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RESUMO

O estudo da atuacdo de enzimas pode ser realizado através de compostos
biomiméticos, simulando caracteristicas estruturais e eletrénicas do sitio ativo das
metaloenzimas, a fim de avaliar diferentes aspectos desse ambiente de coordenacéao
e a influéncia dele na atividade catalitica de hidrdlise.

Compreender a fungao e atuagao catalitica de metaloenzimas é fundamental
para entender os processos bioquimicos de organismos vivos. Uma das classes de
metaloenzimas binucleares mais estudada é das Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs),
capazes de hidrolisar ésteres de fosfato. Seu sitio ativo binuclear € composto por

Fe(lI)M(Il), onde M(II) pode variar entre Fe, Zn ou Mn dependendo da fonte bioldgica.

Neste trabalho foi sintetizado e caracterizado um novo complexo de Fe(lll) com
o ligante HzLmet — 2-[N-(2-piridiimetil)(metil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxi-3-
formil-5-metilbenzil)(2-piridiimetil)Jaminometil]fenol. As caracterizagdes do complexo
Cmet - [Lmet(H20)2Fe(ll)]CIO4+.AcO envolvem: espectroscopia na regido do
infravermelho e na regido do ultravioleta-visivel, espectrometria de absorgéao atdbmica
em chama, espectrometria de massa, condutimetria, titulacdo espectrofotométrica e
potenciométrica, e técnicas voltamétricas. Esse complexo foi testado frente a hidrélise
do substrato bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (2,4-BDNPP) e apresentou alta eficiéncia
catalitica em pH 7,0 - fator atrelado a caracteristicas estruturais deste complexo.
Dessa forma, o complexo Cmet pode ser considerado um modelo funcional para as

Fosfatases Acidas Purpuras.

Palavras-chave: hidrolases, fosfatase acida purpura, complexos de ferro(lll),

compostos biomiméticos.
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1 INTRODUGAO

Um dos focos da Quimica Bioinorganica é o desenvolvimento de complexos
biomiméticos a fim de estudar sistemas metaloenzimaticos. Os compostos modelo sao
desenvolvidos de forma a simular propriedades estruturais e eletrénicas do ambiente
de coordenacido das metaloenzimas. Dessa forma, eles podem ser estudados para
elucidar detalhes ainda desconhecidos na atuacao da metaloenzima, assim como a
aplicabilidade dos compostos para catalise ou para fins medicinais.

Nosso grupo de pesquisa (LABINC), ao longo dos anos vem desenvolvendo
diversos compostos modelo para as metaloenzimas binucleares Fosfatases Acidas
Purpuras (PAPs), hidrolases de ésteres de fosfato e anidridos, com centros metalicos
de Fe(lIHM(I), onde M(Il) = Fe, Zn ou Mn. O interesse em estudar as PAPs envolve a
sua possivel influéncia destrutiva no metabolismo dos ossos, que causa situacoes
patolégicas como a osteoporose. Dessa forma, entender o funcionamento das PAPs
pode proporcionar a criagao de novos compostos quimioterapéuticos.

No estudo de complexos biomiméticos para PAPs utilizando ligantes N,O-
doadores com um ambiente tri-dentado, é possivel observar que a esfera octaédrica
do metal bivalente é completada com a coordenacéo de trés ligantes provenientes do
meio. A coordenagédo mais livre do metal, em comparagao a ligantes analogos com
ambiente tetra-dentado, pode resultar em diferentes caracteristicas na sua atuacao
catalitica. O complexo Cbz - [(bppamff)Fe(u-AcO)2Zn(H20)](ClO4), reportado na
literatura,” contém um ligante N,O-doador com um ambiente macio tri-dentado com
um grupo benzeno nao coordenante. Além do complexo Cbz, o nosso grupo esta com
estudos em desenvolvimento de complexo com ligantes similares substituidos com
hidrocarbonetos poliaromaticos, naftaleno e pireno (Figura 1).

A permanéncia de um grupo nao coordenante de forma adjacente a esse metal
bivalente pode, dependendo de sua estrutura, proporcionar efeitos estéricos e
eletrdbnicos na atuacdo catalitica do complexo, principalmente vinculados a
aproximacao do substrato e interagdes ndo covalentes com o mesmo durante o
processo catalitico. Com isso, € interessante entender melhor qual a contribuicdo
eletrénica e estérica desses grupos ndo coordenantes separadamente do efeito que

uma esfera mais livre no metal (ll) tem sobre a atividade catalitica do complexo.
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Logo, foi proposto para este trabalho o desenvolvimento de um novo ligante
com ambiente tri-dentado contendo um grupo metil n&do coordenante adjacente ao
metal bivalente. Este trabalho teria como objetivo auxiliar na compreensao do efeito
que esses grupos ndo coordenantes tem sobre a atividade catalitica, considerando
que efeitos eletrénicos e o volume pequeno desse grupo metila substituido podem ser
considerados despreziveis se comparados com os demais, tornando possivel

interpretar melhor a atuacéo da esfera de coordenacéo do zinco(ll) nesse sistema.

Figura 1. Série de compostos biomiméticos com ligantes N,O-doadores de ambiente

macio tri-dentado, incluindo o complexo Cmet proposto neste trabalho.

Bk 1+
i
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D | - \\Nb l 1 \\\\“':N
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\ 0.0 Yo
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Y | O~:C/O
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Contudo, ao final do desenvolvimento deste trabalho, foi detectada a formagao
de um complexo sem a presengca do metal (ll), ndo sendo aplicada a proposta
desenvolvida inicialmente para esse trabalho. Portanto, todos os resultados foram
rediscutidos com base no complexo mononuclear de Fe(lll) obtido, o qual foi
caracterizado e estudado frente a hidrdlise de diésteres de fosfato.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Quimica Bioinorganica é uma area da ciéncia em rapido crescimento, a qual
estuda a atuacio de elementos inorganicos em sistemas bioldgicos através de uma
vasta contribuicdo interdisciplinar de fisicos, quimicos, bidlogos, médicos,
toxicologistas, entre outros. A dependéncia desses elementos tragco em processos
bioldgicos é observada de diversas formas, estando presentes em metaloenzimas,

coenzimas (vitaminas), acidos nucleicos, hormonios, antibidticos, biominerais, etc.?

2.1 Enzimas

As enzimas sao fundamentais para o adequado funcionamento dos organismos
Vivos, pois sao responsaveis por catalisar reagdes metabdlicas de forma altamente
seletiva e eficiente, capazes de obter aceleragdes de 108 a 10'? comparada a reagbes
ndo catalisadas.?

As metaloenzimas sao enzimas que apresentam em sua estrutura ions
metalicos com direta influéncia na sua atuagao como catalisador. Essas catalises
podem envolver, por exemplo, transferéncia de elétrons, reacado redox ou uma simples
reacao acido-base. Sdo exemplos de metaloenzimas: a citocromo ¢ oxidase, enzima
contendo cobre em seu sitio ativo, a qual atua na redugcédo de oxigénio através de
transferéncias eletrénicas; e a alcool desidrogenase, uma proteina de zinco que
catalisa a oxidagdo de alcoois a aldeidos ou cetonas.*®

A presenca de dois ou mais metais no sitio ativo da enzima confere uma
vantagem adicional em termos de delocalizacdo de cargas, menores barreiras de
ativacdo, habilidade de se ligar a substratos maiores, assim como melhoria na
ativacao eletrostatica dos substratos.® Esse € o caso das metaloenzimas binucleares,
catalisadores dependentes da atuacido de dois metais em seu sitio ativo e inclui as

enzimas foco desse trabalho, que sdo as Fosfatases Acidas Purpuras (PAPS).
2.2 Fosfatases Acidas Purpuras

As Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs) sdo metaloenzimas heterobinucleares
que catalisam a hidrélise de ésteres de fosfato e anidridos, atuando em condigdes de
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pH de 4,9-6,0.7% Suas fontes bioldgicas sdo diversas: animais, (humanos, porcos,
vacas, ratos e camundongos), plantas (feijao vermelho, batata doce, soja, lentilhas de
agua “duckweed”, tomate e batata) e em alguns micro-organismos (Aspergilus
ficuum).”

