1478 1467
8 (O-H)fenol - - - - 1368 1370
V (C-O)fenol - - - - 1224 1232
v (N-O) - - 977 - - -
v (C-N) - - - 999 992 995
8 (C-H)ar 826 819 ¢ 749 824 ¢ 749 824 ¢ 749 862 860-820
5 (C=C) 670 666 665 668 757 754

Fonte: O autor.

Para o precursor bipy observam-se, na regido de 3069-2851 cm’!, estiramentos das
ligacdes C-H de aromaticos e de grupos metilas. Bandas de estiramentos de ligagdes aromaticas
C=N e C=C (1600-1370 cm') também estdo presentes. Uma banda de deformacio angular
assimétrica em 1458 cm™! indica a presenca de grupos metila no composto.

Os espectros dos precursores bipyCHO, bipyNOH e bipyNH> apresentaram modos

vibracionais similares no que diz respeito aos grupos aromaticos, diferenciando-se na presenca
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de modos vibracionais dos grupos funcionais caracteristicos de cada precursor. Em 2729 ¢ 1720
cm’!, foi possivel atribuir estiramentos de ligagdes C-H (aldeido) e C=0, respectivamente. Para
o precursor bipyNOH, foi observada a auséncia das bandas do grupo funcional aldeido e a
presenca da banda de estiramento de ligagdo C=N de oxima (1598 cm™), O-H (3160 cm™) e N-
0 (999 cm™).

A confirmagdo da reagdo de formagao do ligante precursor final, bipyNH, foi
concluida com a auséncia das bandas caracteristicas dos grupos funcionais dos precursores
anteriores e com a presenca das bandas de estiramentos de ligagdo N-H (3356 € 1593 cm™) e
C-N (999 cm™). Além disto, a presenca e a pequena diminuicdo de intensidade relativa da banda
de deformagdo angular assimétrica do grupo metila, no decorrer das etapas de sintese, indicam
a reagdo de formagdo de uma amina primaria em apenas um dos grupos piridina.

Para a sintese do ligante HzLyipy, fez-se necessdrio a sintese do ligante Hopysmff
conforme procedimento publicado por Piovezan (PIOVEZAN et al., 2010). O mesmo foi
caracterizado por espectroscopia vibracional na regido do infravermelho para compara¢do com
o ligante HzLpipy, como pode ser observado na sobreposi¢do dos espectros na regido do

infravermelho apresentado na Figura 10.

Figura 10 — Sobreposigdo dos espectros vibracionais na regido do infravermelho (a) e regido padréo de absorgéo
caracteristico (“fingerprint”) (b) do ligante precursor bipyNH; e dos ligantes Hapy:mff e HaLuipy
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Fonte: O autor.

O ligante H:Lpipy apresentou bandas similares aos seus precursores Hopysmff e
bipyNH, (Tabela 1) como, por exemplo, bandas entre 1569 e 1375 cm’!, caracteristicas dos
estiramentos das ligagdes C=N e C=C dos anéis aromaticos. Bandas caracteristicas de

deformagdo angular fora do plano de ligagdo O-H e de estiramento de ligagdo C-O de fenol
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também foram notadas em 1370 e 1224 cm’!, respectivamente. Além disto, a confirmacio da
redu¢do do grupamento aldeido do ligante Hopysmff, formando a respectiva imina e
reduzindo-se em amina secundaria com adi¢gdo de NaCNBH3, pode ser observada pela auséncia
dos modos vibracionais do grupo aldeido (v C=0, 1678 cm™) e do grupo amina primaria

(v N-H, 3356 cm™).

4.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear representa uma técnica importante
na determinagdo da estrutura de compostos organicos em solucao. O método ¢ rapido e nao
destrutivo e ¢ capaz de promover, em muitos casos, a analise e interpretacdo completa do
espectro. Os deslocamentos quimicos e a integracdo dos sinais observados nos espectros de
RMN de 'H permitiram determinar o nimero de 4tomos de hidrogénio presentes em cada
composto, assim como suas distingdes em: 1) hidrogénio de grupo metila (CH3), ii) hidrogénios
de grupo metileno (CHb), iii) hidrogénios de grupo grupos CH de aromatico (CHar), de aldeido
(CHa) e de oxima (CHoxima). (PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009; ROBERT
MILTON SILVERSTEIN et al., 2015). Os valores obtidos estdo sumarizados na Tabela 2.

Os célculos referentes as constantes de acoplamento (J) ndo foram efetuados devido a
sobreposi¢cdo de sinais ao longo do espectro e, para tal, técnicas mais elaboradas de analise

bidimensional teriam que ser utilizadas, fugindo entdo do escopo do presente trabalho.

Tabela 2 — Deslocamentos quimicos (ppm), multiplicidade e integracio observados nos espectros de RMN de 'H
para o ligante HoLyipy € seus ligantes precursores

bipy* bipyCHO?* bipyNOH* bipyNH* Hzpy;mff*® H2Lipy”
CH: 2,40 (s, 6H) 2,46 (s,3H) 2,46 (s,3H) 2,43 (s,3H) 2,22 (s, 6H) 2,17 (s, 3H)
2,21 (s, 3H)
2,41 (s, 3H)
CH: 3,97 (s,2H) 3,84 (m, 12H) 3,80 (m, 16H)
CH.  7,10(d,2H) 7,20(dd, 1H) 720 (m, 1H)  7,13(d, 1H) 6,90 (m,2H) 6,85 (m, 4H)
8,20 (d,2H) 7,71 (dd, 1H)  7.41(dd, 1H) 7,28 (d, 1H) 7,16 (m, 4H) 7,10 (m, 4H)
8,51 (d,2H) 8.27(s,1H)  820(s,1H) 823 (s, IH) 7,40 (m,3H) 7,35 (m, 3H)
8,57(d, 1H)  8,54(d, 1H)  833(s,1H) 7,60 (m,3H) 7,55 (m, 4H)
8,82 (m, 1H) 871 (m1H)  852(s,1H) 855(m,3H) 820 (s, 1H)
8,89 (d, 1H) 875(m, 1H) 8,60 (d, 1H) 8,28 (s, 1H)
8,52 (m, 5H)
CHaua 10,18 (s, 1H) 10,25 (m, 1H)
CHoxima 11,51 (S, IH)

Notas: ®em 200 MHz; ®em 400 MHz.
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Os ligantes precursores sintetizados apresentam espectros caracteristicos com
deslocamentos quimicos, multiplicidades e integracdo compativeis com seus procedimentos ja
descritos na literatura (BUSCHE et al., 2010; FANG et al., 2013; WU et al., 2008). As Figura
45, 46 e 47 (APENDICE A) representam os espectros de RMN de 'H (200 MHz) dos ligantes
precursores bipy, bipyCHO e bipyNOH em CDCls, respectivamente. Todos as atribui¢des de
deslocamentos quimicos foram em relagdo a 0,00 ppm relativo ao TMS.

Em todos os espectros de RMN de 'H foi possivel verificar a formagio do produto.
Sinais caracteristicos foram identificados como, por exemplo, o hidrogénio do carbono do
grupo aldeido e do grupo oxima. Além disto, o ligante precursor bipyNH, (Figura 11) nao
apresenta nenhum destes sinais, anteriormente citados. Além disto, o aparecimento do sinal de

hidrogénio de grupo metileno (CHz) em 3,972 ppm, também indica o sucesso da sintese.

Figura 11 - Espectro de RMN de 'H (200 MHz) do ligante precursor bipyNH, em CDCl;
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Fonte: O autor.

O espectro do ligante HaLyipy (Figura 12) revela que os procedimentos de sintese e
purificacao geram o composto pois sdo encontrados todos os sinais de ressonancia dos a&tomos

de hidrogénio presentes na molécula.
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Os espectros dos ligantes HaoLyipy (Figura 12) e Hopysmff (Figura 48 — APENDICE A)
apresentam muitas similaridades, uma vez que seus respectivos arranjos estruturais sao
semelhantes. Os sinais de ressondncia ficam ligeiramente agrupados em trés campos
caracteristicos de: maior blindagem (2,00 a 2,50 ppm) os hidrogénios de grupos metila; de
blindagens intermediarias (3,70 a 4,00 ppm) os hidrogénios de grupos metileno e, por fim, de

menor blindagem (6,00 a 9,00 ppm) os hidrogénios de grupos aromaticos.

Figura 12 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz) do ligante HLpipy em CDCl3

= WS Peo0 = Oy oen O
P e N e e S R / sl e oy e
T el i iy 1 l\:\ |////
R ROPRG -7 SN ... ) FISRNS cs ~ DRI S 1
I T T T T 1 M
78 78 7 avd 7.6 75 74 13 T8 7.1 70 nY9 6.8 6T ppm T
3.9 38 PpPm
r~ €] &
BEdSOER 2 & ¥ e
¥ 0 S 3N ol el
00 00 00 OO0 00 00 00 e oo ‘ \/
Sl ol |

N AL
Sb 85 ”ppm I Huppm
15 14 13 12 11 10 9 5 4 3 2 1 0 ppm
3 |85
\2 onw

Fonte: O autor.

Uma comparagdo direta entre os espectros de RMN de 'H do ligante HaLpipy com o
espectro do precursor Hopysmff permite observar a auséncia do sinal caracteristico de grupo
aldeido, em 10,25 ppm, corroborando com o resultado obtido na espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho (Se¢do 4.1.1). Além disto, para confirmar a reagdo entre o ligante
precursor bipyNH> e Hopysmff, com a respectiva formacao de amina secundaria fez-se o uso
da espectroscopia de RMN de *C e DEPT-135 de *C (Figura 13) para avaliar a presenca de
oito grupos CH» na molécula final. No espectro de RMN de !*C foi possivel observar a presenca

de 7 sinais, entre 49,4 e 59,4 ppm, de carbonos de grupos CH> sendo que, o sinal em 59,2 ppm
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representa o deslocamento quimico de carbonos quimicamente equivalentes. Por fim, os
padrdes de sinais negativos, observados no espectro d¢ RMN de DEPT-135 de '*C, também
comprovam a presenca de oito grupos CHz no ligante HoLyipy. O que permite, dessa maneira,

evidenciar o sucesso nas etapas de sintese do ligante assimétrico HaLpipy.

Figura 13 — Espectros de RMN de 3C (acima) e de DEPT-135 de '3C (abaixo) do ligante H,Lpip, em CDCl; (100
MHz)

A B — 71 1 1 - 1 1 T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Fonte: O autor.

4.1.3 Anailise elementar de C, He N

O ligante HoLuyipy sintetizado foi caracterizado por analise elementar de CHN e o
resultado obtido apresentou uma boa correlacdo entre os valores calculados e tedricos. Foi
observado a presenca de molécula de solvente etanol adsorvida na amostra, proveniente da
sintese do ligante. A Tabela 3 mostra a formula molecular, massa molar e as porcentagens de

C, H e N (calculada/encontrada) para o ligante.

Tabela 3 — Porcentagens de C, H e N (calculada/encontrada) para o ligante HaLyipy

Formula Massa m_(l)lar Composicdo quimica %C o H oN
molecular (g mol™) proposta
Cs0Hs6NgO3 817,03 H,Lyipy CH;CH,OH 73,50/73,43  6,91/6,60 13,71/12,76

Fonte: O autor.
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4.1.4 Espectrometria de massas

O ligante HoLyipy também foi caracterizado por espectrometria de massas usando um
espectrometro do tipo ESI-QTOF-MS de alta resolugdo e no modo de ionizagdo positiva a partir
de solucdo do ligante em metanol (Figura 14a).

Esta técnica, ao produzir ions moleculares gasosos do ligante, possibilitou obter
informagdes qualitativas acerca das espécies carregadas existentes neste sistema. Desta forma
foi possivel determinar a presenga do ion molecular para o ligante final HoLyipy, confirmando
sua obtencdo e estabilidade quimica em solugdo. Um grupo principal de picos observados na
razdo m/z="771,4115 com carga +1 foi encontrado e atribuido a espécie contendo uma unidade
do ligante protonado [CasHsoNsO> + H]" (Figura 14b). A partir da massa molecular calculada
(m/z="771,4129) e experimental (m/z =771,4115) foi possivel obter um valor de 1,84 ppm de

erro de massa.

Figura 14 — Espectro de massa ESI-QTOF-MS de alta resolugdo no modo de ionizagdo positivo do ligante HaLuipy
em metanol (a), o perfil de distribuigdo isotdpica referente a espécie [HoLpipy + H']" e raziio m/z = 771,4115
(experimental — em preto) e m/z = 771,4129 (simulado — em vermelho) (b) e a estrutura da espécie proposta (c).
Os outros picos sdo todos relacionados aos fragmentos do ligante.
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4.2 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

4.2.1 Cristalografia de raios X

A reagdo entre o ligante HoL?-et (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017) e quantidades
estequiométricas de Zn(ClO4)2-6H>0 e Fe(ClO4)3-6H>O, na presenca de seis equivalentes de
NaOH e dois equivalentes de NaClO4, em metanol leva a formagdo do complexo binuclear
[Fe!'(u-OH)Zn"(L?-et)](C104)> (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017). Este complexo, foi obtido
e caracterizado por métodos espectroscopicos, ESI-MS, analise elementar, voltametria de onda
quadrada e estudos de reatividade, no trabalho de doutorado da Dra. Graciela Aparecida dos
Santos Silva. Interessantemente, ao aumentarmos a quantidade de Zn(ClOs)>-6H>O, o
complexo pentanuclear [Fex"Zn;"(u-OH)3(L2-et)2](Cl04)s (4) foi obtido, em que uma
coordenacio ndo-usual de um terceiro Zn' nos grupos 1,2-etanodiamina de duas unidades do

ligante HoL%-et foi formada (Figura 15).

Figura 15 — ORTEP do ambiente de coordenagdo do complexo (4). Os atomos de hidrogénio foram omitidos para
melhor visualizagdo.

Fonte: O autor.

Para obtenc¢ao de cristais, quantidades estequiométricas do solido formado e 6xido de

trifenilfosfina foram misturados em uma solugdo de CH3;CN/CH3OH/tolueno (0.1/0.9/1; v/v).
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Apds 24 horas em repouso, monocristais de colora¢do purpura foram obtidos para analise de
difracdo de raios X (Figura 15). Vale ressaltar que o 6xido de trifenilfosfina foi fundamental
para a obtengdo desses monocristais, ndo sendo obtidos sem a presenga do mesmo até em
diferentes condigdes de técnicas e solventes. O 6xido de trifenilfosfina é um reagente muito
comum na indugdo da cristalizacdo de compostos organicos. A sua rigidez estrutural ¢ a alta
basicidade do oxigénio tornam-no muito aplicavel na recristalizagdo de moléculas de dificil
obtencao de cristais. Sua utilizacao ¢ bastante difundida e aplicavel a moléculas que contenham
atomos capazes de fazerem interagdes intermoleculares de ligacdo de hidrogénio como, por
exemplo, grupos fendis e aminas primaria e secundaria (ETTER; BAURES, 1988).

A estrutura cristalina do complexo (4) foi resolvida a partir de seu monocristal pelo

método da difratometria de raios X. Os dados cristalograficos e do refinamento da estrutura

para o mesmo estao apresentados nas Tabela 4 ¢ 5.

Tabela 4 — Dados cristalograficos da estrutura de refinamento do complexo (4)

Fonte: O autor.

Formula empirica

Massa molar (g mol)
Temperatura
Comprimento de onda
Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensdes da cela unitaria

Volume

zZ

Densidade (calculada)
Coeficiente de absor¢ao
F(000)

Dimensdes do cristal
Intervalo de 0 (coleta)
Intervalos de coleta hkl
Reflexdes coletadas
Reflexdes unicas
Completeness to theta = 25.242°
Correcao por absor¢ao

Fatores de transmissdo max. € min.

Método de refinamento

Dados / restri¢des / parametros
Goodness-of-fit on F2

Indices finais R [1> 20(1)]
Indices R (todos os dados)
Coeficiente de extingdo
Densidade eletronica residual

Cg7H107ClsFe;N15028 50Zn3
2303,93

150(2) K

0,71073 A
Monoclinic

P 21/11
a=14,4012(15) A
b=44,515(5) A
c=16,5153(17) A
B=111,2860(10)°
9865,2(18) A3

4

1,551 Mg m?3

1,226 mm-!