As fungdes biologicas das PAPs ainda n&o foram totalmente desvendadas. Em
animais, ha indicios de sua atuagao no transporte de ferro e no desequilibrio do
metabolismo dos o0ssos, provocando o aumento da reabsorgdo Ossea.’® A
remodelagdo 6ssea € um fendmeno naturalmente ocorrente ao longo da vida, onde
as células do tecido 6sseo realizam constantes ciclos de reabsorcdo e formacéo,
renovando o esqueleto e preservando sua qualidade. Quando ocorre excessiva
reabsor¢cdo da matriz mineral dos ossos, estados patoldgicos, como a osteoporose
podem se desenvolver.’® Dessa forma, diversas pesquisas estdo sendo destinadas
ao estudo de inibidores da metaloenzima PAP a fim de desenvolver novos

quimioterapéuticos para tratamento de osteoporose.®

2.2.1 Estrutura e Caracteristicas Fisico-Quimicas

O sitio ativo das PAPs apresenta um ion de Fe(lll) coordenado a um residuo
tirosinato, grupo comum a todas as fontes bioldgicas estudadas e responsavel pela
coloracao rosa/purpura dessas enzimas, proporcionada pela transferéncia de carga
tirosinato — Fe(lll) na regido do visivel (Amax = 510 - 560 nm; € = ~3000 - 4000 mol
L-1).11:12

Além do Fe(lll), as PAPs apresentam um metal bivalente em seu sitio ativo. Em
animais sdo encontrados centros de Fe(lll)Fe(ll), enquanto em plantas sédo registrados
centros de Fe(lll)Zn(ll) ou Fe(ll)Mn(ll). Nenhuma outra classe de metaloenzimas
binucleares necessita um sitio ativo de valéncia mista para sua atuagio catalitica.'®

Apesar de PAPs de origem vegetal e animal diferirem em massa e centro
metalico, seus sitios ativos sdo estabilizados de forma similar por sete residuos
aminoacidos invariantes. Residuos tirosina, histidina e aspartato (monodentado)
coordenam ao Fe(lll), enquanto duas histidinas e uma aspargina coordenam ao ion
M(I1). Um dltimo aminoacido aspartato atua como ponte entre os dois metais.® A Figura
2 ilustra o sitio ativo da PAP do feijao vermelho (kbPAP), identificado através de

difratometria de raios X.14
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Figura 2. Representagéo do sitio ativo da PAP do feijao vermelho (kbPAP).'3
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2.2.2 Mecanismo de hidrélise

Acredita-se que todas as PAPs atuam com variagdes de um mesmo
mecanismo basico para catalisar a hidrolise de ésteres de fosfato. Na literatura ha
diversos mecanismos propostos para essas metaloenzimas. Dentre os mecanismos
modelados, o de Klabunde, et. al. '> é um dos mais aceitos. Considerando o sitio ativo
binuclear das PAPs, o mecanismo sugere a atuagcdo de um ligante hidroxo
coordenado ao Fe(lll) como nucledfilo na hidrélise (Figura 3). Além dessa proposta,
ha também trabalhos na literatura que indicam a atuacao da ponte p-hidroxo existente
entre os centros metalicos como nucledfilo ou até mesmo catalise basica do meio.®

A etapa inicial do mecanismo de Klabunde et. al. consiste na troca de um ligante
aquo coordenado ao M(ll) pela coordenacdo monodentada do substrato fosfato. Essa
coordenacgao do substrato ao acido de Lewis retira a densidade eletrénica do atomo
de fosforo, facilitando o ataque nucleofilico pelo ligante hidroxo coordenado ao Fe(lll)
(a). No estado intermediario o substrato encontra-se coordenado como ponte entre os
dois metais, com o atomo de fésforo pentacoordenado (b). Em seguida, ha a clivagem
da ligagao P-OR (c) e a permanencia do fosfato ligado ao centro metalico de forma
bidentada (d). A etapa de liberagéo do fosfato e a regeneragao do sitio ativo ainda nao
€ totalmente compreendida. Durante todo o0 mecanismo, residuos histidina estabilizam

as espécies formadas através de interagdes intermoleculares.
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Figura 3. Mecanismo proposto por Klabunde para a esterdlise catalisada pelas

PAPs.15
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2.3 Compostos Biomiméticos

O estudo de compostos biomiméticos tem grande beneficio para o
entendimento das reagdes enzimaticas. O termo biomimético se refere ao composto
que mimetiza propriedades estruturais, funcionais e espectroscopicas da enzima. As
estruturas dos compostos modelo possuem um maior potencial de cristalizacao,
tornando acessiveis informagdes estruturais da coordenacdo desses centros
metalicos.®

A projecao do complexo biomimético segue alguns conceitos base como (i) a
utilizagdo do mesmo centro metalico presente na enzima; (ii) a projecao de um ligante
binucleante, promovendo a aproximagdo dos metais através de ligagdes ponte; (iii)
utilizagado de um ligante contendo grupos piridina ou pirazol de forma a mimetizar os
residuos histidina presentes no ambiente de coordenacao da enzima, assim como os
grupos fenol, carboxilato, pirazolato ou moléculas de agua servem para mimetizar

residuos ponte como aspartato e lisina.'61”
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Diversos compostos modelo para PAPs ja foram reportados na literatura,
variando a estrutura do ligante e os centros metalicos de forma a estudar diferentes
aspectos estruturais e/ou funcionais da enzima, como a distancia entre os centros
metalicos, a presenga de um grupo ponte exdgeno, a assimetria e o ambiente de
coordenacao dos centros metalicos, assim como a presenca de sitios labeis,
essenciais ao processo catalitico. A unido de tal estudos permitiu compreender etapas
do mecanismo catalitico, como a interagdo enzima-substrato e a proveniéncia do
nucleodfilo.'® O bis(2,4-dinitrofenilfosfato (2,4-BDNPP) é o substrato mais utilizado nos
estudos de hidrdlise para biomiméticos de diesterases. O 2,4-BDNPP é um substrato
ativado, pois a presenga de diversos grupos nitro para e orto substituidos nos anéis
aromaticos do substrato aumenta a labilidade da ligagdao P-O, tornando-o mais
suscetivel a hidrdlise.”

Neves, et. al.?% e Clovis, et. al.!, reportam compostos biomiméticos contendo os
ligantes assimétricos H2BPBPMP e Hz2bppamff, respectivamente (Figura 4). Ambos
apresentam resultados satisfatorios frente a hidrélise de diéster de fosfato e sao
considerados bons modelos para PAPs, evidenciando as vantagens da primeira
esfera de coordenacao assimétrica do sitio ativo, bem como a influéncia de pontes p-

fendxo na estabilizacdo dos metais.

Figura 4. Complexos [(BPBPMP)(H20)Fe(u-OH)Zn]** e [(bppamff)Fe(u-

Ac0)2Zn(H20)]*.201
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[((BPBPMP)(H,0)Fe(u-OH)Zn]?* [(bppamff)Fe(p-AcO),Zn(H,0)]*

A partir da compreensao de como a primeira esfera de coordenagao atua na
atividade dos biomimeticos, estudos dos aspectos de segunda esfera de coordenagéao

através de ligantes contendo grupos néo coordenantes mimetizam a atuagao de
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residuos aminoacidos que n&o estdo ligados aos metais do sitio ativo, mas que
participam através de interagdes ndo covalentes no mecanismo de catalise. Esses
residuos aminoacidos sao fundamentais para a eficiéncia e seletividade das enzimas.
Dentre suas diversas funcdes, ha o aumento da associagao dos metais ao substrato,
a estabilizacdo do intermediario e de grupos de saida através de interagdes
intermoleculares.?? O modelo para PAPs desenvolvido por Comba et. al. 22 com centro
binuclear de Fe(lll)Fe(lll) (Figura 5) apresenta efeito de segunda esfera através de um
ligante que possui grupos basicos livres, os quais podem interagir com o substrato
coordenado ao centro metalico proporcionando condi¢cdes favoraveis para a hidrolise
do monoéster 2,4-dinitrofenil fosfato (2,4-DNPP).

Alguns sistemas também podem ser estudados na clivagem da ligagao diéster
de fosfato de acidos nucleicos, com potencial aplicacao antitumoral ou antibiética. O
complexo FeZnLP22?* (Figura 5) possui um ligante com grupos pireno n&o
coordenantes, o qual € conhecido por atuar como grupo intercalante no DNA.?°
Portanto, tem potencial tanto como biomimético para fosfatases quanto para

nucleases.

Figura 5. Complexos [Fe'"'2(L3)(u-OH)(H20)2](Cl04)4?% e FeZnLP2%.

1" (clog)

[Femz(LS)(H'OH)(OH2)2](CIO4)4 FeZnlLP2
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar a sintese e caracterizacdo de um complexo biomimético com o novo
ligante proposto (HzLmet) como modelo para PAPs na catélise de processos de

hidrélise de diésteres de fosfato.

3.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar o ligante 2-[N-(2-piridilmetil)(metil)Jaminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxi-
3-formil-5-metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometillfenol (HzLmet);

e Caracterizar o ligante HzLmet por espectroscopia na regido do infravermelho (1V),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
espectrometria de massas (ESI-MS);

e Sintese do complexo de Fe(lll)(u-OAc)Zn(ll) utilizando o ligante H2zLmet -
Perclorato de u-acetato-2-[N-(2-piridilmetil)(metil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-
hidroxi-3-formil-5-metilbenzil)(2-piridilmetil)aminometillfenol Ferro (I11) Zinco (l1);

e Caracterizar o complexo Cmet por espectrometria de absorgédo atbmica em chama
(F AAS), espectroscopia na regiao do infravermelho (1V), espectroscopia na regiao
do ultravioleta e visivel (UV-Vis), espectrometria de massas (ESI-MS), titulagcao
espectrofotométrica, titulagdo potenciométrica e voltametrias;

e Realizar estudos cinéticos de hidrolise do substrato modelo 2,4-BDNPP com o

complexo sintetizado e avaliar as propriedades cataliticas do mesmo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e Reagentes

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes foram empregados nas
sinteses e analises. Foram adquiridos de fontes comerciais e sem purificagdo prévia:
acetato de zinco dihidratado (Aldrich), acetona PA, acetonitrila grau espectroscépico
(Vetec), acetonitrila PA, acido cloridrico 37% (Vetec), agua deuterada, argénio 5.0,
bicarbonato de sédio (Nuclear), boro-hidreto de sddio (Aldrich), brometo de potassio
grau espectroscopico (Aldrich), carbonato de sddio (Vetec), carvao ativo (Vetec),
cloridrato de metilamina 98% (Acros), cloreto de potassio (Nuclear), cloroférmio
deuterado (Aldrich), cloroférmio PA, diclorometano PA, etanol absoluto, éter etilico PA,
hexacianoferrato(lll) de potassio, hidréxido de litio monohidratado (Aldrich), hidroxido
de potassio (Nuclear), hidroxido de sodio (Vetec), hidrogénio, isopropanol PA, metanol
PA, nitrogénio 2.0, paladio carbono 10% (Aldrich), perclorato de ferro (lll)
nonahidratado (Aldrich), perclorato de litio (Aldrich), silica gel azul, sulfato de sédio
anidro (Lafan), tampdes bioldgicos MES (hidratado), HEPES e CHES (Acros/Aldrich),
tetra-hidrofurano PA.

Foram adquiridos de fontes comerciais e purificados antes de utilizados: 2-
(aminometil)piridina (destilada a pressao reduzida), 2-piridilcarboxialdeido (destilado
a pressao reduzida), 2,4-dinitrofenol (recristalizado em cloroférmio), piridina
(destilada), trietilamina (destilada a pressdo reduzida). O composto bis-(2,4-
dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) foi sintetizado, purificado e caracterizado de acordo

com o procedimento descrito na literatura.’®
4.2 Métodos e Instrumentagao
4.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
Os espectros de RMN de "H foram obtidos em um espectrofotémetro Bruker
AC 200, na Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC, em 200 MHz.

Os deslocamentos quimicos de hidrogénio foram registrados em ppm utilizando como
referéncia interna tetrametilsilano (TMS) e como solvente cloroformio deuterado.
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4.2.2 Espectrometria de Absorgdao Atémica em Chama (F AAS)

A espectrometria de absorgao atdémica de ferro e zinco foi realizada em modo
chama com composicao estequiométrica ar-acetileno, em um espectrometro modelo
PerkinElmer Pinacle900T, na Central de Analises do Departamento de Quimica -
UFSC. Foram utilizadas as condi¢gbes recomendadas pelo fabricante, com a fixagao
dos comprimentos de onda em 238,33 nm para analise do ferro e 213,86 nm para o

zinco.

4.2.3 Espectroscopia na regiao do Infravermelho (IV)

Os espectros na regiao do infravermelho dos ligantes e do complexo foram
obtidos por Refletancia Total Atenuada (ATR) em um espectrofotémetro Perkin Elmer
Spectrum 100, na regido de 4000 a 600 cm™ no Laboratorio de Bioinorganica e

Cristalografia, no Departamento de Quimica da UFSC.

4.2.4 Espectrometria de Massa

O ligante final e o complexo foram analisados por espectrometria de massas
com ionizacao via electrospray (ESI-MS) em um equipamento Amazon — lon Trap MS
no Centro de Biologia Molecular Estrutural — UFSC. As analises foram realizadas em
acetonitrila em grau espectroscépico, com concentragdo aproximada de 500 ppb e

vazéo de 18 y L min'.

4.2.5 Condutimetria

O valor condutimétrico do complexo foi obtido em um condutivimetro Bante 950
no Laboratério de Ensino de Quimica Analitica no Departamento de Quimica — UFSC.
A leitura foi realizada em uma solugdo de 1x10-® mol L-! do complexo em acetonitrila

(grau espectroscopico).
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4.2.6 Espectroscopia na regiao do Ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os espectros eletrbnicos nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho
proximo foram obtidos em um espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 750, no
Laboratdrio de Bioinorganica e Cristalografia, no Departamento de Quimica — UFSC.

As analises foram realizadas em cubetas de quartzo com capacidade para 1,0
mL e caminho 6ptico de 1,0 cm. Como solventes foram utilizados acetonitrila em grau

espectroscopico e agua deionizada.

4.2.7 Titulacao Espectrofotométrica e Potenciométrica

As constantes de protonagao foram obtidas por titulagcado espectrofotométrica
no Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC.
Os experimentos foram realizados em uma célula termoestabilizada a 25,0 £ 0,1 °C
por um banho da Visomes Plus. Foi utilizada uma quantidade aproximada de 3x10*
mol L' de complexo em 25 mL de solugdo CH3CN/H20 (50:50, % v/v) - pKw = 15,19
a 25°C?% — onde a forga i6nica foi ajustada com a adigédo de KCI 0,1 mol L.

Com o uso de um pHmetro Oakton pH 2700 com um eletrodo de vidro
combinado, foram medidos os valores de potencial e pH da célula em uma faixa de
pH 2,9 — 10,0 com uma variacao de 0,1 a cada leitura com a adicado de KOH 0,1 mol
L-'. Em cada leitura, uma aliquota da célula termostatizada foi transferida a uma
cubeta de quartzo - com capacidade para 1,0 mL e caminho 6ptico de 1,0 cm — e
realizado um espectro eletrénico de UV-Vis em um espectrofotometro Perkin-Elmer
Lambda 750. Apds a espectroscopia, a aliquota foi devolvida a célula para a proxima
medida de pH. Os valores foram tratados com curvas sigmoidais e 0os pKas foram
obtidos do ponto de inflexao.

As constantes de protonagdo também foram determinadas por titulacéo
potenciométrica no Laboratério de Quimica Bioinorgénica e Cristalografia — UFSC. Os
experimentos foram realizados sob as mesmas condigbes utilizadas na titulacao
espectrofotométrica. Foi utilizado um titulador automatizado Metrohm modelo Titrino
Plus 848 acoplado a um eletrodo combinado com referéncia de Ag/AgCl, calibrado
com solugdes diluidas de HCI. As medidas foram feitas em volume de solugéo final de
50 mL, com aproximadamente 2,5x10-> mol do composto presente. A forga idnica foi
ajustada com KCI a 0,1 mol L' e a solugao foi titulada sob atmosfera de argénio com
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KOH 0,1 mol L. Todas as solugbes foram preparadas com agua bidestilada e fervida.
As constantes de equilibrio foram calculadas com o programa BEST7%’ e os
diagramas de espécies presentes em solugdo em fungdes do pH foram obtidos com o
programa SPECIES.

4.2.8 Eletroquimica

O comportamento redox do complexo foi analisado por voltametria ciclica e
voltametria de onda quadrada através de um potenciostato/galvanostato BAS
(Bioanalytical Systems Inc.) modelo Epsilon, no Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia, no Departamento de Quimica — UFSC. Os experimentos foram
realizados em atmosfera de argdnio a 25 °C no meio de dispersdo CH3CN/H20 (50:50,
% v/v) com KCI 0,1 mol L' como eletrdlito suporte. Foram feitas analises nos pHs 4,5,
7,0 e 9,0 — utilizando tampbées MES, HEPES e CHES como volume aquoso e
completando com volume equivalente de CH3CN.

Os voltamogramas foram obtidos utilizando um sistema padrdao de trés
componentes na célula eletrolitica, consistido dos eletrodos de Ag/Ag* (referéncia),
platina (auxiliar) e carbono vitreo (trabalho). Foi adicionado o complexo em uma
concentragdo de 5x10* mol L-'. O padrdo interno hexacianoferrato de potassio foi
utilizado (E12 vs ENH = 369 mV).28

4.2.9 Estudo cinético de hidrdlise de diésteres de fosfatos

A atividade catalitica do complexo Cmet foi monitorada através da hidrdlise do
substrato bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (2,4-BDNPP) em um espectrofotometro UV-vis
Varian Cary 50 BIO — acoplado a um banho termostatizado a 25°C - em cubetas de
vidro com capacidade para 4,0 mL e caminho 6ptico de 1,0 cm.