4756

0,260 x 0,240 x 0,040 mm3
1,585 to 25,407°
-13<h<17;-53<k<52;-19<1<19
75370

18147 (Rin = 0.0279)

100,0 %

Semi-empirical from equivalents
0,7452 and 0,6634

Full-matrix least-squares on F2
18147 /184 /1282

1,121

R1=0,0617, wR2 =0,1391
R1=10,0740, wR2 = 0,1450

n/a

1,376 and -0,895 e A-3
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Tabela 5 — Distancias (A) e angulos (°) de ligagio para o complexo (4)

Fel-020  1,904(3) 020-Fel-02  103,59(13) 02-Fel-010'"  78,19(12)
Fel-02  1,935(3) 020-Fel-O1  95,53(13) O1-Fel'-010'  84,35(12)
Fel-O1  1,971(3) 02-Fel-01 100,41(14) 020-Fel-N32'  87,16(13)
Fel-010  2,067(3) 020-Fel-010  177,98(13) 02-Fel'N32'  91,07(14)
Fel-N1  2,195(4) 02-Fel-010  78,42(13) O1-Fel'-N32'  169,76(14)
Fel-N32  2,200(4) O1-Fel-010  84,21(13) 010-Fel-N32'  93,46(13)
Fel-Znl  3,0967(9) 020-Fel-N1  94,04(14) 020-Fel'N1'  92,73(13)
Fel-Fel'  3,8327(9) 02-Fel-N1 156,04(14) O2-Fel'NI'  156,92(14)
Znl-02  1,984(3) 01-Fel-N1 93,79(14) Ol-Fel'-NI'  93,19(13)
Znl-N52  2,044(4) O10-Fel-N1  83,98(14) 02-Znl'-N52'  104,24(14)
Znl1-010  2,067(3) 020-Fel-N32  88,63(14) 02-Znl'-N42'  102,64(16)
Znl-N42  2,071(5) 02-Fel-N32  88,48(15) N52'-Zn1'-N42'  108,33(16)
Znl-N4  2,175(4) O1-Fel-N32  168,97(14) 02-Znl-010'  77,72(12)
Fel'-020' 1,915(3) 010-Fel-N32  91,27(14) N52'-Zn1-010"  120,25(15)
Fel-02'  1,937(3) N1-Fel-N32  75,69(15) N42'-Zn1'-010' 129,91(14)
Fel-Ol  1,962(3) 02-Znl-N52  107,08(16) 02-Znl'N4'  164,71(13)
Fel'-010' 2,109(3) 02-Zn1-010  77,33(12) N52'-Znl'-N4'  88,20(16)
Fel'-N32' 2,183(4) N52-Zn1-010  117,92(16) N42'-Znl'-N4'  81,31(17)
Fel'-NI'  2,204(4) 02-Znl-N42  98,44(17) 010-Znl'-N4'  88,39(13)
Fel'-Znl' 3,0951(8) N52-Zn1-N42  109,90(18) N10-Zn2-N10  137,33(16)
Znl-02'  2,008(3) 010-Zn1-N42  131,15(16) N10-Zn2-N7  119,05(16)
Znl'-N52'  2,037(4) 02-Zn1-N4 160,82(15) N10-Zn2-N7  86,65(15)
Znl'-N42'  2,046(4) N52-Znl-N4  90,88(19) N10-Zn2-N7'  86,41(15)
Znl'-010' 2,063(3) 010-Znl-N4  88.48(15) N10-Zn2-N7'  116,33(16)
Znl'-N4'  2,190(4) N42-Znl-N4  81,1(2) N7-Zn2-N7' 112,44(14)
Zn2-N10' 2,010(4) 020-Fel-02'  106,25(13) Fel'-Ol-Fel 153,97(17)
Zn2-N10  2,019(4) 020-Fel-O1  94,25(13) Fel-02-Znl 104,40(14)
Zn2-N7  2,087(4) O2-Fel-O1  98,25(13) Fel'-02-Znl'  103,34(14)
Zn2-N7'  2,088(4) 020-Fel-010' 175,51(12)

Fonte: O autor.

A estrutura cristalina do complexo (4) foi obtida a partir de monocristais purpuras
pertencentes ao sistema cristalino monoclinico com grupo espacial P 21/n.

Os dados fornecidos pela resolucdo da estrutura revelam a formacao do cation
complexo pentanuclear (4) a partir de duas unidades binuclear de [Fe'''(u-OH)Zn'(L2-et)]
(SILVA et al., 2017). Estas unidades sdo, entdo, conectadas a partir de uma ponte u-OH entre

M enquanto que um terceiro Zn" é coordenado pelos grupos pendentes 1,2-

dois centros de Fe
etanodiamina do ligante HoL?-et. Até o presente momento, este complexo representa o primeiro
exemplo de um complexo heteropentanuclear de unidade [Fex"Zns"(u-OH)s(L?-et),]’" e
estrutura assimétrica.

Na estrutura do complexo (4), os centros de Fe(1) e Fe(1’) mostram uma esfera de
coordenacdo do tipo N3O,. Para os centros de Zn', na primeira esfera de coordenacio,
apresentam geometrias distorcidas intermedidrias entre a piramide quadrada e a bipiramide
trigonal com parametros de Addison (1) iguais a 0,49 e 0,58 para o Zn(l) e Zn(1’),
respectivamente (ADDISON et al., 1984). O terceiro zinco, Zn(2), apresenta um ambiente de

coordenacao com geometria tetraédrica distorcida do tipo Na.
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Em cada metade do cation [[Fe2™Zn3"(u-OH)3(L-et)2]>*, os ions Fe(1) e Fe(1') sdo
coordenados facialmente pelo ligante tridentado na porgdo dura do ligante L>-et*>” contendo os
atomos de amina terciaria (N1, N1') e nitrogénio da piridina (N32, N32') e atomos de oxigé€nio
de fenolato (020, 020"). Ja os ions Zn(1) e Zn (1') sdo coordenados pela por¢ao macia do ligante
L2-et* através dos atomos de nitrogénio de amina terciaria (N4, N4") e piridina (N42, N52,
N42', N52'"). Os atomos de oxigénio dos grupos fenolato em ponte (010, O10 ') e hidroxo em
ponte (02, O2') completam o arranjo da bipiramide trigonal distorcida na esfera de coordenagao
N30O2 dos ions Zn(1) e Zn(1') enquanto que, a geometria octaédrica distorcida no ambiente de
coordenacdo N>Os) dos ions Fe(l) e Fe(1') é complementada pelos oxigénios dos grupos
fenolato em ponte (010, O10") e hidroxo em ponte (02, O2' e O1). O ion Zn(2) exibe uma
geometria tetraédrica distorcida 4 grupos N-doadores fornecidos por dois &tomos de N de amina
secundaria (N7, N7°) e dois atomos de N de amina primaria (N10, N10’), do grupo 1,2-
etanodiamina pertencente a cada unidade do ligante HoL?-et. As distancias de ligagio Fe-u-OH
(Fe(1)-0(2) = 1,935(3) A; Fe(1)-0(1) = 1,971(3) A; Fe(1°)-0(2°) = 1,937(3) A; Fe(1°)-O(1) =
1,962(3) A) e Zn-u-OH (Zn(1)-O(2) = 1,984(3) A; Zn(1°)-O(2’) = 2,008(3) A; Zn(1°)-0O(2°) =
1,937(3) A; Zn(1°)-0O(1) = 1,962(3) A) no complexo (4) s3o um pouco menores se comparadas
com a correspondente distancia metal-u-OH na enzima rkbPAP, obtidas com distancia entre 2.0
and 2.2 A. Além disto, as distancias Fe'™--Zn"' (Fe(1)-Zn(1) = 3,0967(9) A e Fe(1')-Zn(1") =
3,0951(8) A) sdo mais curtas, mas sdo comparaveis a distancia de 3,20 A encontrada na rkbPAP
(FEDER et al.,2019; KLABUNDE et al., 1996; STRATER, NORBERT et al., 2005) e de 3,459
A do complexo de {L[Zn"(u-OAc).Fe']} (PATHAK et al., 2018).

Finalizando, o comprimento médio de ligagio Fe-Ofenolato €m torno dos centros de Fe™
(1,9513 A) no complexo (4) é similar aos observados em complexos com ambiente de
coordenacdo analoga de Fe''Zn" (1,934 A) (NEVES et al, 2007), Fe"Zn" (2,048 A)
(LANZNASTER et al., 2002), Fe"'Cu" (2,055 A) (LANZNASTER et al., 2005), Fe"Mn"
(2,049 A) (KARSTEN et al., 2002), Fe'Co" (2,045 A) (XAVIER et al., 2009), (XAVIER,
2009), Fe"™Ni" (2,045 A) (BATISTA et al., 2003), Fe''Zn" (1,952 A) (JARENMARK et al.,
2011), Fe''y (2,027 A) (DUTTA et al., 2018), Fe''Zn"" (2,033 A) (PATHAK et al., 2018),
Fe'"zn" (1,982 A) (PATHAK et al., 2017). Para o comprimento médio de liga¢io Zn-Ofenolato
(1,9728 A), compara-se a dos complexos isoestruturais de Fe'Zn'" (2,132 A) (LANZNASTER
et al., 2002), Fe"Zn" (1,966 A) (NEVES et al., 2007), Fe''Zn" (2,137 A) JARENMARK et
al.,2011), Zn"4 (1,953 A) (DUTTA et al., 2018), Fe''Zn!" (2,049 A) (PATHAK et al., 2018),
Zn"Zn" (2,034 A) (PATHAK et al., 2018), Fe"Zn" (2,091 A) (PATHAK et al., 2017).
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4.2.2 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho foi utilizada para caracterizar
a formacao preliminar dos complexos. Este processo ¢ realizado a partir da anélise da presenga
de bandas caracteristicas dos ligantes e de bandas adicionais referentes ao contra-ion, ligantes
exdgenos em ponte e/ou moléculas de solvente. Além disto, alargamento, deslocamento e
mudanga de intensidade relativa nas bandas também podem ser observadas devido aos efeitos
de coordenagdo dos metais no ligante. A Figura 16 mostra a sobreposi¢do dos espectros na
regido do infravermelho dos complexos (1), (2) e (3) em relagdo ao ligante HaLyipy. As
principais bandas e atribuigdes estdo sumarizadas na Tabela 6 (NAKAMOTO, KAZUO, 2008;
PRETSCH; BUHLMANN; BADERTSCHER, 2009; ROBERT MILTON SILVERSTEIN et
al., 2015).

Figura 16 — Sobreposigdo dos espectros vibracionais na regido do infravermelho (a) e regido padréo de absorgdo
caracteristico (“fingerprint”) (b) dos complexos (1), (2) e (3) com o ligante HaLyipy
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Fonte: O autor.

Os complexos (1), (2) e (3) apresentaram bandas caracteristicas do ligante com
intensidades relativas similares confirmando, assim, a presenga dos ligantes na formacao dos
complexos.

No complexo (1) ndo foram observadas variacdes de energia significativas para
maiores ou menores nimeros de onda em comparagao ao ligante HoLyipy (Figura 16). Devido a

faixa de operagdo do aparelho instrumental, ndo foi possivel observar bandas de estiramento de
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ligagdes Pd-Cl1 (360-287 cm™) e Pd-N (528-436 cm™) (DURIG et al., 1965). Tendo como base
nos dados obtidos de espectroscopia de RMN de 'H (Secdo 4.1.2) Espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénie da presenca das bandas de média intensidade,
caracteristicas de grupos fendlicos, em aproximadamente 1372 (8 O-H) e 1232 (v C-O) cm},
pode-se inferir que o Pd" esta coordenado no grupo lateral bipiridina.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho para os complexos (2) e (3)
(Figura 16) sd@o muito similares e com estiramentos caracteristicos do ligante. Estiramentos
simétrico e assimétrico das ligagdes O-C-O dos anions acetatos, ligantes exégenos em ponte

entre os centros metalicos Fe'll

e Zn", foram observados nestes complexos. Para o complexo
(2), os estiramentos assimétrico e simétrico sio em 1575 e 1473 cm’!, respectivamente. No
complexo (3), em 1571 e 1473. Valores de Avasvs dos complexos (2) (102 cm™) e (3) (98 cm”
1) indicam que o modo de coordenacio dos Anions acetato seja em ponte entre os ion Fe'l e Zn"!
(NAKAMOTO, KAZUO, 2008). Complexos com 4anions acetatos em ponte também
apresentaram bandas em frequéncias semelhantes, como por exemplo, os complexos
[Fe'"Zn"(IPCPMP)(OAc)2(CH3;0H)] (v (O-C-O)ass = 1607 cm™ € v (O-C-O)sim = 1419 cm™)
(JARENMARK et al., 2011), [Fe'"Fe'(BPBPMP)(OAc):] (v (O-C-O)ass = 1577 cm™ e v (O-C-
O)sim = 1435 cm™!) (NEVES et al., 1995) e {L[Zn"(u-OAc)2Fe™]} (v (O-C-O)ass = 1606 cm™ e
v (0-C-O)sim = 1419 cm™!) (PATHAK et al., 2017).

A auséncia da banda em 1370 cm™ (8 O-Hgnol) € 0 deslocamento da banda de
estiramento da ligagdo C-O, de 1232 para 1252 cm™ em relagdo ao ligante, sugerem que 0s
fenois estejam coordenados de forma desprotonada aos metais, coordenando como fenolato
terminal, além da ponte fenoxo nos complexos. Resultados andlogos de v (C-O)fenol foram
obtidos para os complexos Fe'Zn''L?-et (1267 cm™) (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017),
[Fe"Zn"(u-OH)(H20)L-R] (R = CHs, Br e NO; ; 1276, 1282 ¢ 1292 cm’!, respectivamente)
(PERALTA et al., 2010), [(OH)Fe"(u-OH)Zn"(H,O)(Libpea—amig)] (1265 cm™) (PEREIRA
et al., 2019), [(OH)Fe"(u-OH)Zn"(H,O)(Libpea—apur)] (1262 cm™) (PEREIRA et al., 2019).

Os intensos estiramentos nos complexo (2) (1088; 625 cm™) e (3) (1070; 625 cm™)
podem ser atribuidos ao modo vibracional do anion perclorato livre, ou seja, como contra-ion
(LEWIS; ESTES; HODGSON, 1975) e estao de acordo com complexos publicados
anteriormente (CAMARGO et al., 2018; PATHAK et al., 2017; PERALTA et al., 2010;
PEREIRA et al., 2019; SILVA et al., 2017). A banda alargada na regido de 3500 cm™ pode ser

atribuida a molécula de dgua (v O-H), utilizada na lavagem dos complexos formados na sintese.
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Tabela 6 — Modos vibracionais e nimeros de onda (cm™) atribuidos ao ligante HoLyipy € aos complexos (1), (2) e

3

HaLbipy ey (2) (3)
v (0O-H); (N-H) e
(H,0) 3153 3364 3558 3529
v (C-H)are (C-H)air  3059-2714 3050-2821 3092-2855 3114-2862
O (N-H)see 1595 1609 1604 1607
v (C=N, C=C)4r 1566-1372 1595-1377 1563-1429 1564-1421
v (0-C-O)ass - - 1575 1571
v (0-C-O)sim - - 1473 1473
8 (O-H)genol 1370 1372 . §
V (C-O)fenol 1232 1232 1257 1257
v (CI-0) - - 1088 e 625 1070 e 625
v (C-N) 995 997 - -
S (C-H)ar 862-748 854-758 864-752 854-764

Fonte: O autor.

Para o complexo (4), foi possivel observar bandas similares ao ligante HoL?-et e ao
complexo binuclear Fe'Zn"L>-et (Figura 17) (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017). Os valores
referentes aos estiramentos e deformagdes angulares de ligagdes C=C, C=N, C-H e C-O estao
presentes no ligante e no complexo (4) (Tabela 7). Nao foi possivel visualizar a banda atribuida
a deformacio angular fora do plano da ligacdo O-H do grupo fenol, em 1369 cm™. Pode-se
observar a presenga e deslocamento, para maior nimero de onda, da banda relativa ao
estiramento axial da ligacdo C-Ofenot. O valor (tipico) de nimero de onda ficou compreendido
em 1276 cm™ para o complexo (4), contra 1219 ¢ 1267 cm™ para o ligante HoL?-et e o complexo
Fe'"Zn"I2-et, respectivamente (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017). Estas observagdes
corroboram com a coordenagio dos fendis na forma desprotonada entre os centros Fe'l' e Zn'".
Valores de nimero de onda proximos a 1270 cm™ sdo tipicamente atribuidos a coordenagio de
centros metalicos a grupos fenol de complexos biomiméticos de PAPs (JARENMARK et al.,
2011; PATHAK et al., 2018; PERALTA et al., 2010; PEREIRA et al., 2019; SILVA et al.,
2017).

Ao comparar o complexo pentanuclear (4) com o binuclear Fe"'Zn"'?-et, foi possivel
observar um pequeno aumento na intensidade de absor¢do do estiramento da ligagdo O-H
devido a presenca de moléculas de dgua e/ou das trés pontes exdgenas do tipo u-hidroxo
coordenadas aos centros metalicos. De forma analoga, também foi observado um intenso
estiramento atribuido ao modo vibracional do contra fon perclorato em 1073 cm™!, assim como
em 626 cm™'. Este aumento de intensidade relativa pode ser atribuido a presenca de cinco grupos
ClO4 como contra-ion para o complexo (4), contra dois grupos para o complexo Fe''Zn''L?-et
(1074 € 625 cm™). Além disto, os resultados de cristalografia de raios X (Se¢do 4.2.1) e da

analise elementar de C, H e N (Se¢ao 4.2.4) sdo consistentes com esta proposta.
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Por fim, os resultados obtidos pela espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho para os complexos (1), (2), (3) e (4) sdo semelhantes a complexos andlogos

reportados na literatura (CAMARGO et al.,2018; PEREIRA et al.,2019; SILVA, 2017; SILVA
etal.,2017).