Foram realizados experimentos cinéticos em triplicata com efeito de pH, efeito
de substrato, cinética equivalente e efeito isotopico de deutério acompanhando a
alteracdo da banda de absorbancia em 400 nm, referente a formagéo do ion 2,4-
dinitrofenolato (2,4-DNP) como produto do processo hidrolitico e os dados foram

tratados através do método das velocidades iniciais.?°
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O experimento de efeito de pH foi realizado sob condigdes de 75 vezes de
excesso de substrato em relagédo ao complexo Cmet ([Clsina = 4x10-° mol L-') em meio
CH3CN/H20 (50:50, % v/v). Foram utilizadas solugdes aquosas de 0,1 mol L' dos
tampdes biolégicos MES (pH 4,0 a 6,5), HEPES (pH 7,0 a 8,0) e CHES (pH 8,5 a 9,5)
com a forga idnica mantida constante na presenca de 0,1 mol L' de LiClIO4. Com a
adicao de 750 pL de tampao aquoso a cubeta, a proporgao 1:1 de CH3CN foi mantida
adicionando 100 pL da solugdo de complexo 6,0x104 mol L', 400 yL de CH3CN e 250
uL da solugdo de substrato 1,8x102 mol L-'. Em todas as medidas foram realizadas
corregdes de hidrélise espontanea do substrato (branco) nas mesmas condi¢des. O
grafico das velocidades iniciais (vo) em fung¢ao do pH permitiu a obtengéo do pH 6timo
(onde a atividade catalitica € maxima) e do valor de pKa cinético para as espécies em
equilibrio.

Os experimentos de efeito de substrato foram realizados sob as mesmas
condicdes, apenas em pH 7,0. A propor¢cado CH3CN/H20 foi mantida, alternando os
volumes adiconados de CH3CN e solugdo de substrato para que a concentragao
desse variasse de 0,6x10° mol L' a 4,8x10° mol L'. Realizou-se também o
acompanhamento em 400 nm da reacdo estequiométrica entre o complexo e o
substrato ([Clfinai = [Slfina = 4x10° mol L") durante 55 horas a 50°C liberando 1,8
equivalentes de 2,4-dinitrofenolato. Em todos os experimentos cinéticos a correg¢ao da
hidrolise espontanea do substrato foi realizada.

Os gréficos de velocidades iniciais (vo) em fungao da concentragao de substrato
resultou em perfis de saturacdo com comportamento de Michaelis-Menten. Onde foi
possivel obter os valores de velocidade maxima (Vmax) € a constante de Michaelis-

Menten (Km). Com esses valores é possivel obter a constante catalitica (k.q: =

Vmax
[Cmet]final

), a constante de associagao (K s = i) e a eficiéncia catalitica (E = ';C—ICV‘:)
do complexo no processo hidrolitico.

O estudo do efeito isotopico de deutério na hidrolise do 2,4-BDNPP pelo
complexo Cmet foi realizado com solugdo tampao HEPES pD = 7,0 previamente
preparada em D20. A reacao foi monitorada em 400 nm a 25°C sob condigdes de 75
vezes de excesso de substrato. A razdo kx/kp pode ser obtida pela comparagéo entre
as constantes cataliticas de hidrolise em meio aquoso e em meio deuterado,

permitindo avaliar a influéncia de moléculas do meio na hidrdlise.



26

4.3 Residuos

A sintese dos ligantes envolve reagentes com alta toxicidade, portanto deve ser
realizado um tratamento adequado de seus residuos. Grande parte dos residuos é
armazenada e destinada a empresas de tratamento. Os residuos liquidos
armazenados em bombonas s&o divididos em: aquoso, organico nao-halongenado,
acetonitrila, halogenados. Os residuos solidos resultantes do desenvolvimento do
projeto foram divididos em: sulfato de sédio e celite.

A sintese do pro-ligante 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol (cmff) possui alta
periculosidade e, dessa forma, é realizada sob supervisdo dos orientadores e em
grande escala para suprir a necessidade anual do laboratoério. Essa reacédo envolve a
formacao de bis-(clorometil)éter como subproduto, o qual é muito tdéxico e
carcinogénico. Portanto, a sintese deve ser realizada com adequado manuseio de
reagentes, vidrarias e equipamentos (experimento realizado em capelas com
exaustdo com o uso de mascaras e luvas) e todas as vidrarias e residuos gerados
devem ser tratados com solugao alcalina (KOH 5 % (m/V) em EtOH/H20 (3:2, v/v)).

Nessa reacao também sao utilizados NaOH e HCI concentrado, seus residuos

sao neutralizados antes de serem destinados a bombonas de descarte aquoso.
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4.4 Procedimento Experimental
4.4.1 Sintese do ligante H2Lmet

A sintese do ligante HzLmet envolve uma série de etapas, as quais foram
desenvolvidas a partir de ligantes semelhantes ja reportados pelo grupo de pesquisa.’
A rota sintética completa esta apresentada na Figura 6. Em cada etapa, os produtos
foram caracterizados por RMN de 'H e IV, atestando o grau de pureza dos pré-ligantes
para dar continuidade a sintese.

O reagente 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol (cmff) foi sintetizado através do
procedimento ja descrito na literatura por Lanznaster*, e devidamente caracterizado

por RMN de 'H e IV antes de sua utilizagdo na sintese do ligante HzLmet.

Figura 6. Esquema da sintese do ligante HzLmet.
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Etapa 1: O pré-ligante 1met foi sintetizado a partir de 0,56 g de hidroxido de
potassio (10 mmol; 56,11 g mol"), dissolvidos em 20 mL de metanol. Essa solugéo foi
misturada a 0,48 g de cloridrato de metilamina (7 mmol; 67,52 g mol') dissolvidos em
20 mL de metanol. O sal precipitado (KCI) foi removido por filtracdo a gravidade. O

filtrado foi transferido a um baldo de fundo redondo de 250 mL. A esse, foram
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adicionados 0,5 mL de 2-piridilcarboxaldeido (5 mmol; 107,11 g mol*; 1,126 gmL") e
a mistura reacional foi mantida em agitagéo a temperatura ambiente por 24 horas. A
imina formada foi reduzida através de hidrogenacédo a 40 psi com o catalisador de
Pd/C 10% por 15 horas. O conteudo foi entdo filtrado em celite para remogao do
catalisador e o solvente foi retirado a pressdo reduzida. O produto obtido foi
solubilizado em diclorometano, observando a precipitagdo do KCI ainda presente no
meio. O sal foi retirado por filtragdo e o solvente retirado a presséao reduzida. O produto
oleoso amarelo 1met foi obtido com 62% de rendimento em relagdo ao cloridrato de

metilamina (4,40 mmol, 122,08 g mol).

Figura 7. Espectro de IV (ATR) do composto 1met.
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Figura 8. Espectro de RMN de 'H em 200 MHz e CDCl3 do composto 1met.
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RMN de "H (200 MHz, CDCl3) 8r/ppm (Figura 8): 1,90 (s, 1H, NH): 2,22 (s, 3H, CHa);
3,61 (d, 2H, CH2); 6,89 (t, 1H, CHar); 7,05 (d, 1H, CHar); 7,38 (t, 1H, CHar); 8,31 (d, 1H,
CHar).

Cuidado: O manuseio do catalisador Pd/C 10% em metanol deve ser feito

cautelosamente, pois ha possibilidade de combustdo esponténea.

Etapa 2: A fim de sintetizar o 2met, foram transferidos 0,54 g de 1met (4,40
mmol, 122,08 g mol-') dissolvidos em 40 mL de diclorometano, a um baldo de fundo
redondo de 125 mL. Com o baldo em resfriamento com banho de gelo e sob agitagao,
foram adicionados 0,62 mL de trietilamina (4,40 mmol; 101,19 g mol*; 0,72 g mL™").
Em seguida, foi adicionada gota a gota, com o auxilio de um funil de adi¢gdo, uma
solugao contendo 0,81 g de 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol (cmff) (4,40 mmol;
184,62 g mol") dissolvido em 30 mL de dicloromentano.

Apos completa adicao do cmff, o baldo reacional permaneceu sob agitagao a
temperatura ambiente por mais 24 horas. O solvente foi retirado a pressao reduzida,
a fim de eliminar residuos de trietilamina ainda presentes em solugao. O sélido obtido
foi redissolvido em diclorometano e transferido para um funil de extracdo. A fase
organica foi lavada com uma solu¢do aquosa saturada de bicarbonato de sédio (6 x

30 mL). A fase organica coletada foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente
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retirado a pressao reduzida, obtendo-se um 6leo amarelo com 70% de rendimento em

relagédo ao pro-ligante 1met (3,04 mmol, 270,14 g mol').