Figura 17 — Sobreposi¢cdo dos espectros vibracionais na regido do infravermelho (a) e regido padrao de absor¢ao
caracteristico (“fingerprint”) (b) dos complexos Fe'"'Zn""L2-et e (4) com o ligante HpL>-et
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Fonte: O autor.
L%-et = HyL%et: 2-(((2-aminoetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((2-(piridin-2-il)etil)(piridin-2-ilmetil)
amino)metil)benzil)(piridin-2-ilmetil)amino) metil)-4-metilfenol (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017).

Tabela 7 — Modos vibracionais e nimeros de onda (cm™) atribuidos ao ligante HoL?-et e aos complexos Fe!''Zn!'L.2-
et (SILVA, 2017; SILVA ez al., 2017) e (4).

HpL2-et Fe'Zn"L2-et 0
v (O-H) - 3547 3554
v (C-H)are (C-H)ui 3059-2834 3200-2856 2959-2867
& (N-H)see - 1610 1612
v (C=N, C=C)ar 1614-1433 1609-1447 1610-1444
8 (O-H)genor 1369 - -
v (C-0)genci 1219 1267 1276
v (CL-0) - 1075; 624 1074; 625
v (C-N) 1150 1158 1160
8 (C-H)ur 758 765 763

Fonte: O autor.

L*et = HoL%et: 2-(((2-aminoetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((2-(piridin-2-il)etil)(piridin-2-ilmetil)
amino)metil)benzil)(piridin-2-ilmetil)amino) metil)-4-metilfenol (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017).

4.2.3 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio

A analise de RMN de 'H para o complexo (1) foi utilizada para avaliar a coordenagio
do metal Pd" no ligante H>Luipy. Com a configuracio eletronica d® do Pd", tetracoordenado, a
possibilidade de formagdo de complexos quase que invariavelmente serd quadrado planar

(COTTON, 2008; HUHEEY et al., 2013). Além disto, a coordenagdo com ligantes que podem
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formar retroligagdes m pela aceitagdo de elétrons do atomo metalico, como a bipiridina, sdo
favorecidas.

O espectro de RMN de 'H para o complexo (1) é apresentado na Figura 18. Apesar de
inimeras tentativas de mudanca nas metodologias de sintese, ndo foi possivel obter
multiplicidades e integracdo compativeis com o ligante H>Lyipy. A presenca, possivelmente, de
residuo de ciclo-octadieno do sal de paladio pode ter resultado em interferéncias de sinais.

Contudo, dois sinais na regido dos aromaticos foram passiveis de analise. Os sinais em
8,198 e 8,281 ppm (HzLyipy) dos hidrogénios proéximos aos nitrogénios doas anéis da bipiridina,
sao deslocados para 8,220 e 8,373 ppm quando coordenados com o metal Pd", indicando a

coordenacao deste metal ao ligante pendente bipiridina.

Figura 18 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz) do complexo (1) em CDCl;

8.373
8.220

8.3 ppm
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Fonte: O autor.

4.2.4 Analise Elementar de C, He N

Os complexos sintetizados foram caracterizados por andlise elementar de CHN e os
resultados obtidos apresentaram uma boa correlagdo entre os valores calculados e tedricos. Foi
observado a presenga de moléculas de solventes adsorvidas nas amostras, provenientes das
sinteses dos complexos ou dos ligantes. A Tabela 8 mostra a formula molecular, massa molar

e as porcentagens de C, H e N (calculada/encontrada) para os complexos.
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Tabela 8 — Porcentagens de C, H e N (calculada/encontrada) para os complexos (1), (2), (3) e (4)
Massa molar

Formula molecular 1 %C %H %N
(g mol ™)
(1)  CsgHesClsNgOsPd 1173,44 59,37/60,08 5,84/6,01 9,55/9,53
(2) CssHesClNgO12FeZn 1379,04 47,17/47,06 4,75/4,49 8,00/8,31
(3) Cs4HeClsNgO, FeZnPd 1454,58 43,97/43,79 4,24/4,19 7,60/7,83
(4)  CgoHi11ClsN14034Fe2Zn3 229791 41,81/41,64 4,87/4,61 8,53/8,17

Composicio quimica proposta
(1)  [H2LbipyPd"CL]-(CsH2)-(CH3;OH)-(CH>Cl,)
(2) [Fe(u-OAc),Zn"L?bipy](Cl04):(CH2Cl)3.(H20)2
(3)  [Fe™(u-OAc),Zn"L?bipyPd"C1,](C104)-(CH2Cl),:(H20)
(4)  [Fex™(u-OH)3Zn3"(12-¢t),](Cl04)s:(CH;0H), (H20)5
Fonte: O autor.

4.2.5 Espectrometria de massas

As medidas de ESI-QTOF-MS para o complexo (1) foi realizada em metanol devido
a baixa solubilidade em acetonitrila, 4gua e acetonitrila/agua (1:1; v/v). Para os complexos (2),
(3) e (4) foram realizadas em solucdes de acetonitrila/agua (1:1; v/v) para se igualar as
condicdes utilizadas nos experimentos cinéticos assegurando, assim, estar se tratando das
mesmas espécies quando em solucao.

Para o complexo (1), um grupo principal de picos observados na razdo m/z=911,2726
com carga 1+ foi encontrado (Figura 19a) e atribuido a espécie [CasHsoNsO2Pd"'CI]* (Figura
19b), indicando que o ligante HoLyipy permanece intacto ao se coordenar ao atomo de Pd" no
grupo lateral bipiridina, como pode ser visto no perfil isotopico detectado no espectro de massa
e nos dados obtidos por espectroscopia na regido do infravermelho (Secao 4.1.1) e de RMN de

'H (Secdo 4.1.2).
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Figura 19 — Espectro de massa ESI-QTOF-MS de alta resolugdo no modo de ionizagdo positivo do complexo (1)
em metanol (a), o perfil de distribui¢do isotopica referente & espécie [HoLpipyPd''Cl]" e razdo m/z = 911,2726
(experimental — em preto) e m/z = 911,2780 (simulado — em vermelho) (b) ¢ a estrutura da espécie proposta (c).
Os outros picos sdo todos relacionados aos fragmentos do complexo
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Fonte: O autor.

O complexo (2) apresentou dois grupos de picos na razdo m/z=1006,2707 e 503,6315.
O grupo de picos em m/z = 1006,2707 pode ser atribuido a espécie [Fe'(u-
OAc)Zn"(Lpipy)(H")(OH)2(Na")]* (Figura 20b), contendo uma unidade do ligante com um dos
grupos fenodis coordenado de maneira desprotonada, um dtomo de zinco ¢ um atomo de ferro.
O aduto formado com alguns ions como Na’, K", Li" e NH4" ocorre comumente em
experimentos de espectrometria de massa que, provavelmente, oriunda da linha de injegao da
amostra ou de recipientes de vidro usados no preparo das amostras (HOFFMANN, EDMOND;
STROOBANT, VINCENT, 2007).

O segundo grupo de picos na razdo m/z = 503,6315 ¢ semelhante ao anterior e refere-
se a espécie [Fe''(u-OAc)Zn"(Lyipy)(H")2(OH)2(Na™)]*" (Figura 20d) contendo uma unidade do
ligante com os dois grupos fenolato, um atomo de zinco e um atomo de ferro, sendo que o

I

4tomo de ferro sofreu redugio de Fe'"" para Fe!' no momento da ionizagio.



67

Figura 20 — Espectro de massa ESI-QTOF-MS de alta resolugdo no modo de ionizagdo positivo do complexo (2)

em acetonitrila/agua (1:1; v/v) (a),
OAc)Zn'"(Leipy) (H)(OH)2(Na")]*

o perfil de distribuigdo isotopica referente a espécie [Fell(u-
e m/z =1006,2707 (experimental — em preto) ¢ m/z = 1006,2728 (simulado —

em vermelho) (b) e a estrutura da espécie proposta (c), o perfil de distribuigdo isotdpica referente a espécie [Fe'l(u-
OAc)Zn"(Lpipy)(H)2(OH)2(Na")* e m/z = 503,6315 (experimental — em preto) e m/z = 503,6425 simulado — em
vermelho) (d) e a estrutura da espécie proposta (e). Os outros picos sio todos relacionados aos fragmentos do
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Fonte: O autor.

Para o complexo (3) um grupo de picos na razdo m/z = 572,5716 com carga 2+ foi

encontrado e atribuido a

contendo uma unidade do ligante com dois grupos fenolato coordenados ao Fe

anions cloretos coordenados ao metal Pd".

espécie [FeZn"(Lyipy)(H")2(CH30")(OH)PA"(Cl),)** (Figura 21b)

M ou Zn" e dois
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Figura 21 — Espectro de massa ESI-QTOF-MS de alta resolugdo no modo de ionizagdo positivo do complexo (3)
em acetonitrila/agua (1:1; v/v) (a), o perfil de distribui¢do isotopica referente a espécie [Fe™'Zn'(Lyipy)(H")2(CH50-
)2(OH)PAY(Cl),]*" e razdo m/z = 572,5716 (experimental — em preto) e m/z = 572,5747 (simulado — em vermelho)
(b) e a estrutura da espécie proposta (c). Os outros picos sdo todos relacionados aos fragmentos do complexo
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Fonte: O autor.

O complexo (4) apresentou um grupo de picos na razdo m/z =919,1967 com carga 2+
atribuida a espécie [Fex"Zns"(u-OH)3(L2-et)2(CH30)2(H20)2(C104)]**, que corresponde o seu
ion molecular (Figura 22b). Grupos de picos correspondendo a fragmentagdao do complexo
pentanuclear também foram observados, incluindo grupos de picos na razio m/z = 470,1142,
879,1726 e 1041,1607 atribuidos as espécies binucleares [Fe(u-OH)Zn'{(L2-
et)(H20)3(Li)(C104)]**, [Fe'(u-OH)Zn"(L?-et)(C104)]" e trinuclear [Fe(u-OH)Zn'(L2-
et)Zn''(CH30)2(H20)2(Cl04)]", respectivamente. Além disso, grupos de picos atribuidos a
fragmentos do ligante ([C1sHi1sN202Na]", m/z = 279.1160; [C32H40NsO3Na]*, m/z = 579.2957)

também estdo presentes.



69

Figura 22 — Espectro de massa ESI-QTOF-MS de alta resolu¢do no modo de ionizagdo positivo do complexo (4)
em acetonitrila/agua (1:1; v/v) (a), o perfil de distribuicdo isotdpica referente a espécie [Fex"Zn;!(u-OH)3(L%-
et)2(CH30)2(H20)2(ClO4)]** e razdo m/z = 919,1967 (experimental — em preto) e m/z = 919,1975 (simulado — em
vermelho) (b) e a estrutura da espécie proposta (c). Os outros picos sdo todos relacionados aos fragmentos do
complexo.
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Fonte: O autor.

A Tabela 9 mostra os dados obtidos e faz uma comparagdo entre a massa teorica e a
massa obtida para os ions moleculares dos complexos. Os picos de fragmentagdo observados
nos espectros confirmam as estruturas e a estabilidade dos complexos em solugao, corroborando

com os demais estudos e aplicacdes reportados neste trabalho.
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Tabela 9 — Razdes m/z calculadas (calc.) e obtidas (exp.) por espectrometria de massas usando um espetrometro
de massas ESI-QTOF-MS de alta resolu¢do no modo de ionizagdo positivo.

- m/z mlz Erro
Complexo _ Espécie Carga (exp.) (calc.) (ppm)

1) [HaLyipyPd"C1] 1+ 911,2726  911,2780 5,92
2 [Fe"(u-OAc)Zn"(Luipy)(H")(OH)2(Na")] 1+ 1006,2707 1006,2728 2,09
[Fe"'(u-OAc)Zn" (Luipy)(H")2(OH)2(Na")] 2+ 503,6315  503,6425 21,8

3 [Fe"'(u-OAc)Zn"(Luipy)(H")2(OH)2(Na")] 2+ 572,5716  572,5747 5,41
“4) [Fex""Zn3"(1-OH)3(L2-et)2(CH30)2(H20)2(Cl04)] 2+ 919,1967  919,1975 0,87
[Fe'(u-OH)Zn"(L2-et)(H20)3(Li)(Cl04)] 2+ 470,1142  470,1127 3,19
[Fe'(u-OH)Zn"(L2-et)(ClO4)] 1+ 879,1726  879,1783 6,48
[Fe'(u-OH)Zn"(L2-et)Zn"(CH30)2(H,0)2(Cl04)] 1+ 1041,1607 1041,1653 4,42
[C1sH16N2O2Na] 1+ 279,1160  279,1109 18,3
[C52H40NsO3Na] 1+ 579,2957  579,3054 16,7

Fonte: O autor.

4.2.6 Espectroscopia na regiao do ultravioleta e visivel

Os espectros eletronicos de absorc¢ao na regido do ultravioleta e visivel dos complexos
(1), (2) e (3) foram investigados na regido entre 240 e 700 nm em solu¢des de acetonitrila e
acetonitrila/agua (1:1; v/v). Da mesma maneira, o comportamento do ligante HzLyipy também
foi analisado. Os espectros eletronicos em solucao estdo apresentados na Figura 23 sendo que,
os graficos foram plotados em fungdo dos valores de seus coeficientes de absor¢do (¢ / L mol™!
cm™) para facilitar a comparagio entre os mesmos. Os resultados dos dados obtidos estio

sumarizados nas Tabelas 10 e 11.

Figura 23 — Espectros eletronicos do ligante HaLpipy (3,00 x 10 mol L) e dos complexos (1) (2,70 x 10° mol L-
1, (2) (2,80 x 10° mol L) e (3) (2,60 x 10 mol L!) em solugdo de acetonitrila (a) e de acetonitrila/agua (1/1;
v/v) (b)
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Fonte: O autor.
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Tabela 10 — Dados de espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel para o ligante HyLyipy € 0s complexos (1),

2ed
Amax nm (g5 L mol! cm™)
CH:CN CH-CN/H;0 (I/1; vIv)
249 (15.919) 262 (17.150)
264 (15.603)
HaLbipy 268 (17.783)
270 (16.371) 284 (17.867)
284 (17.122) :
263 (19.065) 262 (19.826)
270 (19.386)
) 268 (20.521)
284 (19.641) 254 (20.019)
314.(5.011) :
251 (23503 255 (29.461)
290 (27.477)
299 (26.518)
) 297 (27.467)
351 (6.230)
2 (5560 347 (6.137)
: 531 (5.130)
. 299 (36.150) 295 (22.477)

528 (5.149)

514 (3.390)

Fonte: O autor.

O espectros eletronico, em acetonitrila, para o complexo (1) apresentou bandas
intensas de absor¢do em 263, 270 e 284 atribuidas a transi¢des intraligantes do tipo 1 — ©* dos
anéis piridinicos e fendlicos, semelhantes ao ligante HzLyipy livre (COE; PEERS; SCRUTTON,
2015; GABER; MISKOWSKI; SPIRO, 1974; KREBS et al., 1994; LAl et al., 2000). Existe
uma faixa de energia moderadamente intensa entre 300 a 360 nm com um ombro em A ~ 314
nm. O valor em 314 nm apresenta coeficiente de absor¢do de 5.011 L mol! cm! e,
tentativamente, pode-se atribuir essa banda para uma transi¢ao permitida por rotagao do tipo
4d(Pd) — w*(HzLsipy), ou seja, um processo de transferéncia de carga do tipo metal — ligante
(TCLM) (LAI et al., 2000). Em espectros eletronicos para complexos andlogos do tipo
[M(bipy)2]™ (M = Pd ou Pt) em acetonitrila, bandas de absor¢do na faixa de 300 a 400 nm
também foram atribuidas as transi¢des TCML (MAESTRI et al., 1988).

Em solugdes de acetonitrila, para os complexos contendo centros metalicos Fe''Zn"
(2) e (3), se observou intensas bandas de absor¢io com Amax em 532 (e = 5.560 L mol! cm™) e
514 (¢ = 3.390 L mol! cm™) nm, respectivamente. Estas bandas de absor¢do podem ser

1

atribuidas as transi¢des de transferéncia de carga do tipo fenolato — Fe™, envolvendo elétrons

dos orbitais pr do oxigénio fendlico para os orbitais dx+ do Fe'! (KREBS et al., 1994). Este fato

indica fortemente a coordenacdo de um fenolato terminal e o fenolato ponte ao centro de Fe'!!