Figura 9. Espectro de IV (ATR) do composto 2met.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H em 200 MHz e CDClIs do composto 2met.
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RMN de "H (200 MHz, CDCls) &n/ppm (Figura 10): 2,25 (s, 3H, CHa); 2,29 (s, 3H, CHa);
3,70 (s, 2H, CHa); 3,78 (s, 2H, CH2); 7,17 (m, 2H, CHar); 7,33 (s, 1H, CHar); 7,39 (m,
1H, CHar); 7,67 (t, 1H, CHar); 8,57 (d, 1H, CHar): 10,28 (s, 1H, CHaia).

Etapa 3: Para a sintese do 3met, 0,82 g de 2met (3,04 mmol; 270,14 g mol"),
dissolvido em 50 mL de metanol, foi colocado em um baldo de 125 mL. A solugao foi
mantida sob agitagdo em temperatura ambiente e em seguida, foi adicionado 0,31 mL
(3,04 mmol; 108,14 g mol'; 1,049 g mL-") de 2-(aminometil) piridina, mantendo essa
mistura em agitagao por uma hora.

ApOs esse periodo, a imina produzida foi reduzida em banho de gelo com a
adigédo de 0,12 g (3,04 mmol; 37,8 g mol') de boro-hidreto de sédio em pequenas
porgcdes durante 30 minutos. Apos total adicdo do agente redutor, a mistura reacional
permaneceu em agitagdo a temperatura ambiente por mais 5 horas.

A mistura foi entdo neutralizada com a adigéo de HCI 4 mol L-'. O solvente foi
entdo retirado a pressado reduzida e o sélido resultante dissolvido em 40 mL de
diclorometano. Esse conteudo foi transferido para um funil de separagao e a fase
organica foi lavada com uma solugdo aquosa saturada de bicarbonato de sédio (6 x
40 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sodio anidro e o solvente retirado a
pressao reduzida, obtendo um 6leo amarelo com 72% de rendimento em relagdo ao

pré-ligante 2met (2,20 mmol; 362,21 g mol™).

Figura 11. Espectro de IV (ATR) do composto 3met.
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IV (ATR) / cm- (Figura 11): v (N-H) 3218; v (C-Har € C-Haif) 3056 a 2842; v (C=N e
C=C) 1593 a 1437; d (N-H) 1590; d (O-Htenot) 1361; v (C-Ofenat) 1231; v (C-N) 1151; d
(C-Har) 753;.

Figura 12. Espectro de RMN de 'H em 200 MHz e CDCI3 do composto 3met.
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RMN de "H (200 MHz, CDCls) 81/ppm (Figura 12): 2,22 (s, 3H, CHa); 2,28 (s, 3H, CHa);
3,70 (s, 2H, CH2); 3,76 (s, 2H, CH2); 3,88 (s, 2H, CH2); 3,95 (s, 2H, CH2); 6,80 (s, 1H,
CHar); 6,94 (s, 1H, CHar); 7,15 (m, 2H, CHar); 7,36 (d, 2H, CHar); 7,63 (m, 2H, CHar);
8,55 (m, 2H, CHar).

Etapa 4: Por fim, para sintetizar o ligante final HzLmet, 0,81 g de 3met (2,20
mmol; 362 g mol") foi dissolvidos em 40 mL de diclorometano. Essa solugdo foi
transferida para um baldo de fundo redondo de 125 mL e mantida sob agitacéo. Foi
adicionado 0,3 mL de trietilamina (2,20 mmol; 101,19 g mol'; 0,72 g mL") e em
seguida, com o auxilio de um funil de adicédo, a temperatura ambiente e com agitacéao,
foi adicionado 0,41 g (2,20 mmol; 184,62 g mol') de cmff dissolvido em 40 mL de
diclorometano. Essa mistura permaneceu em agitagdo a temperatura ambiente por 3
dias.

ApoOs esse periodo, a mistura reacional foi transferida para um funil de

separacado e a fase organica foi lavada com uma solugdo aquosa saturada de
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bicarbonato de sédio (8 x 40 mL). A fase orgénica recolhida foi seca com sulfato de
sodio anidro e o solvente foi retirado a pressao reduzida. Foi obtido um 6leo amarelo
escuro viscoso com 53% de rendimento em relagédo ao pré-ligante 3met (1,16 mmol;
510,26 g mol").

Figura 13. Espectro de IV (ATR) do composto HzLmet.
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Figura 14. Espectro de RMN de 'H em 200 MHz e CDCI3; do composto HzLmet.
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RMN de "H (200 MHz, CDCls) 81/ppm (Figura 14): 2,14 (s, 3H, CHa); 2,16 (s, 3H, CHa);
2,21 (s, 3H, CHa); 3,63 (s, 2H, CH2); 3,68 (s, 2H, CH2); 3,70 (s, 2H, CH2); 3,73 (s, 2H,
CH2); 3,79 (s, 2H, CH2); 6,72 (s, 1H, CHar); 6,87 (s, 1H, CHar); 7,09 (m, 3H, CHar); 7,31
(m, 3H, CHar); 7,69 (d, 2H, CHar); 8,50 (d, 2H, CHar); 10,22 (s, 1H, CHaia).

4.4.2 Sintese do complexo Cmet
Figura 15. Esquema da sintese do complexo Cmet.
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O complexo Cmet foi preparado de forma similar ao procedimento descrito por
Lanznaster* (Figura 15). Em um béquer de 100 mL foi adicionado 0,269 g (0,53 mmol)

do ligante H2Lmet dissolvido em 50 mL de metanol. Essa solugao foi constantemente

O/

aquecida a 40-50°C enquanto foi adicionado 0,116 g (0,53 mmol) de acetato de zinco
dihidratado. Posteriormente, ainda em aquecimento, o perclorato de ferro
nonahidratado em solugdo metandlica (20 mL) (0,53 mmol) foi adicionado lentamente
ao béquer com o auxilio de um funil de adicdo. A solugdo roxa resultante foi
concentrada até aproximadamente 15 mL, ndo sendo observada a formacado de
precipitado. Portanto, foi mantida em temperatura ambiente por alguns dias até a
formagao de um sélido roxo intenso. O sélido foi seco em estufa e lavado com agua
gelada e éter etilico para remocéao de impurezas. Nao foi possivel obter monocristais
adequados para estudo de difracdo de raios X. Rendimento: 70% em relacdo ao
ligante Hz2Lmet (0,37 mmol, 940,06 gmol').
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese do ligante HzLmet

A sintese em multi-etapas do ligante HzLmet inicia-se com a formagao do pro-
ligante 1met, por meio da reagdo de formacdo de imina entre o grupo amino da
metilamina e a carbonila do 2-piridilcarboxaldeido. A adicdo da base aumenta o
rendimento da reacao pois auxilia na dissolugao do reagente cloridrato de metilamina
a partir desprotonacado da amina, tornando-a um nucleéfilo adequado. A redugao da
imina formada foi realizada a partir de hidrogenagéao catalitica com Pd/C 10%, ndo
sendo efetiva utilizando o agente redutor boro-hidreto de sddio — causa a formagao de
sub-produtos boranos.

Em seguida, o pro-ligante 2met é formado através de uma reacédo de
substituigdo nucleofilica bimolecular (Sn2) entre a amina do 1met e o carbono ligado
ao cloro do reagente cmff. A utilizacdo da base trietilamina também auxilia na
eficiéncia da reagao nucleofilica. Esse produto foi lavado com uma solugéo saturada
de bicarbonato de sddio para remover todos os reagentes em excesso assim como os
subprodutos indesejados da reacgao.

Para a sintese do pré-ligante 3met é realizado novamente uma aminagao
redutiva, com a adicdo de 2-(aminometil)piridina ao 2met. A reducdo da imina foi
realizada com boro-hidreto de sddio e, apds neutralizagdo do pH da solugao e
eliminacdo dos reagente em excesso com uma lavagem com solugao de bicarbonato
de sdédio, o produto foi obtido.

O ligante final HzLmet foi sintetizado de forma semelhante ao pré-ligante 2met,

através de uma reagao Sn2 entre 3met e cmff com adigao da base trietilamina.