(CAMARGO et al., 2018; KARSTEN et al., 2002; MITIC et al., 2006; NEVES et al., 2007,
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PEREIRA et al., 2019; SILVA et al., 2017), sendo que, a contribui¢ao ao valor do coeficiente
de absorgdo dado por cada fenolato coordenado a um dtomo de Fe"' é da ordem de 1000 a 2000
L mol! cm' (GABER; MISKOWSKI; SPIRO, 1974).

Um segundo processo de TCLM, porém mais energético, ocorre em 351 nm (g = 6.320
L mol™! cm™) para o complexo (2). Esta banda de absorg¢do é atribuida as transi¢des eletronicas
dos orbitais px, também dos grupos fenolato, para os orbitais do+ do Fe''l. Devido as transi¢des
intraligantes do tipo m — ©* dos anéis piridinicos e fendlicos (GABER; MISKOWSKI; SPIRO,
1974; KREBS et al., 1994), esta banda aparece sob a forma de um ombro parcialmente
encoberta. Totalmente coberta, foi observada para o complexo (3) (Figura 23a). Bandas intensas
de absor¢do em 251 (¢ =23.503 L mol' cm™) € 299 (¢ =26.518 L mol™! cm™), para o complexo
(2), e 295 (¢ = 22.477 L mol! cm™) para o complexo (3), podem ser atribuidas a transi¢des
intraligantes do tipo 1 — ©* dos anéis piridinicos e fendlicos (GABER; MISKOWSKI; SPIRO,
1974; KREBS et al., 1994).

Quando os complexos (2) e (3) sdo dissolvidos em solucdo de acetonitrila/agua (1:1;
v/v), um pequeno deslocamento hipsocrémico pode ser observado quando comparado aos
respectivos espectros em acetonitrila (Tabela 10). Este deslocamento pode ser atribuido as
interagdes do complexo com agua como solvente (50% em volume), das quais as duas pontes
u-acetato sdo facilmente trocadas por moléculas de 4gua ou hidréxido. Este tipo de interagao
também muda significativamente o valor do coeficiente de absor¢ao nas transi¢des eletronicas
dos orbitais p; do oxigénio fendlico para os orbitais drx do Fe! (Amax = 530 nm) devido,
provavelmente, ao aumento da doacdo de carga, do ligante hidroxido ou agua, seguido da
redugdo da acidez de Lewis do Fe'"!, aumentando a energia dos orbitais trg (LANZNASTER et
al., 2005). Portanto, ocorre um aumento de energia dos mesmos e consequentemente resulta
numa absor¢ao em maior energia. Estes dados estdo em concordancia com os obtidos por
compostos analogos binucleares de Fe"Zn"! (CAMARGO et al., 2018; LANZNASTER et al.,
2005; PEREIRA et al., 2019; SILVA et al., 2017).

Uma pequena mudanga ¢ observada no coeficiente de absorc¢ao entre os complexos (2)
e (3), em acetonitrila. Apesar de ndo ter ocorrido um deslocamento significativo na banda de

111

Amax = 530 nm, pode-se inferir que a densidade eletronica sobre o Fe'", no complexo (3), seja

M do complexo (2). Deste modo, o Pd" pode

maior do que a densidade eletronica sobre o Fe
ocasionar um minimo efeito de doagao de elétrons, aumentando a densidade eletronica dos
orbitais d do Fe". Semelhantemente, tal fato também foi observado quando utilizado solvente

acetonitrila/agua (1/1; v/v).
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Figura 24 — Espectros eletronicos do ligante do complexo (4) (1,25 x 10 mol L!) em solucéo de acetonitrila e de
acetonitrila/agua (1/1; v/v)
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Fonte: O autor.

O complexo (4) em solucdo de acetonitrila e de acetonitrila/agua (1/1; v/v) (Figura 24),
em comparagio com o complexo Fe'Zn""L2-et (Tabela 11) (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017),
apresentou uma banda intensa em Amax = 292 nm (g = 19.968 L mol! cm™), atribuidas a
transi¢cdes intraligantes nos anéis de piridina e fendlicos (GABER; MISKOWSKI; SPIRO,
1974). Uma banda de transi¢do eletronica, em Amax = 496 nm (g = 4.462 L mol! cm™), foi

atribuida a TCLM do tipo px dos grupos fenolato para os orbitais dx+ do ion Fe'"

sendo que, em
comparagdio ao complexo binuclear Fe"Zn"L?-et (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017), um
deslocamento hipsocromico (=30 nm) foi observado. Acredita-se que a ligagdo intermolecular
Fe'-;.-OH-Fe"no complexo (4) e em compostos similares causem o deslocamento, das bandas
de absorc¢do eletronica, para maiores energias (400-500 nm) em decorréncia do aumento das
interacdes das ligagdes m entre os dtomos de Fe!' e oxigénio da ponte u-OH (BOUDALIS et
al.,2007; REEM et al., 1989; WERNER et al., 2001).

As bandas correspondentes das transigdes d-d para os complexos (2), (3) e (4) ndo

foram observadas. Isto ocorre pois em um campo cristalino octaédrico os ions Fe!

, alto spin,
mostram bandas de transi¢des d-d muito fracas pois todas as transi¢des sao proibidas por spin
(HUHEEY et al., 2013). Além disto, estas bandas sdo encobertas pela banda de TCLM que

ocorre entre 500 e 600 nm.
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Tabela 11 — Dados de espectroscopia na regiio do ultravioleta e visivel para o complexos (4) e Fe'"Zn"L?-et
(SILVA, 2017; SILVA et al., 2017)

Amax nm (g5 L mol! cm™)

CH;CN CH3CN/H20 (1/1; viv)
258 (35.888) 258 (25.539)
Fe"Zn"L2-et 291 (25.620) 291 (18.715)
501 (1.619) 490 (1.304)
@ 295 (18.837) 292 (19.968)
500 (4.570) 496 (4.462)

Fonte: O autor.

4.2.7 Titulacdo potenciométrica e espectrofotométrica

Os estudos de titulagdo potenciométrica dos complexos (1), (2) e (3) foram realizados
em solucao de CH3;CN/H>O (1/1; v/v) para se igualar as condi¢gdes utilizadas nos experimentos
cinéticos assegurando, assim, estar se tratando das mesmas espécies quando em solugdo. Para
realizar uma comparacdo direta com os resultados obtidos para o complexo binuclear
Fe'"Zn"L2-et (SILVA, 2017; SILVA et al, 2017), optou-se por realizar a titulagdo
espectrofotométrica para o complexo (4). Os objetivos destes experimentos foram determinar
os valores de pKa para as moléculas de 4gua coordenadas aos centros metalicos e as possiveis
espécies presentes em solucdo. Os resultados obtidos estao contidos na Tabela 12.

Uma proposta para os equilibrios observados em solugdo para o complexo (1) pode ser
vista na Figura 25. Devido a labilidade dos cloretos ligados ao Pd", os quais podem ser
hidrolisados gerando aquo-complexo, sugere-se que o pKai € 0 pKa> refiram-se a desprotonagao

de duas moléculas de 4gua coordenada a este metal.

Tabela 12 — Valores de pK. correspondentes a desprotonagdo de moléculas de agua coordenadas, para os
complexos (1), (2) e (3)

Complexo
@ 2 3
pKar 3,95+£0,18 5,04 £0,12 4,05 £ 0,05
pKa 8,29 £0,22 6,38 £ 0,17 4,80 £0,15
pKas 9,35+0,11 8,32 +£0,08 5,79 £ 0,23
pKas 10,24 +£ 0,28 9,08 +£0,21 7,98 £ 0,06
pKas 10,98 £ 0,15 8,44+ 0,19
pKas 9,18 +0,20

Fonte: O autor.

Os valores de pKai e pKa> foram de 3,95 e 8,29, respectivamente, e sdo relativamente
inferiores aos valores correspondentes de complexos similares de Pd" (Tabela 13). Isto pode

ser atribuido ao aumento de carga positiva no ion Pd", devido ao carater indutivo negativo de
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elétrons dos anéis piridinicos coordenados ao metal quando comparados, por exemplo, ao
complexos com 1,2-etilenodiamina e 1,2-diaminopropano (SHEHATA, 2001). Para o pKas,em
9,35, foi atribuido a desprotonagdo da amina secundaria presente no complexo (1) e esta de
acordo com os valores para aminas em solucao (COX, 2013). Para os grupos fenol livres, pode-
se atribuir os valores de pKas = 10,24 e pK,s = 10,98 (AKTAS; SANLI; PEKCAN, 2006). O

diagrama de distribui¢do de espécies para o complexo (1) esta disposto na Figura 26.

Tabela 13 — Comparacdo de valores de pK, de desprotona¢do de moléculas de 4gua coordenadas ao Pd™ no
complexo (1) com o de sistemas similares

pKa pKa Referéncia
[Pd(en)(H20),)* 5,6 7,3 (HOHMANN; VAN ELDIK, 1990)
[Pd(dap)(H,0).]* 5,62 9,35 (SHOUKRY et al., 1999)
[Pd(pic)(H,0)]* 4,43 8,64 (RAU; SHOUKRY; VAN ELDIK, 1997)
[Pd(2,2-bipy)(H,0)2]* 3,91 8,39 (SHEHATA, 2001)
1) 3,95 8,29 Este trabalho

Fonte: O autor.
en, dap, pic e 2,2-bipy representam a 1,2-etilenodiamina, 1,2-diaminopropano, 2-(aminometil)piridina e 2,2’-
bipiridina, respectivamente.

Figura 25 — Proposta para os equilibrios ¢ espécies (A-G) observados no complexo (1) em solu¢do CH3CN/H,O

(1/1; v/v) I=0,1 mol L' (KCl) a 25 °c
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Fonte: O autor.
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Figura 26 — Diagrama de distribui¢ao de espécies em fung¢do do pH para o complexo (1).
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Fonte: O autor.
Nota: As estruturas das espécies B-G podem ser observadas na Figura 25.

Para o complexo (2), segundo o esquema apresentado na Figura 27, inicialmente ¢é
observado a liberagdo de uma das pontes acetato e coordenacdo de uma molécula de d4gua em

I

cada centro metalico Fe'' e Zn'". Deste modo, o primeiro pK, pode ser atribuido a desprotonagdo

de uma molécula de 4gua coordenada ao Fe'"

. Em seguida, ocorre a liberag¢do da segunda ponte
u-OAc e a consequente formacao de uma ponte ¢-OH, proveniente de uma molécula de agua
desprotonada presente no meio reacional. Esta espécie pode ser considerada a espécie ativa em
solucdo frente aos testes de reatividade com o substrato 2,4-BDNPP. O terceiro pK. pode ser
atribuido a desprotonacio da molécula de 4gua ligada ao ion metalico Zn"" (pKa3 = 8,32) e, por
ultimo, foi observado um pK, em 9,08 atribuido a protonagao/desprotonacdo da amina

secundaria.



77

Figura 27 — Proposta para os equilibrios e espécies (A-F) observados no complexo (2) em solugdo CH3CN/H,O
(1/1; v/v). 1=0,1 mol L' (KCI) a 25 °C
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Fonte: O autor.

Uma proposta para os equilibrios observados em solucdo para o complexo (3) pode ser
observada na Figura 28. Do mesmo modo que ocorre no complexo (2), sugere-se que
inicialmente, apenas uma das pontes ¢-OAc ¢ hidrolisada, formando a espécie B. Observa-se o
primeiro pKa em 4,05, atribuido a desprotonagdo de uma molécula de 4gua coordenada ao Pd".
O pKa corresponde a desprotonagdo de uma molécula de 4gua ligada ao ion Fe', com a
formagado da espécie D. O terceiro é observado em 5,79, atribuido a desprotonagao de uma
molécula de agua para a formagado da ponte 4-OH, imediatamente ap6s a saida da segunda ponte
acetato, correspondendo a espécie E ativa frente a hidrélise do substrato modelo 2,4-BDNPP.
A quarta constante de dissocia¢do (pKas = 7,98), corresponde a desprotonagao da outra molécula
de 4gua ligada ao Zn", onde a espécie F é formada. Por fim, o pKas € 0 pKas correspondem,

respectivamente, a desprotonagio da segunda molécula de 4gua ligada ao Pd" e 4 desprotonagio

da amina secundaria.
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Figura 28 — Proposta para os equilibrios ¢ espécies (A-H) observados no complexo (3) em solu¢do CH3CN/H,O
(1/1; v/v). 1=0,1 mol L' (KCI) a 25 °C

Fonte: O autor.

Para os complexos (2) e (3), os valores dos pKa. encontrados para a molécula de agua
ligada ao Fe'! (5,04 e 4,80, respectivamente) sio semelhantes aos valores obtidos para sistemas
similares ja reportados na literatura (Tabela 14). O menor valor deste pK, para o complexo (3),

" corroborando com o

em relacdo ao (2), indica um aumento na acidez da dgua ligada ao Fe
comportamento observado pela espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel e na
eletroquimica. Deste modo, este aumento de acidez desloca a banda do tipo TCLM para
comprimento de onda menor e altera o potencial redox Fe'''/Fe!!, provocando um deslocamento
anddico de 0,048 V (ver Secdo 4.2.9). Outra explicacdo relevante no maior valor do pKa da

4gua ligada ao Fe'!

para o complexo (2) estd no fato de 0 mesmo possuir um ligante pendente
com grupos piridinicos livres. Wall et al. (1999) notaram que o nitrogénio da piridina tende a
aumentar o valor de pK,. da molécula de dgua ligada ao metal, devido ao fato de agir como

receptor de ligacao de hidrogénio.
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Tabela 14 — Comparacio de valores de pKa de desprotonagdo de moléculas de d4gua coordenadas ao Fe'' e a0 Zn""
dos complexos (2) e (3) com o de sistemas similares
pK, Fe'-OH, pK, Zn"-OH, Referéncia
g; izgg g:gé Este trabalho
FeZn(enzima) 5,4 7,1 (MERKX; AVERILL, 1998)
[Fe!(.-OH)Zn"(L1)] 5,07 8,21 (PIOVEZAN et al., 2010)
[Fe""Zn"(4-OH)(H,0)L-NO,] 50 8,3 (PERALTA et al., 2010)
[Fe""Zn"(4-OH)(H,0)L-CHs] 5,5 8,7 (PERALTA et al., 2010)
[(OH)Fe"(u-OH)Zn"(H,0)(L bpea—amig)] 5,67 8,06 (PEREIRA et al., 2019)
[(OH)Fe(1i-OH)Zn"(H,0)(L bpea—apur)] 6,06 7.43 (PEREIRA ef al., 2019)
FeZnLAB 4,08 7,61 (CAMARGO et al., 2018)
FeZnLP1 421 6.85 (CAMARGO et al., 2018)
[Fe""Zn'(BPBPMP)(4-OAc)] 4,86 7,22 (LANZNASTER ef al., 2002)

L1 = H,L!: 2-bis[ {(2-piridilmetil)aminometil }-6- {(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil) } aminometil]-4-metil fenol
L-NO, = H,L-NOj: 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-piridilmetil)(2-hidroxi-5-nitrobenzil)
aminometil]fenol

L-CH3 = H,L-CHj3: 2-[N-bis-(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[ NO-(2-piridilmetil)(2-hidroxi-5-metilbenzil)
aminometil]phenol

Libpea—amig = H,Lbpea-amig: 2-(3-(((3-((bis(2-(piridin-2-il)etil)amino)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzil)(piridina
2-ilmetil)amino)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzilideno) hidrazinacarboximidamida

Libpea—apur = H,L bpea-apur: 2-((2-(9H-purin-6-ilamino)etilamino)metil)-6-(((3-((bis(2-(piridin-2-il)etil)amino
)metil)-2-hidroxi-5-metilbenzil)(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol

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

LP1 = H,LPI: 2-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino]metil}-6-{[({2-hidroxi-5-metil-3-[({4-[(piren-1-ilmetil)amino]
butil}amino)metil|fenil} metil)(piridin-2-ilmetil)amino]metil } -4-metilfenol

BPBPMP = H,BPBPMP: 2-bis[ {(2-piridilmetil)-aminometil } -6- {(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil) } -aminometil]-
4-metilphenol

A determinagdo dos valores das constantes de desprotonagdo (pKa) das moléculas de
agua coordenadas aos centros metalicos para o complexo (4) também foi realizada através do
método espectrofotométrico na regido do ultravioleta e visivel em solu¢do de CH3;CN/HO (1/1;
v/v), para realizar uma comparagao direta com os resultados obtidos para o complexo binuclear
Fe'"Zn""L2-et (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017). A partir da variacdo do espectro eletronico

para o complexo (4) (Figura 29) foi possivel obter dois valores de pKa.

Figura 29 — Titulagdo espectrofotométrica do complexo (4) nas faixas de pH de 3,5-5,5 (a) e 5,5-8,5 (b). Adi¢des
de 0,1 mol L' de solugio de NaOH em uma solugiio do complexo (4) em CH;CN/H,O (1/1; v/v) com I = 0,1 mol
L' (KC)). [4] =5,4 x 10* mol L"!
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Uma proposta para os equilibrios observados em solugdo para o complexo (4) pode ser
observada na Figura 30. Sugere-se que inicialmente, a ponte x#-OH entre os dois centros de Fe'!!
¢ hidrolisada, formando a espécie [(H20)Zn"(u-OH)Fe"(OH,)-(HO)Fe'''(4-OH)Zn"(OHy)].
Em pH 4,52 observa-se o primeiro pK,, correspondente a desprotonagcdo de uma molécula de
dgua coordenada ao Fe', formando a espécie [(H.0)Zn"(u-OH)Fe(OH)-(HO)Fe™(u-
OH)Zn"(OH,)]. O aumento do valor deste pKa,, em relagdo ao complexo binuclear Fe"'Zn''L2-
et (pKa1 = 4,15) (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017), pode estar relacionado com um possivel

M geria entdo

acoplamento do tipo antiferromagnético entre os Fe''-Fe'!, onde a acidez do ion Fe
diminuida. O segundo pKa.> pode ser atribuido a desprotonacdo de uma molécula de agua
coordenada ao Zn' em pH 6,96, onde ¢ formada a espécie [(HO)Zn"(u-OH)Fe'(OH)-

(HO)Fe"(4-OH)Zn"(OH.)].

Figura 30 — Proposta para os equilibrios ¢ espécies (A-D) observados no complexo (4) em solu¢do CH3CN/H,O
(1/1; v/v). 1=0,1 mol L' (KCI) 425 °C
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Fonte: O autor.

Analisando os resultados obtidos pelas titulagdes potenciométrica ((2) ¢ (3)) e
espectrofotométrica (4), foi possivel inferir que estes complexos possuem grupos hidroxila para
atuar como nucleo6filos em condi¢des brandas de pH (4 a 9). Os valores encontrados a

desprotonacdo de uma molécula de 4gua ligada ao ion Fe'

encontram-se dentro do esperado
para complexos similares ja descritos na literatura, onde a variagdo de grupos substituintes
ligados ao fenolato terminal alteram de forma consideravel o valor da constante. Para os valores
de pKa correspondentes a desprotonacio da outra molécula de 4gua ligada ao Zn',
apresentaram-se consideravelmente mais acidos. Esta diminui¢do nos valores € consistente com
efeitos de segunda esfera de coordenacdo, como relatado anteriormente, em que os autores
justificam que a presenga dos grupos amino carregados (protonados) afetam a constante de
protonagao do ion divalente (CAMARGO et al., 2018; DE SOUZA et al., 2015; PEREIRA et

al., 2019; SILVA, 2017; SILVA et al., 2017).
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No presente estudo, acreditamos que a influéncia de segunda esfera de coordenagdo
deve-se ndo a presenca de aminas protonadas e sim, pela influéncia de um terceiro metal da
segunda esfera de coordenacdo do complexo. Isto pode ser evidenciado ao compararmos os
valores de pKa, correspondentes a desprotonacdo da molécula de dgua ligada ao Zn", entre os
complexos (2) e (3). Deste modo, a presenga do metal Pd", na segunda esfera de coordenagio,
diminui significativamente a acidez do Zn".. O mesmo ¢ observado pela presenca de um terceiro
Zn" no complexo pentanuclear (4), em comparagio ao complexo binuclear Fe'"Zn!'L?-et)

(SILVA, 2017; SILVA et al., 2017).

4.2.8 Condutimetria

As medidas de condutividade molar (Awm) para os complexos (2) e (3) foram efetuadas
em solucdes recém preparadas em acetonitrila espectroscopica com concentragdes 1,0 x 1073
mol L' a 25 °C. Foram encontrados os valores de condutividade molar de 159 e 157 uS cm’!
aos complexos (2) e (3), respectivamente. Valores de condutividade molar na faixa de 120-160
uS cm! sdo tipicos de solugdes de eletrolito 1:1 em acetonitrila a 25 °C e em concentragio 1,0
x 10 mol L'! (GEARY, 1971). O complexo (1) apresentou valor de condutividade molar de 9
uS cm! indicando que se comporta como um nio eletrélito.

Deste modo, pode-se constatar que os complexos (2) e (3) apresentam-se como cations
complexos monovalentes (carga liquida 1+) e um anion perclorato como contra-ion. Esta
analise foi fundamental para a comprovagao da desprotonagdo dos anéis aromaticos dos grupos
fenolicos terminais, também confirmado pela espectroscopia na regido do infravermelho (vide
secdo 4.2.3) e pelas analises elementares de CHN (Seg¢do 4.2.4).

Para o complexo (4) ndo foi possivel obter uma resposta conclusiva, devido a
possibilidade de mistura de espécies protonada e desprotonada, mesmo o meio sendo em

solvente aprotico.

4.2.9 Eletroquimica

O comportamento eletroquimico dos complexos (1), (2), (3) e (4) foi investigado por
voltametria de onda quadrada. Os voltamogramas de onda quadrada para os complexos foram
obtidos em solucao de acetonitrila. Apesar da alteracao de diversos parametros, nao foi possivel

obter respostas eletroquimicas razoaveis utilizando solvente em condi¢des de reatividade
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(acetonitrila/agua (1/1; v/v)) e nem utilizando a técnica de voltametria ciclica, para os
complexos aqui estudados.

Os processos eletroquimicos observados referem-se a redugdo dos ions Fe''l ¢ Pd",
uma vez que o ion Zn" ¢ inativo eletroquimicamente na faixa de potencial utilizada. Os
voltamogramas dos complexos (1), (2) e (3) sdo apresentados na Figura 31, e o do complexo
(4) ¢ apresentado na Figura 32. Todos os potenciais redox estdo resumidos na Tabela 15. Os
valores foram referenciados ao eletrodo normal de hidrogénio, para permitir a comparagao entre
os potenciais determinados em meio organico e aquoso, a partir do uso do padrao interno

ferroceno (Ei2 = 0,400 V vs NHE) (GAGNE; KOVAL; LISENSKY, 1980).

Tabela 15 — Potenciais redox (em V, relativo ao padrdo interno NHE determinados através de voltametria de onda
quadrada para os complexos (1), (2), (3) e (4) em solugiio de acetonitrila e 0,1 mol L' de n-BusNPFs como eletrolito
suporte

E (V) vs NHE
Complexo
Ep! Epa! Epc’ Epa’
(1 - -980
2) -496 -492
3) -446 -994
(4) -472 -466 -964 -964

Fonte: O autor.

O voltamograma de onda quadrada do complexo (1), mostra a presenca de um processo
redox irreversivel. No potencial de -0,980 V vs NHE (-1,380 V vs Fc'/Fc) aparece uma tinica
onda catddica irreversivel, relacionada ao processo de redugio do tipo Pd" + ¢~ = Pd'. Este
valor esta de acordo com o determinado para o complexo [(bipy)PdClz] (-1,320 V vs Fc'/Fc)
(ZVIRZDINAITE et al., 2017), apresentando um deslocamento catodico de 0,060 V vs ENH.
Este comportamento pode ser explicado pela presenga do substituinte metil na posicao para ao
nitrogénio bipiridina, que realiza um efeito indutivo positivo ao metal paladio dificultando,
portanto, o processo de reducdo. Efeito semelhante foi observado na variagdo de substituinte na
posi¢do para ao oxigénio fendlico terminal do complexo [Fe'''(u-OH)Zn"(L-R)] (R = -CHj, -
H, -Br, -NO»). Assim, o efeito indutivo positivo exercido pelo substituinte metila resultou em

uma maior estabiliza¢io do estado de oxidagdo 3+ do centro Fe'! (PERALTA et al., 2010).
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Figura 31 — Voltamogramas de onda quadrada para os complexos (1), (2) € (3) ([(1), (2) e (3)] = 1.0 x 10* mol L~
1 em solugdo de acetonitrila € 0,1 mol L! de n-BusNPFg como eletrélito suporte

—m

i(pA)
(=)

Fonte: O autor.

Nota: Eletrodo de trabalho: eletrodo de carbono vitreo; eletrodo auxiliar: fio de platina; eletrodo de referéncia:
Ag/AgCl; passo de varredura: 4 mV; amplitude: 25 mV; frequéncia: 15 Hz. O par Fc*/Fc foi utilizado como
padrdo interno para todos os experimentos.

Para o complexo (2) foi observado apenas um processo redox quasi-reversivel, que
pode ser atribuido a transferéncia de um elétron do par redox Fe''Zn"/Fe''Zn!". Este valor esta
de acordo com o processo redox do par Fe""™™"/Fe™™M" observado em complexos andlogos para
Fe"zZn"/Fe"Zn" ([Fe"Zn'(BPBPMP)(u-OAc)2]", -0,910 V vs Fc'/Fc)(LANZNASTER et al.,
2002) e Fe"Mn'/Fe"Mn"! ([Fe""Mn'(BPBPMP)(u-OAc):]", -0,870 V vs Fc'/Fc) (KARSTEN
et al., 2002). A presenca de pontes adicionais u-OAc pode alterar o potencial redox e provocar
um deslocamento catddico dos potenciais de redugdo pois, com a diminui¢ao da densidade

M h4 maior dificuldade na retirada de elétron do mesmo, aumentando

eletronica sobre o ion Fe
o seu carater acido. Isto ndo ¢ verificado em complexos analogos contendo ponte u-OH que
tendem a potenciais anddicos, tais como os complexos [Fe'(u-OH)Zn"(bpbpmpCH3)]** (-
0,197 vs ENH) (PERALTA et al., 2010) e Fe'"'(u-OH)Zn"(pysmff)]** (JOVITO, 2010).

O voltamograma de onda quadrada do complexo (3) (Figura 31), mostra a presenca de
dois processos redox irreversiveis. O potencial de -0,446 V vs ENH (-0,846 V vs Fc'/Fc) para
o primeiro processo redox observado, ¢ deslocado anodicamente (0,048 V), quando comparado
com o potencial redox do complexo (2). Esta observacao esta de acordo com os dados obtidos
pela espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (Secdo 4.2.6), a qual mostrou um
deslocamento da banda do tipo TCLM dos orbitais pr dos grupos fenolato para os orbitais d+
do ion Fe', para comprimento de onda menor. Em -0,994 V vs ENH (-1,394 V vs Fc'/Fc)

aparece o segundo potencial, relacionada ao processo de reducio do tipo Pd" + e = Pd!. Valor

em acordo com o determinado para o complexo (1) e o complexo [(bipy)PdCl,] (Tabela 15).



84

Embora os ambientes de primeira esfera de coordenagdo sejam idénticos para os
complexos (2) e (3), os potenciais para a reducdo do par Fe''/Fe!! encontrados diferem entre si
significativamente. A presenca do Pd", na segunda esfera de coordenacdo, pode ter interferido

M mudando

consideravelmente na interacdo com a molécula de 4gua terminal ligada ao ion Fe
a densidade eletronica de modo a diferenciar os potenciais eletroquimicos.

Para o complexo (4), dois processos redox gquasi-reversiveis sdo observados no
voltamograma de onda quadrada (Figura 32): E12! = -0.468 e E1>=-0.964 V vs ENH (-1,364
V vs Fc'/Fc) que podem ser atribuidos aos pares redox Fe''Fe''Zns!/Fe''Fe"Zns" e
Fe'"Fe'"Zn;'"/Fe'Fe''Zn;", respectivamente. Estes valores sdo similares ao obtidos para os
complexos de Fe;"! com o ligante BBPMP, os quais apresentaram valores essencialmente
idénticos com Ei' = -0.570 e E1»?=-1,150 V vs Fc'/Fc (NEVES et al., 1995). Assim, pode-
se inferir que em solucdo pura de acetonitrila a unidade estrutural [Fe(u-OH)Fe'] seja
mantida conforme observado na estrutura de raios X do complexo (4). No entanto, deve-se
enfatizar aqui que o comportamento eletroquimico de (4) se torna muito mais dificil de
interpretar quando voltamogramas de onda quadrada sdo obtidos em solu¢do de CH3;CN/H0O

(n2o mostrado), provavelmente devido aos equilibrios propostos na Figura 30 (Sec¢do 4.2.7, p.

80).

Figura 32 — Voltamogramas de onda quadrada para o complexo (4) ([(4)] = 1,0 x 10* mol L) em solugdo de
acetonitrila e 0,1 mol L' de n-BusNPFs como eletrélito suporte. O par Fc'/Fc foi utilizado como padrio interno
para todos os experimentos
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Fonte: O autor.

Nota: Eletrodo de trabalho: eletrodo de carbono vitreo; eletrodo auxiliar: fio de platina; eletrodo de referéncia:
Ag/AgCl; passo de varredura: 4 mV; amplitude: 25 mV; frequéncia: 15 Hz. O par Fc*/Fc foi utilizado como
padrao interno para todos os experimentos.
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4.3 ESTUDO DE REATIVIDADE

Tendo sido devidamente caracterizados e com a especiacao discutida, ¢ importante
notar que os complexos (2), (3) e (4) possuem os recursos necessarios para o desenvolvimento
de biomiméticos das PAPs: (i) moléculas de agua labeis para coordenar o substrato e fornecer
uma molécula de H>O ou OH™ como nucleofilos e, (ii) um baixo valor de pKa. para molécula de

H>0 coordenada ao centro de Fe!

, gerando um bom nucledfilo sob condi¢des brandas de pH
(PERALTA et al., 2010). Esta tltima caracteristica estd presente nestes trés complexos sendo
que, nos complexos (3) e (4), ela é fortemente influenciada pelos metais adicionais na segunda
esfera de coordenagdo, como observado nos valores obtidos de pK, (Secdo 4.2.7).

Os complexos (2), (3) e (4) foram testados quanto as suas propriedades cataliticas
como hidrolases sintéticas, envolvendo o substrato modelo bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-
BDNPP) (BUNTON; FARBER, 1969). Para o complexo (1), foi avaliado o efeito de pH na
hidrolise do substrato 2,4-BDNPP e, como resultado, ndo foi observado nenhuma atividade
catalitica, Deste modo, nenhum estudo adicional de reatividade foi realizado para o mesmo.

A atividade catalitica dos complexos (2), (3) e (4) foi avaliada sob condi¢des de
excesso de substrato a 25 °C. Para obten¢ao dos parametros cinéticos utilizou-se o método das
velocidades iniciais (PISZKIEWICZ, 1977). As reagdes foram monitoradas por método
espectrofotométrico a partir da conversao do 2,4-BDNPP ao ion 2,4-dinitrofenolato (2,4-DNP)
como produto, conforme ilustrado na Figura 33, pelo acompanhamento do incremento da

absorbancia em 400 nm (BATISTA et al., 2003; PERALTA et al., 2010).

Figura 33 — Esquema ilustrativo para a reag@o hidrolitica do substrato modelo 2,4-BDNPP catalisada pelos
complexos (2), (3) ¢ (4).

O,N NO, O,N NO,
Q Complexo Q
L\ 0 O L| o 0
o~ \O' o~ \0, +
) NO, ) NO

A concentracao de 2,4-DNP foi calculada com base nos valores obtidos de absorbancia

Fonte: O autor.

e do coeficiente de absor¢io em cada pH (pH’s/g400 nm, mol L' ecm™: 3,5/2.125; 4,0/3.410;
4,5/7.180; 5,0/10.080; 5,5/11.400; 6,0/12.000; 6,5-10,0/12.100) (BATISTA et al., 2003;
PERALTA et al., 2010). A contribuicdo devido a hidrdlise ndo catalisada do substrato foi
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compensada através da diferenca direta de uma reacao sob condigdes idénticas na auséncia do

catalisador.
4.3.1 Efeito do pH na hidrolise do 2,4-BDNPP

O primeiro estudo de reatividade realizado com os complexos (2), (3) e (4) foi verificar
o efeito do pH na atividade catalitica. Estes experimentos sdo importantes nao so para analisar
o pH no qual a atividade ¢ maxima, mas também no sentido de discutir a especiagdo do sistema
na catalise. As velocidades iniciais da atividade catalitica dos complexos para a hidrolise do
substrato 2,4-BDNPP mostrou uma forte dependéncia de pH. Os graficos gerados pelas
variagoes das velocidades iniciais (Vo) em fun¢do do pH (Figuras 34, 35 e 36) forneceram
curvas em forma de “sino” para todos os complexos e com atividade maxima em pH 7,0. Esse
comportamento ¢ semelhante aos resultados relatados anteriormente para outros complexos
analogos de Fe"Zn" (CAMARGO et al., 2018; LANZNASTER et al., 2002; MITIC et al.,
2006; PERALTA et al., 2010; PEREIRA ef al., 2019; SILVA et al., 2017) e para as enzimas
equivalentes (BECK et al., 1986; MITIC et al., 2006; PEDROSO, MARCELO M. et al., 2016;
SELLECK et al., 2017).