5.1.1 Caracterizagao do ligante H.Lmet — RMN de 'H

Para o ligante final, observa-se em seu RMN de 'H (Figura 14) a sobreposi¢ao
dos singletos correspondentes aos 9 atomos de hidrogénio dos grupos metil entre 2,0
e 2,5 ppm, assim como a sobreposicdo dos picos referentes aos hidrogénios dos
grupos metileno na faixa de 3,5 a 4,0 ppm. Além disso, a presenga de um singleto em
10,22 ppm correspondente ao hidrogénio do grupo aldeido e um singleto intenso em



36

5,21 ppm correspondente a hidrogénio de diclorometano, utilizado como solvente na

sintese desse ligante.
5.1.2 Caracterizagao do ligante H.2Lmet — Espectrometria de Massa

A analise de espectrometria de massa com ionizagao via electrospray (ESI-MS)
do ligante HzLmet resulta em um espectro com uma série de fragmentos e, portanto,

revela que o ligante ndo se mantém em sua estrutura original (Figura 8).

Figura 16. Espectro de ESI-MS do ligante HzLmet com assinalada distribuicdo

isotopica tedrica (vermelho) para as espécies em m/z = 899,3 e 511,3 no modo
positivo.
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Seu pico base possui um conjunto de sinais em m/z = 899,3, com uma unidade
de distancia entre eles, correspondente a uma espécie monovalente. A formacao de
uma estrutra do ligante H2Lmet com a unido de fragmentos de cmff e 2-
(aminometil)piridina ndo é viabilizada pela rota sintética utilizada, portanto, € uma
estrutura formada apenas sob as condi¢cdes do experimento de ionizagao.

Dentre os demais fragmentos presentes no espectro, encontra-se um pico em
m/z = 511,3 correspondente a uma espécie monovalente com perfil isotopico

compativel a estrutura [HzLmet + 1H].

5.2 Sintese do complexo Cmet

A etapa inicial da sintese consiste na reacao estequiométrica do ligante HzLmet
com o sal acetato de zinco (ll). A solugdo metandlica, amarelada pela presenga do
ligante, ndo sofre alteragdo de cor na adi¢do de zinco, pois o complexo gerado nao
possui transicao eletrénica entre os orbitais do metal nem transferéncias de carga
entre metal e ligante na regido do visivel. Ao adicionar lentamente o sal perclorato de
ferro (lll), é observada a transformagéo da coloragédo da solugdo a roxo escuro
conforme é formado o complexo com ferro — possuindo transigdo de carga ligante-
metal (TCLM) entre orbitais p1r do fenolato e orbitais do Fe(lll) em um comprimento
de onda na regi&o do visivel.?°

A complexacdo pode ser explicada a partir dos conceitos de acidez e
basicidade de Lewis. O ligante assimétrico HzLmet possui 6 sitios de coordenagao
através dos grupos piridina, amina e fenolato, atuando como base de Lewis. Esses
grupamentos doam pares de elétrons de seus orbitais de fronteira a orbitais
desocupados dos metais, acidos de Lewis.

A disposicdo desses sitios no ligante tem influéncia na complexagao
preferencial dos metais trivalente e bivalente de forma especifica. Os conceitos de
maciez e dureza de Person explicam a interagdo preferencial do Fe(lll) com o
ambiente menos polarizavel (maior presenga de grupos fenolato), enquanto o Zn(ll)
coordenaria ao ambiente mais polarizavel.3°

Porém, ao realizar o experimento de espectrometria de absorcado atébmica, foi
observada apenas uma quantidade trago de zinco, com presenca majoritaria de Ferro

em uma concentragao correspondente a uma proporgéo 1:1 Ferro/ligante.
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Duas hipoteses s&o levantadas para a ndo coordenagao do zinco: (i) a amina
terciaria com o grupo metil substituido pode estar protonada, perdendo sua
capacidade de coordenacéo; e (ii) a presengca de apenas uma ponte pode nao ser

suficiente para aprisionar o zinco na esfera de coordenacao.

5.3 Caracterizagao do complexo Cmet

5.3.1 Espectroscopia na regiao do Infravermelho (1V)

A espectroscopia no IV pode ser utilizada para obter resultados preliminares
sobre a complexagéao através da comparacgao dos espectros do ligante e do complexo.
Para o ligante estao presentes bandas correspondentes a vibragao das ligagdes: C-
Har, C-Haiif, C-Ofenol, O-Htenol, C=N, C=C, C=0 e C-N. No espectro do complexo sao
observadas alteracbées de intensidade e deslocamento das bandas de vibracdo do
ligante, assim como também estado presentes bandas adicionais referentes ao contra-
ion e ligantes aquo ou hidroxo. A sobreposi¢cao desses espectros esta apresentada

na Figura 17 e as principais bandas foram atribuidas3' na Tabela 1.

Figura 17. Espectros na regido do IV do ligante final H2Lmet e do complexo Cmet.
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Tabela 1. Principais valores de nimero de onda (cm™') para as bandas e suas

atribuicdes nos espectros de IV do ligante HzLmet e do complexo Cmet.

Atribuicbes HaoLmet Cmet

V (C-Har € C-Haif) 3137 22843 3100 a 2840
0 (C-Har) 741 766

V (C-Halq) 2843 2840

v (C=N e C=C) 1648 a 1431 1630 a 1449
0 (O-Hfenol) 1368 -

v (O-H e N-H) - 3450

Vv (C-Ofenol) 1300 a 1220 1313 a 1228
v (C=0) 1676 1630

v (C-N) 1150 a 1095 1160 a 930
Vsim (OAC) - 1440

Vass (OAC) - 1554

v (CI-0O) - 1088

As bandas de estiramento do ligante: C-Otenoi (1300 a 1220 cm™), C-N (1150
a 1095 cm™) , C-Haud (2843 cm™), C-Har € C-Haiif (3137 a 2843 cm™') e C=N e C=C
(1648 a 1431 cm™') s&o suprimidas e deslocadas em energia na complexagéo. Isso
ocorre pois parte da forca das ligagdes intraligante é suprimida através do
deslocamento da densidade eletrdnica para o metal.

No espectro do complexo, a banda de deformagdo angular O-Hfenol €
inexistente, sinalizando que na coordenacdo o0s grupos fenolatos estdo
desprotonados. A presenca de uma banda alargada em 3450 cm™' pode corresponder
a ligacao O-H, com ligantes aquo coordenados ou na forma hidratada, assim como a
presenca de ligagao N-H proveniente da protonagao da amina terciaria livre do ligante.
A presenca de acetato é observada através dos estiramentos simétricos e
assimétricos de acetato (OAc) em 1440 e 1554 cm'. O acetato poderia estar
coordenado ao centro de Fe(lll) de forma monodentada ou bidentada, porém a
distancia entre as bandas de estiramento simétrico e assimétrico do grupo COO- do
acetato ndo indicam essas formas de coordenacgao, propondo-se a presenga do grupo
acetato de forma nao coordenada.?? A banda intensa em 1088 cm™' ¢ atribuida ao

estiramento da ligagao CI-O do contra-ion perclorato.
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5.3.2 Espectrometria de Massa

A anadlise de ESI-MS do complexo Cmet resultou em um espectro com varios
fragmentos (Figura 18). Somente foi possivel atribuir estruturas para dois sinais,

devido a complexidade estrutural e de estabilizagdo dos fragmentos nas condi¢des de
analise.

Figura 18. Espectro de ESI-MS do complexo Cmet e assinalada distribuicao

isotdpica teodrica (vermelho) das espécies em m/z = 282,3 e 322,4 no modo positivo.
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O pico base desse espectro encontra-se em m/z = 282,6 e corresponde a uma
espécie bivalente. Sua massa e perfil isotopico sdo compativeis a espécie [Fe3* +
H2Lmet]. O segundo fragmento atribuido (m/z = 322,4) possui perfil isotopico
caracteristico de uma espécie contendo ferro e zinco e a distancia de 0,54 entre seus
sinais revela uma estrutura bivalente compativel com [Fe3* + Zn2* + OH- + HoLmet?].
A presenga de hidroxido é justificada pelo uso do mesmo na sintese do complexo,
proveniente do solvente metanol ou na lavagem do complexo em agua.

Embora a amostra ndo apresente quantidade significativa de zinco, a
sensibilidade da técnica de espectrometria de massa permite observar um pico

relativo a espécie contendo zinco.
5.3.3 Condutimetria

A condutimetria do complexo Cmet foi realizada em acetonitrila em uma
concentragdo de 1x10% mol L' e mostrou condutividade molar de 277,8 Q' cm?
mol-'. Quando comparado com a literatura,3? esse valor indica a proporgéo 1:2 entre
complexo e contra-ion. A partir da identificagdo de bandas de estiramento das ligagdes
acetato e perclorato na técnica de espectroscopia no infravermelho, propoe-se a
presenca de acetato e perclorato como contra-ion, mantendo a proporgao:
[Cmet]?*/nOAcmCIO4, onde n+m = 2.