Figura 34 — Dependéncia das velocidades iniciais em fungdo do pH na reacdo de hidrélise do 2,4-BDNPP
catalisada pelo complexo (2) [(2)]finat = 2%107 mol L, [2,4-BDNPP]gya = 2x1072 mol L', [tampdes 4,0-10,5] a1
= 0,05 mol L' em solugdo de CH;CN/H,O (1/1; v/v) a 25 °C (linha pontilhada). As distribui¢des das espécies
correspondentes sao mostradas em linhas s6lidas

% espécies
V, x 107 (mol L s™)

Fonte: O autor.
Nota: As estruturas das espécies B-F podem ser observadas na Figura 27 — p. 77.
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Figura 35 — Dependéncia das velocidades iniciais em fungdo do pH na reag¢do de hidrélise do 2,4-BDNPP
catalisada pelo complexo (3) [(3)]finat = 2%107> mol L, [2,4-BDNPP]ga = 2x1073 mol L', [tampdes 4,0-10,5]fina1
= 0,05 mol L! em solugdo de CH3CN/H,O (1/1; v/v) a 25 °C (linha pontilhada). As distribui¢des das espécies
correspondentes sao mostradas em linhas s6lidas
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Fonte: O autor.
Nota: As estruturas das espécies B-H podem ser observadas na Figura 28 — p. 78.

Figura 36 — Dependéncia das velocidades iniciais em fungdo do pH na rea¢do de hidrélise do 2,4-BDNPP
catalisada pelo complexo (4) [(4)]finat = 2X107 mol L', [2,4-BDNPP]na = 2x1073 mol L™, [tampdes 4,0-10,5] final
= 0,05 mol L' em solugdo de CH3CN/H,O (1/1; v/v) a 25 °C (linha pontilhada). As distribui¢cdes das espécies
correspondentes sdo mostradas em linhas s6lidas
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Fonte: O autor.
Nota: As estruturas das espécies B-D podem ser observadas na Figura 30 — p. 80.

Estes resultados e os propostos na Secdo 4.2.7 sdo indicativos de que, para os

complexos estudados, a espécie ativa contém, em solugdio, uma molécula de dgua ligada ao Zn"!

111

e um ion hidréxido ligado ao metal Fe'™, ou seja, a velocidade da reacao ¢ maxima no pH onde

prevalece a maior concentragdo da espécie {(HO)Fe"(4-OH)Zn"(OH,)}. Em pH entre 4 ¢ 6,5
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ocorre a formagio do ion hidréxido ligado ao Fe'!

, responsavel pelo ataque nucleofilico, o que
se reflete no aumento do valor de Vo. Em pH alcalino, ocorre a desprotonagao da molécula de
dgua do Zn" gerando a espécie completamente desprotonada [(HO)Fe"(4-OH)Zn"(OH)], o que
dificulta a coordenac¢do do substrato devido a labilidade do hidroxido em relagdo a agua.

Os dados obtidos foram ajustados de acordo com a Equacao 1 (KANTACHA ef al.,
2011) e os valores de pKa cinéticos obtidos a partir deste ajuste estdo resumidos na Tabela 16.
Para os complexos (2) e (3) o primeiro pK, cinético pode ser atribuido a desprotonagdo da

1

molécula de 4gua ligada ao ion Fe™, gerando o nucleofilo responsavel pelo ataque ao atomo de

fosforo do substrato modelo 2,4-BDNPP. O segundo pK, cinético se refere a desprotonagao da
molécula de agua ligada ao Zn'".. O aumento no pK, cinético, em relagdo ao potenciométrico,

pode ser justificado pela menor influéncia do grupo lateral pendente sobre a molécula de 4gua

coordenada ao Fe'l’,

1+ )/Kaz
[H*]
[H*] K, Equagao 1

1+ 55—+ %5
Kal [H+]

V:VO

Tabela 16 — Correlagdo entre os valores de pK, cinéticos e pKa potenciométricos para os complexos (2) e (3). As

constantes com indices subscritos 1 e 2 refletem a coordena¢io da molécula de 4gua ao Fe e ao Zn',
respectivamente
pKal pKaZ pKal pKaZ
Complexo Cinético Potenciométrico
2) 5,42 +0,21 8,55+0,15 5,04 +0,12 8,32 +0,08
3) 5.15+0.27 8,18 0,19 4,80+0,15 7,98 + 0,06

Fonte: O autor.

A diminuicao do valor do pKai cinético do complexo (4) em relagdo ao complexo
binuclear Fe™Zn""L2-et [11,21], pode estar relacionado com a possibilidade de ndo ocorrer mais

Il seria

o acoplamento do tipo antiferromagnético entre os Fe''-Fe''', onde a acidez do ion Fe
entdo aumentada. Os valores encontrados de pKa cinéticos do complexo (4) estdo sumarizados
na Tabela 17 e, o distribuicdo de espécies mostrada na Figura 36, reforcam a ideia de que o
comportamento do complexo pentanuclear ¢ semelhante ao de complexos binucleares de

F eIH ZnH
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Tabela 17 — Correlagio entre os valores de pK, cinéticos e pK, potenciométricos para os complexos Fe''Zn"[2-et

e (4). As constantes com indices subscritos 1 e 2 refletem a coordenagdo da molécula de dgua ao Fe' e ao Zn'!
respectivamente

pKal pKaZ pKa] pKaZ

Complexo Cinético Espectrofotométrico
Fe"Zn"L2-et (SILVA et al., 2017) 5,95 + 0,09 7,81 £ 0,06 4,15+ 0,03 7,3140,06
4) 4,88 £0,27 7,57+0,21 4,52 £0,15 6,96 £ 0,12

4.3.2 Efeito da concentrac¢ao do substrato na hidrdlise do 2,4-BDNPP

A avaliagdo do efeito da concentracao do substrato 2,4-BDNPP, sobre a velocidade na
reagao de hidrolise, promovida pelos complexos (2) e (3) foi investigada nos valores de pH 5,5
a 9,0. Para o complexo (4), somente foi avaliado o efeito da concentracao do substrato em pH
7,0. As Figura 37 e 38 apresentam a dependéncia da velocidade da reacdo de hidrolise em
funcdo de cada pH e da variacdo da concentracdo do substrato 2,4-BDNPP catalisada pelos
complexos (2) e (3), respectivamente. A curva de dependéncia da velocidade da reacao de
hidrodlise na variagdo da concentragdo do substrato 2,4-BDNPP catalisada pelo complexo (4)

pode ser observada na Figura 39.

Figura 37 — Curvas da dependéncia da velocidade da reagdo de hidrdlise, em diversos valores de Ph (5,5 — 9,0),
em fungdo da variacdo da concentragdo do substrato 2,4-BDNPP (a) e dependéncia da eficiéncia catalitica
(kea/Km) obtida em cada valor de pH (5,5 — 9,0) para o complexo (2) (b)
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Fonte: O autor.
Condigdes: solugio CH3CN/H,0 (1/1; v/v); [(2)] = 1,8 x 10° mol L!; [2,4-BDNPP] = 0,12 a 6,74 x 10~ mol L!;

[tampdo] = 0,05 mol L' (MES pH 5,5 — 6,5; HEPES pH 7,0 — 8,0 e CHES pH 9,0); I = 0,05 mol L' (LiCIO4) a 25
°C.
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Figura 38 — Curvas da dependéncia da velocidade da reagdo de hidrélise, em diversos valores de pH (5,5 — 9,0),
em funcdo da variag@o da concentracdo do substrato 2,4-BDNPP (a) e dependéncia da eficiéncia catalitica (kca/ Km)
obtida em cada valor de pH (5,5 — 9,0) para o complexo (3) (b)
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Fonte: O autor.

Condigdes: solugdo CH3CN/H,0 (1/1; v/v); [(3)] = 1,8 x 10° mol L™'; [2,4-BDNPP] = 0,12 a 6,74 x 10 mol L!;
[tampdo] = 0,05 mol L' (MES pH 5,5 — 6,5; HEPES pH 7,0 — 8,0 e CHES pH 9,0); /= 0,05 mol L' (LiCIO4) a 25
°C.

Figura 39 — Curva da dependéncia da velocidade da reac@o de hidrélise na variagdo da concentragdo do substrato
2,4-BDNPP catalisada pelo complexo (4)

9 -1 -1
V,x10" (molL" s7)

0 1 2 3 4 5
2,4-BDNPP x10” (mol L™)

Fonte: O autor.
Condigdes: solugio CH3;CN/H,O (1/1; v/v); [(4)] = 1,25 x 107 mol L'!; [2,4-BDNPP] = 0,35 a 4,48 x 10~ mol L
I; [tampdo] = 0,05 mol L' (HEPES pH 7,0); I = 0,05 mol L' (LiClO4) a 25 °C.

Para ambos os complexos, pode-se observar que as velocidades iniciais seguem uma
tendéncia de saturacdo com o aumento da concentra¢do do substrato 2,4-BDNPP. Este tipo de
perfil ¢ caracteristico de sistemas enzimaticos, onde ha um pré-equilibrio de associagdo do

catalisador com o substrato (intermediario complexo-substrato).
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Deste modo, o modelo de Michaelis-Menten pdde ser aplicado para os sistemas
testados. Os dados foram ajustados pela equagdo nao-linear de Michaelis-Menten (Equagao 2),
a qual forneceu os parametros cinéticos Km € kcat. A constantes obtidas pelo ajuste da equacao

as curvas ¢ a eficiéncia catalitica estdo listadas na Tabela 18.

[S]

Vo = Vinax ST+ K.
m

Equagdo 2

Conforme se observa na Tabela 18 e nas Figura 37 e 38, fica comprovado que os
complexos (2) e (3) apresentaram atividade maxima em pH 7,0, assim como observado na
analise do efeito do pH na hidrolise do 2,4-BDNPP (Secao 4.3.1). Estes complexos
apresentaram atividade catalitica semelhantes que € ocasionada pela formagao da espécie ativa
em valores proximos de pH, ou seja, resulta numa similaridade na for¢a do nucledfilo nos

complexos (PERALTA et al., 2010).

Tabela 18 — Parametros cinéticos obtidos e calculados na reagdo de hidrolise do 2,4-BDNPP catalisada pelos
complexos (2), (3) e (4)

Complexo pH Vmix x 10° Knx 10° Keat x 10* E = keat/Km
(mol L' s (mol L) (s (L mol'!s™)

5,5 2,19 £0,15 0,26 £ 0,07 1,21 £0,08 0,49 £0,11

6,0 2,78 £ 0,09 0,23 +0,11 1,55+ 0,05 0,67 + 0,05

6,5 2,48 £ 0,12 0,48 + 0,14 1,38 £ 0,07 0,30 £ 0,08

) 7.0 7.01+0,12 0.35 £ 0,03 2.92 +0,05 0.85 + 0,07
7,5 4,10+ 0,21 0,93 +0,19 2,28 £0,12 0,25 + 0,04

8.0 4.95+0.42 1.87 £ 0.48 2.75+0.23 0.15 + 0,03

9,0 7,08 £ 0,26 4,96 + 0,96 3,93+0,15 0,08 + 0,01

5,5 2,78 £0.21 1,32 40,32 1,54 40,11 0,12 + 0,02

6,0 3,34 +£0,12 1,11 £0,08 1,86 £ 0,06 0,17 £0,01

6.5 3.87 £ 0,62 224+ 0,68 2,15+ 0,34 0,10 = 0,01

3) 7,0 9,81 £0,72 0,69 £ 0,16 5,45+ 0,40 0,80 £ 0,12
7,5 4,71 £ 0,02 2,37+0,16 2,62 £0,01 0,11 £0,01

8,0 4,59 + 0,25 3,44+ 0,45 2,55+0,14 0,07 £ 0,01

9,0 5,74+ 0,10 5,04 £0,21 3,19 £ 0,06 0,06 £0,01

4) 7,0 12,2 £ 0,69 9,85 +0,58 8,60 + 0,49 0,09 £0,01

Condigdes: solugdo CH3;CN/H20 (1/1; v/v); [(2)] = [(3)] = 1,8 x 107 mol L!; [(4)] = 1,25 x 107 mol L'!; [2,4-
BDNPP] = 0,12 a 6,74 x 107 mol L!; [tampdo] = 0,05 mol L' (MES pH 5,5 — 6,5; HEPES pH 7,0 — 8,0 ¢ CHES
pH 9,0); 7= 0,05 mol L' (LiClO4) a 25 °C.

Notas: keat = Vmax/[(complexo0)]; E = kca/ K.

Como pode ser observado na Tabela 19, a derivatizacdo do ligante Hopysmff
(PIOVEZAN et al., 2010), através da adigdo do grupo bipiridinico, acarretou em uma

diminui¢do no valor de K quando comparado com o complexo C (Tabela 19). Sendo que, a
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diminui¢do do valor de Ky ¢ um indicativo do aumento da afinidade do substrato pelo
catalisador. O mesmo pode ser observado ao se comparar complexos com cadeia lateral
contendo grupos diaminas. Deste modo, os complexos (2) e (3) contribuem basicamente na
melhoria da afinidade do substrato pelo complexo, como observado nos altos valores da
constante de associacdo, em comparagdo com demais modelos andlogos que abordam a
primeira e segunda esfera de coordenagdo. Um maior valor de (Kass) para o complexo (2), em
comparagdo ao (3), pode ser tentativamente atribuido a presenca do grupo bipiridina livre. A
presenga deste grupo estaria gerando uma regido hidrofobica onde o nucleéfilo teria uma
liberdade maior para fazer o ataque ao atomo de fosforo, o que reflete em um ligeiro aumento
na eficiéncia catalitica. Apesar dessas semelhancas, ¢ possivel notar que o complexo (3)
apresentou uma aceleragao de 3030 vezes, contra 1620 para o complexo (2), frente a velocidade
de hidrélise da reagiio ndo catalisada (knc= 1,8 x 107 s™).

Além disto, um aumento significativo no ke em relagao aos complexos A e B (Tabela
19), indicam um efeito positivo no aumento da atividade catalitica em complexos com efeitos
de segunda esfera de coordenagao. Os menores valores de kca em relacdo ao complexo C pode
ser resultado de um fator organizacional do sistema pela mobilidade da cadeia lateral (DE
SOUZA et al., 2015).

Deste modo, pode-se inferir que o efeito de segunda esfera de coordenagao se torna
mais efetivo quando o complexo contém Pd" coordenado na bipiridina lateral aumentando em,
aproximadamente, 50% na conversdo de reagentes a produtos na reagdo de hidrolise do
substrato modelo 2,4-BDNPP, estando de acordo com o objetivo proposto do trabalho.

Por fim, os maiores valores de Kass para os complexos (2) e (3) em relagdo aos
complexos que nao possuem efeitos de segunda esfera de coordenagao podem ser atribuidos as
estabilizacdes das cargas originadas na hidrélise do substrato por interagdes predominantes do

tipo m-stacking e ligacdes de hidrogénio nos complexos (2) e (3), respectivamente.
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Tabela 19 — Parametros cinéticos obtidos e calculados em fun¢do do pH 6timo na reacdo de hidrélise do 2,4-
BDNPP catalisada pelos complexos (2), (3) e (4).

Complexo pH Vmax X 109 K x 103 keat X 104 E = kcat/ K Kass £ x 103
(mol L' s (mol L) (s (Lmol's")  (mol!'L)
(2) 7,0 7,01 £0,12 0,35+0,03 292+0,05 0,85+0,07 2857 1,62
3) 7,0 9,81+0,72 0,69+0,16 5,45+0,40 0,80+0,12 1449 3,03
A 6,0 0,82 1,6 0,20 1220 0,18
B 6,5 2,22 2,02 0,09 450 1,12
C 7,0 18,5 3,55 9,02 0,25 282 5,01

Condigdes: solugio CH;CN/H20 (1/1; v/v); [(2)] = [(3)] = 1,8 x 10~ mol L''; [2,4-BDNPP] = 0,12 a 6,74 x 107
mol L!; [tampdo] = 0,05 mol L' (MES pH 5,5 — 6,5; HEPES pH 7,0 — 8,0 ¢ CHES pH 9,0); 7 = 0,05 mol L"!
(LiClO4) a 25 °C.

Notas: keat = Vinax/[(complex0)]; E = keat/Kin; Kass = 1/Kmn); £= Keat/kne. Knc = 1,80 x 107 571,

A - FeZnLAB - H.LAB = 2-({[(3-{[(4-aminobutil)amino]metil}-2-hidroxi-5-metilfenil)metil](piridin-2-
ilmetil)amino } metil)-6- {[bis(piridin-2-ilmetil)amino Jmetil} -4-metilfenol (CAMARGO, 2013).

B - FeZnH,LHex - H;LHex = 2-({[(3-{[(6-aminohexil)amino]metil}-2-hidroxi-5-metilfenil)metil](piridin-2-
ilmetil)amino } metil)-6- {[bis(piridin-2-ilmetil)amino Jmetil} -4-metilfenol (HEYING, 2014).

C [Fe"(u-OH)Zn"(pysmff)] - Hopysmff = 2-[N-bis-(2-piridilmetil)-aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxi-3-
formil-5-metilbenzil)(2-piridilmetil)Jaminometil] fenol (PIOVEZAN et al., 2010).

Para o complexo (4), como pode ser observado na Tabela 20, a constante catalitica
encontrada é magnitude semelhante se comparado ao complexo analogo binuclear [Fe!™(u-
OH)Zn"(L2-et)] com o mesmo ligante (HoL?-et) e aos complexos D e E, com ligantes diferentes.
De fato, o alto valor de Kn (baixa associacdo do substrato) diminui significativamente a
eficiéncia catalitica em valores de pH semelhantes. Outro fator interessante ¢ diminui¢do da
constante de associagdo, o que indica que a entrada do substrato ¢ entdo prejudicada. De acordo
com a estrutura proposta na Secao 4.2.1, o complexo (4) apresenta um arranjo pentanuclear
bastante distinto e assim, possivelmente a falta de orientacdo espacial adequada entre o
substrato e o nucledfilo de cada uma das unidades diméricas ou restri¢des estéricas na estrutura
podem interferir nos aspectos cataliticos.

Um fato interessante a comentar ¢ que na auséncia do terceiro Zn', o valor de Kv é de
1,61 x 10 mol L' (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017) enquanto que a partir da formagio do
complexo pentanuclear e da presenca do terceiro Zn'!, o valor de K aumenta para 9.85 x 1073
mol L!. A este respeito, a metalohidrolase Rv805 & totalmente ativa no centro binuclear
“convencional”, mas a presenca de um terceiro metal, o Ca', atua como um modulador da
atividade enzimética da Rv805. O Ca'' pode se ligar em um local distinto na enzima, mas
proximo ao centro binuclear, podendo alterar o nivel de sua reatividade com a auséncia ou
presenga do mesmo (PEDROSO, MARCELO M. et al., 2016). Embora tenha sido especulado
que a presenca do terceiro Zn'' possa ter um reflexo na atividade catalitica no caso do complexo
(4), esse metal pode exercer influéncia estrutural e relevancia catalitica na hidrolise do substrato

2,4-BDNPP, com valores mais altos de K, € mais baixos de kca/Km. Entretanto, o complexo (4)
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apresenta maiores valores de kcat € kcaYKm quando comparado com o complexo tetranuclear de
Zn'" (complexo F), em que o mesmo substrato e valor de pH 6timo igual a 8,5 sdo empregados

(MENDES et al., 2016).

Tabela 20 — Parametros cinéticos obtidos e calculados em fungdo do pH 6timo na reacdo de hidrolise do 2,4-
BDNPP catalisada pelos complexos (4) e similares

Vma'x X 109 Km X 103 kcat X 104 E = kcat/Km Kass

3

Complexo PH  (olL1s?)  (molL) (s Lmols?) (moriry 1*10
@) 70 122+069 9.85=058 8.60+049 0087 102 4,78
[Fe'(4-OH)Zn"(L>et)] 7.0 1,61£0,19 112+056  0.69 621 6,22
D 6,5 4,0 9,13 0.217 238 5,07
E 6,5 74406  16+02 0.216 135 9,06
F 8,5 44+1 1,28 0.029 227 0,71

Condigdes: solugdo CH;CN/H20 (1/1; v/v); [[(4)] = 1,25 x 10 mol L'; [2,4-BDNPP] = 0,35 a 4,48 x 10~ mol L-
I; [tampdo] = 0,05 mol L' (HEPES pH 7,0); = 0,05 mol L™ (LiClO4) a 25 °C.

Notas: keat = Vinax/[()]; E = kcat/Kin; Kass = 1/Km); £ = Keat/kne. Kne = 1,80 x 107 s,

[Fe(u-OH)Zn"(L?-et)] - L%-et = 2-(((2-aminoetil)amino)metil)-6-(((2-hidroxi-5-metil-3-(((2-(piridin-2-
il)etill)(pyridin-2-ilmetil)amino)metil)benzil)(piridin-2-ilmetil)amino)metil)-4-metilfenol (SILVA, 2017; SILVA
etal.,2017)

D - [L(OHy)Fe"-(u-OH)Zn"]*" - (H,L) = 2-bis[ {(2-piridilmetil)-aminometil } -6- {(2-hidroxibenzil)-(2-piridil metil
)}aminometil] -4-metilfenol (NEVES et al., 2007).

E - [FesM(HPBA)»(u-OAc)2(u-0)-(u-OH)(OH,),]** - H3HPBA = 4cido 2-((2-hidroxi-5-metil-3-((piridin-2-ilmetil
amino)metil)benzil)(2-hidroxibenzil)amino)acético (KANTACHA et al., 2011).

F - [Zns"(TPPNOL)>(OAc);]*" - HTPPNOL = N,N, N’-tris-(2-piridilmetil)-1,3-diaminopropan-2-ol (MENDES et
al., 2016).

4.3.3 Efeito da temperatura sobre a velocidade de hidroélise do 2,4-BDNPP

Consideraveis observagdes a respeito do comportamento quimico e cinético foram
obtidas dos complexos a 25 °C. Com o intuito de esclarecer ainda mais os dados ja obtidos,
foram realizadas medidas das constantes cataliticas em vdrias temperaturas. Diante disso, um
estudo da influéncia da temperatura na velocidade da reagdo de hidrélise do substrato 2,4-
BDNPP foi realizado na presenca dos complexos (2) ¢ (3) em pH 7, para variagdes de
temperatura entre 25 e 50 °C. Este estudo ndo foi avaliado para o complexo (4) por
considerarmos que o efeito da segunda esfera de coordenagdo seja diminuto.

As constantes, AG*, AH* e AS*¥, foram obtidas a partir do grafico de In kea/T versus
1/T e com o auxilio da equacdo de Eyring (Equacgdo 3) (ATKINS; SMITH; DE PAULA, 2017).

k kg AS* AH? ~
R O AT Equacao 3
lnT In h + R RT quag
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sendo k = keat, k = constante de Boltzman (1,38 x 10-23 J K'!), & = constante de Planck (6,63
x 10 J s), AH* = entalpia de ativacdo, AS* = entropia de ativa¢io, R = constante dos gases
ideais (8,31 J K'! mol!) e T = temperatura (K). A energia livre de ativagdo, AG*, foi obtida
mediante a relacdo termodindmica: AG* = AH* - TAS*.

O gréfico de In kca/T versus 1/T estd na Figura 40 e os valores obtidos para os

complexos (2) e (3) foram entdo comparados com os valores obtidos por Bunton para o

substrato 2,4-BDNPP (BUNTON; FARBER, 1969) (Tabela 21).

Figura 40 — Variag¢ao da constante k. em funcdo da temperatura e ajustada segundo a equacao de Eyring para os
complexos (2) e (3)
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Fonte: O autor.

Condigdes: solugdo CH;CN/H,O (1/1; v/v); [(2)] = [(3)] = 1,8 x 10~ mol L*!; [2,4-BDNPP] = 0,12 a 6,74 x 1073
mol L'; [tamp3o] = 0,05 mol L' (MES pH 5,5 — 6,5; HEPES pH 7,0 — 8,0 e CHES pH 9,0); / = 0,05 mol L"!
(LiCl04) a 25, 30, 35, 40, 45 ¢ 50 °C.

Tabela 21 — ParAmetros de ativacdo para as hidrélises do 2,4-BDNPP pelos complexos (2) e (3).

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

Bunton 79,4 -34,4 113,8
) 64,8+ 1.4 249412 89.7+2.6
3) 70,1 2,9 29.0£2.,6 99,1455
G 48,6 +£0,5 -49,6 £0,3 98,2+ 0,6
H 48,7 0.3 458402 94,5+ 0.4

Fonte: O autor.

3 AG! = AH* - TASY, onde T = 298,15 K (25 °C).

G — FeZnLP1 - H,LP1 = 2-{[bis(piridin-2-ilmetil)amino Jmetil} -6- {[ ({2-hidroxi-5-metil-3-[({4-[ (piren-1-ilmetil)
amino |butil} amino)metil]fenil} metil)(piridin-2-ilmetil)amino Jmetil } -4-metilfenol (CAMARGO et al., 2018).

H —FeZnLP2 - H,LP2 = 2-{[({3-[({4-[bis(piren-1-ilmetil)amino]butil} amino)metil]-2-hidroxi-5-metilfenil } metil
)(piridin-2-ilmetil)amino Jmetil } -6- {[bis(piridin-2-ilmetil)amino Jmetil } -4-metilfenol (CAMARGO et al., 2018).
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A influéncia da segunda esfera de coordenagao na hidrélise do substrato 2,4-BDNPP
pode ser considerada pelos parimetros de ativagdo entalpico e entrépico. Nos dois casos, a AS*
< 0 indica uma organizagdo ¢ estabilizagdo das espécies reativas no estado de transicao.
Paralelamente, AH* > 0 reflete na formacio de ligagdes no complexo ativado. Ao compara-los
com a reagdo nio catalisada, percebe-se uma pequena influéncia nos valores de AS* sendo que,
valores similares de TAS?, entre os complexos (2) e (3) indicam uma organizagio estrutural
analoga para os estados de transi¢do (CAMARGO et al., 2018; GREATTI et al., 2008;
PEREIRA et al., 2019).

O aumento de AG* indica que a barreira de ativagio para o complexo (3) é maior do
que a do complexo (2), de acordo com a eficiéncia catalitica diminuida de (3) para (2) (Tabela
19). Este resultado pode ser relacionado a uma mudanga de entropia desfavoravel no processo,
tal como foi observado em complexos com ligantes modificados na segunda esfera de
coordenacao (CAMARGQO et al., 2018; DE SOUZA et al., 2015; PEREIRA et al., 2019).

Em resumo, esses resultados demonstram que interagcdes adequadas entre a primeira e
a segunda esfera de coordenacdo do complexo sdo necessarias para alcangar maior atividade
catalitica (CAMARGO et al., 2018). Nota-se, contudo, que a presenca do Pd" na segunda esfera
de coordenagdo no complexo (3) reduz o impacto negativo de AS*, possivelmente pela

introducdo de um grau de assimetria entre o complexo e o substrato no estado de transicao.

4.3.4 Proposta de mecanismo para a hidrolise do 2,4-BDNPP

A partir do conjunto de informacgdes obtidas ao longo dos experimentos realizados
neste trabalho, ¢ importante avaliar o mecanismo pelo qual o processo catalitico ocorre, € se
esse mecanismo ¢ similar ao proposto para a enzima alvo. Apesar de ndo terem sido realizados
estudos detalhados sobre o mecanismo de reacdo, a partir de evidéncias experimentais foi
possivel inferir o caminho pelo qual a reagdo ocorre.

Com o intuito de elucidar o modo de interagao entre o 2,4-BDNPP e os complexos (2),
(3) e (4), foi analisada a alteracdo no espectro na regido do ultravioleta e visivel a partir da
reacdo com excesso de substrato em pH 7,0, durante um periodo de 24 horas a 25 °C (Figura
41). Foi possivel observar que as intensidades das bandas de absor¢ao atribuidas as transi¢des

11

de transferéncia de carga do tipo fenolato — Fe™ em Amax igual a 514 e 490 nm para os

complexos (3) e (4), respectivamente, ndo foram afetadas indicando que as moléculas de

I

substrato nao estao interagindo com os centros de Fe''. Deste modo, pode-se fortemente sugerir
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que o modo de coordenacao do substrato 2,4-BDNPP ocorra de maneira monodentada no centro
metalico Zn". Por outro lado, a absor¢do em aproximadamente 400 nm continua a aumentar
devido a formagao do produto 2,4-dinitrofenolato (2,4-DNP).

No caso complexo (2), é possivel a coordenagdao do substrato de maneira bidentada
aos centros metalicos, uma vez que ocorreu a mudanga da intensidade da banda de transferéncia

M em Amax igual a 531. Vale lembrar que as constantes de

de carga do tipo fenolato — Fe
associagdo encontradas para os complexos (2) e (3) sdo pouco similares (2857 e 1449 mol™' L,
respectivamente), o que reforca a ideia de que se pode ter diferentes espécies ativas em solugdo.
Estudos de raios X em solucdo (EXAFS) poderiam revelar se o complexo (2) apresenta a

1T

formacao da espécie Fe'" pentacoordenada e, portanto, possibilitar a coordenagao do substrato

de maneira bidentada.

Figura 41 — Mudanga espectral durante a hidrolise do 2,4-BDNPP catalisado por (1) (a), (2) (b) e (3) (¢) em pH
7,0
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Condigdes: Solugdo CH3CN/H,O (1/1; v/v); [tampdo] = 0,05 mol L' MES; 7 = 0,05 mol L (LiClOy) a 25 °C;
[(2)] = [(3)] = 4,0 x 107 mol L ¢ [2,4-BDNPP] = 2,0 x 10 mol L'; [(4)] = 1,0 x 10* mol L-'; [2,4-BDNPP] =
1,0 x 1073 mol L. Apax(2) = 531 (5130 mol! L ecm™); Amax(3) = 531 (5130 mol! L ecm™) e Amax(4) = 531 (5130
mol! L cm™).

Visando avaliar se um ou os dois grupos 2,4-DNP do substrato estariam sendo
hidrolisados, realizou-se uma reagao em proporg¢ao estequiométrica entre os complexos (2), (3)
e (4) e o substrato 2,4-BDNPP. Apos um periodo de 24 horas, os complexos conseguiram
hidrolisar apenas um grupo fenolato, atuando apenas como diasterease. O complexo (4) liberou
duas moléculas de 2,4-DNP no mesmo periodo, podendo ser tentativamente correlacionado
com a hidrélise de uma molécula de 2,4-BDNPP por unidade binuclear (Figura 42). Sugere-se
também que este resultado indique atividade de monoesterase porém, como discutido a seguir,

1sto nao foi observado.
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Figura 42 — Proposta da hidrolise simultdnea de duas moléculas de substrato 2,4-BDNPP promovida pelo
complexo (4).

Fonte: O autor.

Para confirmar a ndo atividade de monoesterase dos complexos (2), (3) e,
principalmente do (4), também foi avaliada a reatividade na presenca do substrato monoéster
(2,4-DNPP) com adi¢des sucessivas ao meio reacional de 1, 2, 4, 8 e 10 equivalentes de 2,4-
DNPP (Figura 43). Ap6s um periodo de 5 horas de reagdo, apenas a auto-hidrolise foi
observada. Nao foi observado o deslocamento das bandas de absorcao atribuidas as transi¢des
de transferéncia de carga do tipo fenolato — Fe!''. Apds este periodo, o substrato 2,4-BDNPP
foi adicionado ao meio reacional e, imediatamente, a absorbancia em 400 nm comegou a
aumentar devido a formag¢ao do produto 2,4-DNP, indicando que apenas o diéster pode ser
hidrolisado. Com base nestes experimentos, pode-se afirmar que nenhum destes complexos
apresentou capacidade de hidrolise para o substrato 2,4-DNPP, confirmando que atuam

somente como fosfodiesterases.
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Figura 43 — A: Deslocamento espectral observado pela adi¢ao consecutiva de 1, 2, 4, 6, 8 e 10 equivalentes do
monoéster 2,4-DNPP em uma solucdo dos complexos (2) (a), (3) (b) e (4) (c). B: Adicdo de 4 equivalentes de
diéster 2,4-BDNPP no meio reacional apds 5 horas de acompanhamento do monoéser 2,4-DNPP
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Fonte: O autor.

Deste modo, foi possivel calcular o nimero de ciclos cataliticos de fosfodiesterase para
os complexos (2), (3) e (4). Ao realizar o experimento com uma estequiometria de 50:1, entre
o substrato e os complexos, observou-se que, apds um periodo de 24 horas a 25 °C, os
complexos (2), (3) e (4) catalisaram a hidrdlise de 2, 3 e 9 moléculas de substrato,
respectivamente. Estes valores obtidos para os complexos (2) e (3) estdo relativamente menores
se comparados & complexos similares com efeito de segunda esfera de coordenacao ja relatados,
dos quais a tendéncia ¢ de catalisar em torno de 10 moléculas de substrato (CAMARGO et al.,
2018; PEREIRA et al., 2019). E importante ressaltar que o complexo pentanuclear (4) catalisou
4 moléculas de substrato a mais que o respectivo analogo binuclear Fe"Zn"I.2-et (5 moléculas

liberadas) (SILVA, 2017; SILVA et al., 2017).
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Por fim, foram realizados estudos para avaliar se o ataque nucleofilico ao atomo de
fosforo do substrato seria intramolecular ou se estaria havendo uma transferéncia de proton
(catalise basica geral). Para isto, foi empregado o efeito isotopico de deutério para a clivagem
hidrolitica do substrato catalisada por estes compostos, em pH de atividade méxima (Figura
44). Para uma razao entre as velocidades de duas reacdes de hidrdlise, realizadas sob as mesmas
condigdes em H>O e DO (ku/kp), estiver entre 0,80 e 1,50 indicam que ndo ha transferéncia de
préton durante a etapa determinante da reacdo (DEAL; HENGGE; BURSTYN, 1996). Para os
complexos (2), (3) e (4) foram encontrados valores da razdo kw/kp de 1,13, 1,40 e 0,80,
respectivamente. Estes resultados sustentam a ideia de um ataque nucleofilico intramolecular
do grupo hidroxido, ligado ao Fe'!, na reacdio de hidrélise do substrato 2,4-BDNPP
(CAMARGO et al., 2018; LANZNASTER et al., 2002; PEREIRA et al., 2019; SILVA et al.,
2017).