Baseado na caracteristica do centro metalico e no ligante sintetizado, levando
em consideracado os resultados de caracterizagao, propoe-se, para a obtencao de
valores aproximados de coeficiente de absorcdo e parametros cinéticos — para a
comparagao com complexos semelhantes na literatura -, uma estrutura para o
complexo Cmet no estado sélido (Figura 19), sabendo que mais caracterizagbes sao

necessarias para garantir as espécies realmente existentes.

Figua 19. Estrutura proposta para o complexo Cmet em estado solido.
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5.3.4 Espectroscopia na regidao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

Os espectros de absorgdo na regiao UV-Vis para o complexo Cmet foram
obtidos de 250 a 800 nm, utilizando CH3CN e a mistura CH3CN/H20 (50:50, % v/v)
como solventes (Figura 20). Em ambos, observa-se uma banda intensa na regido de
500-600 nm e outra de maior intensidade, na forma de um ombro, na regido de 345-
370 nm. Ambas sao atribuidas ao processo de transferéncia de carga ligante — metal
(TCLM), a qual ocorre entre os orbitais pt do fenolato para os orbitais d do ion Fe3*.4

Para o espectro do complexo em acetonitrila, uma banda €& observada com
maximo de absor¢gdo em 547 nm (¢ = 1483 L mol'' cm™') e na mistura CH3CN/H20
(50:50, % v/v) essa mesma banda aparece deslocada para 526 nm (¢ = 1802 L mol’
cm™). O deslocamento hipsocrdmico em meio aquoso € atribuido ao efeito
solvatocrédmico e também ao aumento do campo ligante no deslocamento do equilibrio
das espécies aquo a hidroxo coordenados ao Fe(lll).

Os resultados encontrados para o Cmet estao de acordo com os valores tipicos
de comprimento de onda e coeficiente de absor¢ao para complexos contendo ligagao

Fe(Il1)-Ofenolato. 4:18:21:22,23,34

Figura 20. Espectros eletrénicos do complexo Cmet (2,9x104 mol L-') em CHsCN
(vermelho) e na mistura CH3CN/H20 (50:50, % v/v) (preto).
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5.3.5 Titulagao Espectrofotométrica e Potenciométrica

Foram realizadas titulacdo espectrofotométrica e potenciométrica do complexo
Cmet na mistura CH3CN/H20 (50:50, % v/v) e os pKas obtidos estdo apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2. Comparagcdo entre os valores de pKa espectrofotométricos e

potenciométricos para o complexo Cmet.

pKa1 pKaZ pKa3

Titulagcao Espectrofotométrica 5,55 7,50 -
Titulagdo Potenciométrica 5,29 8,03 11,01

Os pKas 1 e 2 sdo atribuidos a desprotonagdo das aguas coordenadas ao
Fe(lll) e o terceiro pKa encontrado, observado apenas na titulagdo potenciométrica,
foi atribuido a amina terciaria protonada do ligante (Figura 21).

A titulagdo espectrofotométrica (Figura 22) inicia-se em pH 2,9 e acredita-se
que o Fe(lll) encontra-se coordenado ao ligante HzLmet através de quatro sitios de
coordenacao e duas moléculas de agua completam a esfera octaédrica do metal. O
deslocamento hipsocrémico das bandas no espectro eletrénico conforme o aumento
do pH é resultado da desprotonacéo de ligantes aquo, promovendo o aumento da
diferenga de energia entre os orbitais p1 do fenolato e dm™ do metal Fe(lll) e 0o aumento

da energia da banda de transferéncia de carga.??

Figura 21. Proposta de espécies formadas durante a titulagdo espectrofotométrica

com o aumento do pH da solugdo em CH3CN/H20 (50:50, %v/v).
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Figura 22. Titulagcdo espectrofotométrica do complexo Cmet em CH3CN/H20 (50:50,
% vi/v) a 25°C, em 0,1 mol L' de KCI; [C] = 3x10* mol L.
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5.3.6 Eletroquimica

O comportamento eletroquimico do complexo Cmet foi estudado por meio de
Voltametria Ciclica (VC) e Voltametria de Onda Quadrada (VOQ) nos pHs 4,5, 7,0 e
9,0. O experimento avalia o comportamento redox dos complexos, sendo observados

processos correspondentes ao equilibrio redox quasi-reversivel: Fe3t + 1e~ = Fe?™.
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Figura 23. Voltamogramas Ciclico e de Onda Quadrada do complexo Cmet (5x10
mol L") em CH3CN/H20 (50:50 %v/v, KCI 0,1 mol L") a 25°C, com velocidades de
varredura de 25, 50, 100, 150, 200, 250, 350 mV s-' em pH 4,5. Os potenciais estdo

representados versus ENH.
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Na voltametria ciclica (Figura 23), para todos os valores de pH, foram
observados valores crescentes de AEp com o aumento da velocidade de varredura,
em concordancia com o processo quasi-reversivel da reacdo.®® Os valores de
potenciais do processo (E12 = 137 mV em pH 4,5) estdo de acordo com outros

sistemas miméticos estudados sob as mesmas condigbes.?%36

Figura 24. Voltamogramas de Onda Quadrada do complexo Cmet (5x10* mol L")
nos pHs 4,5 (preto), 7,0 (vermelho) e 9,0 (azul) em CH3CN/H20 (50:50, %v/v, KCI 0,1

mol L") a 25°C. Os potenciais estdo representados versus ENH.

104[——pH 45
1|——pH7.0
1l——pH9.0

i (nA)

600 400 200 0 200
E (mV) vs. NHE



46

A comparagdo dos voltamogramas de onda quadrada do complexo Cmet em
cada pH (Figura 24) mostra um deslocamento dos potenciais de redugao para valores
mais negativos conforme o aumento do pH. A desprotonagao de moléculas de agua
coordenadas aos metais aumenta a densidade eletrbnica desses, dificultando o
processo de redugéo do par Fe3*/Fe?* e consequentemente diminuindo o potencial de
reducdo do mesmo.

Em pH 4,5 a espécie (1) € majoritaria, e pode ser observada pelo processo de
reducao unico e bem definido (Epc = 123 mV). Em pH 7,0 - valor préximo ao pKaz - ha
uma mistura das espécies (2) e (3), caracterizada por dois distintos processos de
reducao (Epc1 = 45 mV e Epc2 = - 140 mV). Ja em pH 9,0, observa-se um processo
com potencial de redugao proximo ao observado para um dos processos em pH 7,0,
a qual é atribuida a espécie (3). Essa onda é bastante alargada e pode estar associada
com a espeécie (2) (ainda presente em pequenas propor¢des), assim como uma
possivel degradagdo do complexo nesse pH, considerando a forte interacéo entre
Fe(lll) e ligantes hidroxo?’. Esses resultados estdo em concordancia com as propostas
de coordenacgdes apresentadas nas técnicas anteriores.

Os resultados obtidos nas analises espectrofotométricas e nos estudos
eletroquimicos para o complexo Cmet s&do muito similares aos obtidos para sistemas
Fe(l11)Zn(ll) com grupos amino n&o coordenados.??3¢ Tal comportamento é esperado
se considerada a semelhanca de esfera de coordenacao do Fe(lll) e as interagdes
intermoleculares com a mesma em ambos os sistemas, nado diferindo

significativamente nas caracteristicas eletrénicas do Fe(lll).

5.4 Estudo cinético de hidrélise de diésteres de fosfatos

Para avaliar o comportamento do complexo Cmet como biomimético para
PAPs, foram realizados estudos cinéticos de hidrolise de diésteres de fosfato com o
substrato ativado bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP). O estudo da atividade
catalitica do complexo frente ao substrato modelo é realizado através de experimentos
que seguem uma cinética de pseudo-primeira ordem a partir do uso de um excesso
de substrato em relagdo ao complexo. A reag¢ao de hidrélise do substrato pode ser
acompanhada espectrofotometricamente a partir da formagcdo do produto 2,4-
dinitrofenolato (Figura 25) que absorve a radiagcdo eletromagnética na regido do
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visivel, possuindo uma banda com maximo de absorgdo em 400 nm. Foram realizados
estudos de efeito de pH e efeito de concentracdo de substrato para obtencdo dos

parametros cinéticos da reacgao.

Figura 25. Esquema de hidroélise do substrato 2,4-BDNPP.
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5.4.1 Hidrédlise com efeito de pH

O estudo do efeito de pH sobre a velocidade da reacéo de hidrélise catalisada
pelo Cmet é realizado para obter o pH 6timo de hidrélise e os pKas cinéticos do
complexo. Esses pKas cinéticos sdo uteis, quando comparados com os valores de pH

potenciométricos a fim de estabelecer espécies cataliticamente ativas.