Figura 44 — Efeito isotopico de deutério na clivagem hidrolitica do substrato 2,4-BDNPP em D,O para os
complexos (2), (3) e (4)
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Fonte: O autor.

Com base nos dados apresentados, as propostas do mecanismo de hidrdlise do
substrato 2,4-BDNPP pelos complexos (2) e (3) sdo apresentadas nos Esquemas 11 e 12,
respectivamente. Além disto, através de titulagdo potenciométrica em solucdo de CH3CN/H>O
(1/1; v/v), foi fornecido dados fundamentais para avaliarmos a labilidade dos grupos u-OAc em
ponte.

No mecanismo proposto para o complexo (2), a espécie ativa seria o [Fe(u-

OH)Zn"(OH,)(Lbipy)]. Inicialmente o substrato coordena-se de maneira bidentada ao Fe'' e Zn'!
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em uma etapa rapida. A seguir ocorreria o ataque nucleofilico, pela ponte 4-OH, ao atomo de
fosforo do substrato, ocorrendo entdo a clivagem da ligagdo fosfodiéster e a consequente
liberacao do 2,4-DNP. O monoéster, 2,4-DNPP, permanece coordenado ao complexo, podendo
ser deslocado pela presenga de excesso do substrato 2,4-BDNPP, reiniciando o processo

catalitico.

Esquema 11 — Proposta de mecanismo para a hidrélise do substrato 2,4-BDNPP promovida pelo complexo (2)
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Fonte: O autor.

Para o complexo (3), a espécie ativa seria o [(OH)Fe(u-OH)Zn"(OHz)(Lbipy)].
inicialmente o substrato coordena-se ao Zn" pelo deslocamento de uma molécula de 4gua, em
uma etapa rapida. A seguir, os ions hidroxidos terminal coordenados no Fe'' ou Pd" atuam
como nucleofilos, atacando o atomo de fosforo do substrato, ocorrendo entdo a clivagem da

ligacdo fosfodiéster e a consequente liberacio do 2,4-DNP. O monoéster, 2,4-DNPP,
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permanece coordenado ao complexo, podendo ser deslocado pela presenca de excesso do

substrato 2,4-BDNPP, reiniciando o processo catalitico.

Esquema 12 — Proposta de mecanismo para a hidrélise do substrato 2,4- BDNPP promovida pelo complexo (3)
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Fonte: O autor.

Algumas observagdes corroboram para as diferentes propostas de mecanismos para os
complexos (2) e (3): 1) o ion hidréxido em ponte 4-OH ¢ menos nucleofilico do que quando
ligado de maneira terminal ao Fe! (KLABUNDE et al., 1996), estando de acordo com o menor
valor de kcat para o complexo (2); ii) a cooperacdo dos dois ions hidroxidos terminais
coordenados nos metais Fe'" e Pd" atuando como nucledfilos também podem estar
correlacionados com o aumento da constante catalitica para o complexo (3); iii) os grupos
amino protonado e 4gua terminal coordenada ao Pd" no complexo (3) favorecem a estabilizagio
das cargas formadas no estado de transicao por ligacdes de hidrogénio, refletindo na melhor
formagdo de ligagdes no complexo ativado (maior valor de AH?; ver Tabela 21, p. 95); iv)
apesar do menor valor de Kass para o complexo (3), relacionado a algum fator organizacional

dos sistema pela menor mobilidade da cadeia lateral (efeitos estéricos e maior rigidez da
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estrutura molecular), os efeitos de segunda esfera de coordenacdo na estabilizagdo das cargas
formadas no substrato resultam em maiores velocidade de hidrolise e liberacdo de produto
(Tabela 19, p. 93)

Ressalta-se ainda que, para comprovar 0os mecanismos propostos nos complexos (2) e
(3) ¢ de suma importancia realizar o EXAFS.

Para o complexo (4), além dos estudos em solugdo, também nos baseamos na estrutura
de raios X (Se¢do 4.2.1) para elucidar o mecanismo da hidrdlise do 2,4-BDNPP. No mecanismo
proposto em solu¢do de CH3;CN/H>O (1/1; v/v) e pH 7,0, o complexo pentanuclear € composto
por duas unidades binucleares ativas de composi¢do [(HO)Fe(u-OH)Zn"(H,O)(L2-et)],
conectadas por um terceiro Zn" coordenado pelos grupos pendentes 1,2-etanodiamina. Deste
modo, o mecanismo pode ser descrito de maneira andloga aos propostos para complexos
binucleares ja descritos na literatura (ERXLEBEN, 2019; KLABUNDE et al., 1996; MITIC et
al., 2006; NEVES et al.,, 2007, PERALTA et al., 2010), sendo que as duas unidades
[(HO)Fe'''(u-OH)Zn'"(H,0)(L2-et)] sdo responsaveis pela hidrolise de duas moléculas de 2,4-
BDNPP (Figura 42). Fato, este, observado na reacdo em propor¢ao estequiométrica entre os
complexos e o substrato. Sendo assim, a proposta do mecanismo de hidrélise do substrato 2,4-
BDNPP pelo complexo (4) ¢ apresentada no Esquema 13. Em resumo, o substrato coordena-se
ao Zn" de maneira monodentada a partir do deslocamento de uma molécula de 4gua. Em

Matua como nucledfilo, atacando o dtomo de fosforo do

seguida, o ion hidréxido presente no Fe
substrato, ocorrendo entdo a clivagem da ligagao fosfodiéster e a consequente liberagdo do 2,4-
DNP. O monoéster coordenado ao complexo € deslocado pela presenca de excesso do substrato

2,4-BDNPP, reiniciando o processo catalitico.



104

Esquema 13 — Proposta de mecanismo para a hidrélise do substrato 2,4-BDNPP promovida pelo complexo (4)
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Fonte: O autor.
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5 CONCLUSOES

Foi sintetizado o ligante Hopysmff, ja descrito na literatura, com grau de pureza
adequado (PIOVEZAN et al., 2010). O ligante HoL2-et foi utilizado em colaboragdo com o
trabalho de Doutorado de Graciela Aparecida dos Santos Silva (SILVA, 2017). Foi sintetizado
e caracterizado por IV, analise elementar de CHN, espectrometria de massas e RMN de 'H e
B3C o ligante inédito HoLipy. O mesmo e seus precursores foram obtidos com bons rendimentos
e grau de pureza adequado a sintese dos complexos descritos ao longo deste trabalho.

Partindo-se do ligante HLyipy, foram sintetizados trés novos complexos: um
mononuclear [Pd"(HzLyipy)](Cl)2 — (1), um binuclear [Fe(1-OAc)2Zn"(Lpipy)](C104)2 — (2) €
um trinuclear [Fe(u-OAc)2Zn"(Luipy)Pd'CL,](C104)2 — (3). Estes complexos foram
caracterizados por: i) espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, de onde foi
possivel identificar as bandas provenientes do ligante e de contra-ion; ii) anélise elementar de
CHN, para poder se encontrar suas formulas minimas; iii) espectrometria de massas, para obter
informagdes qualitativas acerca das espécies carregadas existentes neste sistema; iv)
espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel, de onde se atribuiram bandas de transferéncia
de carga; v) titulacdo potenciométrica, cujos experimentos forneceram valores de pK, para as
moléculas de dgua coordenadas aos centros metélicos e as possiveis espécies presentes em
solugdo; vi) condutimetria, que forneceu as cargas dos cations complexos, vii) eletroquimica,
em que foi obtido valores de potenciais redox.

Com o ligante H,L?-et foi obtido um novo complexo pentanuclear [Fex™(u-
OH);Zn3"(L2-et)2](C104)s — (4). O mesmo foi caracterizado como os anteriores, diferenciando
na titulagdo espectrofotométrica, para comparagio direta com o complexo binuclear [Fe™(u-
OH)Zn"(L?-et)](C104)2 (SILVA, 2017). Além disto, o complexo (4) teve estrutura cristalina
resolvida por difracao de raios X.

Os complexos (2), (3) e (4) foram testados quanto as suas propriedades cataliticas
como hidrolases sintéticas, envolvendo o substrato modelo 2,4-BDNPP sendo que, o complexo
(1) ndo apresentou nenhuma atividade catalitica. Estes estudos revelaram que os complexos (2),
(3) e (4) possuem capacidade catalitica frente a hidrélise do 2,4-BDNPP, com aceleragdes de
1620, 3030 e 4780 vezes, respectivamente, em relacao a reacdo ndo catalisada. Sendo que, os
complexos (2) e (3) podem ser considerados de mesma eficiéncia catalitica e mais efetivos na

conversdao do substrato a produtos se comparados ao complexo (4). Os complexos (2) e (3)
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conduziram a um aumento significativo da afinidade de ligagao (Kass) para o substrato modelo
2,4-BDNPP.

A obtencdo dos parametros cinéticos e termodinamicos para complexos (2) e (3)
permitiu verificar a influéncia positiva do metal Pd" na segunda esfera de coordenagdo em sua
constante e capacidade cataliticas. Além disto, por efeitos ainda nao elucidados, a presenca do
Pd" pode interferir tanto na cooperagdo de nucledfilos (OH) presentes nos metais Fe!l' e Pd"
quanto no ciclo catalitico de hidrolise do substrato 2,4-BDNPP. Em ambos complexos, foi
possivel elucidar mecanismos por ataques nucleofilicos intramoleculares.

A partir dos dados estruturais, espectroscopicos, eletroquimicos, cinéticos e de
titulagdo espectrofotométrica foi possivel propor um ciclo catalitico para a hidrélise do
substrato 2,4-BDNPP mediada pelo complexo (4) via ataque nucleofilico intramolecular. A
presenca do Zn" na segunda esfera de coordenagdo pode ter exercido uma influéncia estrutural
e relevancia catalitica na hidrélise do substrato 2,4-BDNPP, com valores mais altos de K,
mais baixos de kea/Km em relagdo ao complexo binuclear [Fe'(u-OH)Zn'(L?-et)](C104),
(SILVA, 2017).

Em relagdo aos efeitos ocasionados por metais na segunda esfera de coordenagao,
pode-se inferir que os mesmos atuam como moduladores da atividade catalitica. Fato este,
também observado nas enzimas PhoA, PhoX e PhoD, em que a presencga de um terceiro metal
atua como um modulador da atividade enzimatica (PEDROSO, MARCELO M. et al., 2016;
PEDROSO, MARCELO MONTEIRO et al., 2017, RODRIGUEZ et al., 2014; YONG et al.,
2014).
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6 PERSPECTIVAS

Pouco se tem estudo sobre a influéncia de metais na segunda esfera de coordenacao de
biomiméticos das PAPs. Estudos complementares a este trabalho seria a obtengao das estruturas
cristalinas dos complexos sintetizados. Com o conhecimento das propriedades fisico-quimicas
e das estruturas cristalinas, a discussdo sobre as propostas de mecanismos para a hidrolise de
substratos modelo teria um melhor suporte.

Outros experimentos como a marcacao isotopica da molécula de agua ligada aos sitios
metélicos trivalentes com '®OH; e utilizagdo do complexo marcado na reagdo de hidrélise de
¢ésteres de fosfato podem ser realizados, revelando o local de ligacao do oxigénio marcado apos
a hidrolise.

O acompanhamento de testes de hidrdlise do 2,4-BDNPP através de RMN de *'P
poderia detectar o modo de coordenagdo do substrato ao complexo e auxiliar na identificagao
de produtos.

Estudos tedricos (computacionais) podem representar uma importante ferramenta para
auxilio no entendimento de varios processos bioinorganicos, consistindo em simulagdes
computacionais dos possiveis mecanismos, estados de transi¢cdo e espécies cataliticamente
ativas dos complexos (2), (3) e (4) na hidrdlise do 2,4-BDNPP.

A sintese direta e a obten¢do de estruturas cristalinas com pontes u-OH ao invés de
pontes do tipo u-OAc também sdo de grande interesse, o que poderia diminuir a influéncia
inibitoria dos ions acetato e maior similaridade estrutural em termos de modelo mimético para
as PAP.

Estudos de raios X em solu¢do (EXAFS) podem revelar se os complexos (2) e (3)

apresentam a formacdo da espécie Fe!l

pentacoordenada ou hexacoordenada. O EXAFS
também pode nos fornecer dados mais conclusivos acerca da possibilidade de interagao do
complexo (1) com o substrato 2,4-BDNPP.

Por fim, estudos de interagdo com o DNA e a promissora acao dos complexos (1), (2)
e (3) como nucleases ja estdo sendo realizados no Centro de Biologia Molecular Estrutural da

UFSC em colaboragao com o trabalho do doutorando Philipe Gabriel, sob a orientagao do Prof.

Dr. Hernan Terenzi.
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APENDICE A — Espectros de RMN de 'H dos ligantes precursores bipy, bipyCHO,
bipyNH20H e H:pysmff

Figura 45 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz) do ligante precursor bipy em CDCl;
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Figura 46 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz) do ligante precursor bipyCHO em CDCl;

0~ oo o O — < >~ 0o —_

o~ o~ al [ooiNo) r~ S o w o

— S 00 o0 ol vel [} L e <t

E 20 00 o0 o0 O ool F‘-l"‘*l"* (o]
N | | ~l 7/

. |
f\ i1 ,‘. [ ! | \
_J\_ MU AN N AR i

gl o 8.9 ppm 8.60 ppm %3 ppm 7.20 ppm 2.45 ppm
10.2  ppm




122

Figura 47 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz) do ligante precursor bipyNH,OH em CDCl;
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1. Introduction coordination spheres of the £n® and Fe™ jons [16,17]. The two subunits

Theere is considerable research interest concerned with sysiems in-
spired by the active site of the metalloenzymes purple acid phospha-
tases (FAPs) [1-8]. PAPs participate in numeroes biological funciions,
including the bone temover [1,2,%], and inon transpore [10].

PAPs belang i the family of dinuclear metallohydrolases (Fe'.m®,
where M = Fe, #n, or Mn) and catalyze ihe hydrolysis of a varety of
phosphoester bomds wnder acidic condidons. They are the anly di-
nuclear metallohydralases where the requirement of 2 mixed-valence
form as the hydrolytically active site for catalysis has been dearly es-
tablished [1].

To date, the orysial siroctures of PAPs orginating from red kidney
bean (rkbPAP) [7.8], rats [5,6], pigs [2,11], bumans [7], and sweet
potatn [12] have been reported. In plant PAPs, the metal jon compos
sition is predominantly Fe™.M® (M = Zn or Mo} centers [4,13-15]. In
the structure of fkbPAP, the 2n" don is coordinated by two mitroges
atoms from histidine side-chains and one cxygen atom from an aspar-
agine, and the Fe™ ion is coordinated by an cxygen atom from a tyr-
osine residue, & nitrogen arom: from a histidine, and an aspartate. The
Fe™p® joms are bridged by two axygen atoms, one from the carbox-
ylate group of an aspantate and the other from a modeled pehydnomo

group. Two oxygen atoms from a pe1,3 phosphate group comgplete the

* Corresgonding subers.

|. Funthermare,
metallohydrolases with a catalytic centre that accommodates more than
two metal ions, while uncommon, were recently identified (Le. Phok
and Fw(®05). The enzyme FhoX is an exira<cytoplasmic alkaline
phmphumwhzhmﬂmhemﬂm:njumm!ﬂm,mu?ﬂmg
two  antiferromagnetically mq:lnd.EE bons and three Ca” bons
[18=20) The diesterase RVORDS from Mycobacterium mbercaloss cone
tains as many as four metal ions im the active site, one similar to tha of
the other dinusclear metallohydralases, and & Ca'-specific ane, which
can bind in a site distinct from but close to the location that accom:
modates the transition metal jons and acts 2 an activamrs of the ens
zymatie activity [19,20].

The synihesis of small transition metal coordination complexes
maodels (hinmimetics) of the active site of PAFs has been pursued as a
benchmark far the study of this system. Such biomimetics can poten-
tally serve as stractural andsor functional models aimed at gaindng a
benter understanding of the structure and the: action mode of the active
sie. In this regard many symmetrical [20-25] and unsymmetrical
[ 14,24, 26-32] lgands containing a brdging phenoxide maolety and
different N/0 donor atoms have been reported in the lieranre. Al
though much of the reactivity stodies of the PAPs system have been
performed with mixed-yalence hetero-dinusclear complexes, we decded

in the plant PAPs are linked via a disulfide bridge [1)
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