Figura 26. Grafico da dependéncia das velocidades iniciais com o pH da reacao de
hidrolise do 2,4-BDNPP catalisada pelo complexo Cmet em CH3CN/H20 (50:50, %v/v)
nas condig¢des: [C] = 4x10° mol L™'; [Substrato] = 3x10-3 mol L-*; [tamp&o] = 5x10-2 mol

L-'; Forga idnica (1) = 5x102 mol L' (LiClOs), a 25°C.
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O complexo apresenta maxima atividade em pH 7,5 (Figura 26), e a
dependéncia da atividade em relagdo ao pH apresenta um comportamento de sino.
Foi realizado o ajuste dos pontos obtidos a partir da aplicagdo de uma aproximagao
com a Equacgéo 13738 e o valor de pKa cinético de 6,05 foi obtido a partir do ponto de
inflexdo da funcgao, indicando que a espécie ativa na hidrolise é a espécie (2) -

[Fe''(HLmet)(OH)(H20)].

_ Vimax
Vo = 14+ Y1 Kag
Ka1  [HT]

Equacao 1

A atividade desse complexo é explicada através da dependéncia de associagao
substrato-complexo e da atuagao do nucledfilo na etapa de hidrdlise. Inicialmente a
presencga da espécie (1) - na faixa de pH entre 4,0 e 5,5 — apresenta baixa atividade
de hidrélise. Em pH baixo a coordenacgéo do substrato é facilitada, pois o ligante aquo
€ mais labil do que o ligante hidroxo, porém, ndao ha a presenga de um nucledfilo forte
o suficiente para promover a hidrélise.

Com o aumento do pH ocorre a desprotonagado de um ligante aquo coordenado
ao metal, gerando o nucledfilo proposto para a hidrélise e levando a um grande
aumento da atividade catalitica. A espécie (2) é a forma cataliticamente ativa,
possuindo uma agua coordenada, que é substituida pelo substrato e, o grupo hidroxo
responsavel pelo ataque nucleofilico. A partir do pH 6timo é observada queda na
atividade devido a formagéao da espécie (3), dificultando a entrada do substrato no sitio
ativo pela auséncia do ligante aquo.

A Figura 27 apresenta a distribuicdo de espécies para o complexo Cmet com a
variacdo do pH. E possivel observar que o perfil cinético do complexo em fungdo do
pH, ndo se sobrepde a distribuicdo da forma cataliticamente ativa — espécie (2). Esse
comportamento é observado para outros complexos que utilizam aminas protonadas
para simular efeitos de segunda esfera de coordenag&o.?2232437 A partir da
coordenacgao do substrato ao sitio ativo, a amina protonada deixa de interagir com as
aguas coordenadas ao metal para interagir com o substrato, levando a uma variagéao
do pKa dessas aguas quando comparado ao complexo mononuclear na auséncia do

substrato.
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Figura 27. Diagrama de distribuicdo de espécies para o complexo Cmet em
CH3CN/H20 (50:50, % v/v), com sobreposigao do perfil obtido na cinética de hidrdlise

para a dependéncia das velocidades iniciais com o pH.
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A influéncia do ambiente de coordenacdo do complexo com a atividade
catalitica foi avaliada de forma mais aprofundada através da variagdo de concentragao

de substrato, gerando os parametros cinéticos da reacgao.

5.4.2 Hidrélise com efeito de concentragdo de substrato

A dependéncia da atividade catalitica com a concentragdo de 2,4-BDNPP
(Figura 28), apresenta perfil de saturacdo e pode ser utilizada para retirar os
parametros cinéticos a partir da equacao nao-linear de Michaelis-Menten. O
experimento foi realizado em pH 7,0 a 25 °C.

A eficiéncia catalitica do complexo (E) é o parametro mais utilizado para avaliar
os resultados do estudo cinético. Ela envolve a razdo entre o kcat € 0 Km, considerando
ambos os efeitos de atuagdo do nucledfilo e associacdo complexo-substrato na
atividade de hidrdlise.
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Figura 28. Grafico da dependéncia das velocidades iniciais com a concentragao de
substrato para o complexo Cmet em CH3CN/H20 (50:50, %v/v) nas condi¢des: [C] =
4x10-% mol L'; [tampao] = 5x10-2 mol L-*; | = 5x102 mol L' (LiClO4), a 25°C, em pH
7,0.
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Os parametros cinéticos obtidos para o complexo Cmet estdo listados na
Tabela 3. O valor de Kwm indica uma boa associagao do substrato ao complexo,
provavelmente auxiliada pela interagao do substrato com a amina protonada do ligante
e o valor de kcat foi obtido considerando a atuagéo da especie mononuclear de Fe(lll).

Nao foram encontrados estudos de atividade de hidrdlise de ésteres de fosfato
para complexos mononucleares de Fe(lll) na literatura. Porém, os resultados obtidos
se encontram na magnitude de valores encontrados para complexos binucleares de

Fe(lll), como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros cinéticos para a reagao de hidrolise do 2,4-BDNPP catalisada

a 25°C pelo complexo Cmet (mondmero) e outros compostos da literatura.

Complexo Keat (x10%) Kwm (x10®)  Kass E f(x103) pH
(s) (mol L) (L mol) (L mol* s7)
Cmet 1,55 5,29 189 0,29 8,61 7,0
Feal 139 1,33 1,90 515 0,68 7,39 6,2
Feal 323 0,65 7,38 135 0,09 3,61 7,4
Fezbbpmp34 1,21 7,20 139 0,17 6,72 6,5
L1 = 4,11-dimetil-1,8-bis{2-[N-(di-2-piridiimetil)amino]etil}ciclam. L3 =  2,6-bis{[[(6-amino-2-
piridinil)metil](2-piridinilmetil)amino]metil}-4-metilfenol. bbpmp = 2,6-bis{[(2-hidroxibenzil)(piridin-2-

il)metilamino]metil}-4-metilfenol.
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Com base nos resultados de experimentos cinéticos, diversas propostas de
mecanismo se mostram viaveis — inclusive que esses ocorram de forma simultanea.
Uma das propostas € um mecanismo cooperativo na hidrélise do substrato (Figura
29), no qual uma molécula de substrato se coordena ao sitio ativo de Fe(lll) e o
nucleodfilo atuante € proveniente de outra unidade de complexo. Nesse mecanismo, o
intermediario formado apds o ataque do nucledfico formaria uma ponte entre dois
monoémeros, tornando possivel, apos a liberagao do primeiro equivalente de 2,4-DNP,
o ataque de um segundo hidroxo ainda disponivel na esfera de coordenagao de um
dos monémeros, hidrolisando o monoéster. Esse mecanismo justificaria o resultado
obtido na reacéo 1:1 complexo/substrato, que mostra a formacao de 1,8 equivalentes
do 2,4-dinitrofenolato (2,4-DNP), indicando a hidrélise do 2,4-DNPP (monoéster) pelo

complexo apos a liberagao do primeiro equivalente de 2,4-DNP.

Figura 29. Proposta de mecanismo cooperativo de hidrélise do 2,4-BDNPP catalisado

pelo complexo Cmet em pH 7,0, sugerindo também a hidrélise do 2,4-DNPP gerado.
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Outro mecanismo proposto € com atuacdo do mondédmero com coordenagao do
substrato ao centro metalico e ataque intramolecular pelo nucledfilo OH-, formando
um intermediario pentacoordenado coordenado de forma bidentada ao centro
metalico. O experimento cinético de efeito isotdpico de deutério apresentou kn/kp de
1,8, indicando um possivel ataque realizado pelo meio (catalise basica), como

demonstrado na Figura 30. Todos esses mecanismos podem estar ocorrendo
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simultaneamente e mais experimentos sdo necessarios para investigar a atuagao do

complexo na hidrolise de ésteres de fosfato.

Figura 30. Proposta de ataque do nucledfilo por meio de catalise basica.
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6 CONCLUSOES

O ligante HzLmet foi sintetizado de forma satisfatdria, com bons rendimentos e
adequada caracterizagdo através de RMN de 'H, IV e ESI-MS. A sintese do complexo
nao resultou em cristais para analise estrutural de difragdo de raio X, dessa forma,
diversas técnicas foram utilizadas para a caracterizacdo do complexo sintetizado, a
fim de avaliar a estrutura e as caracteristicas fisico-quimicas do mesmo: (i) a
espectrometria de absorgédo atdmica revelou a auséncia de Zn(ll) no centro metalico,
indicando a formac&o de um complexo mononuclear de Fe(lll); (ii) a espectroscopia
no IV e a condutimetria trouxeram indicios da coordenag¢do do ligante ao metal, a
presenca de acetato e perclorato e também a propor¢gao complexo/contra-ion; (iii) a
espectrometria de massa concordou com a presenga majoritaria de uma espécie
mononuclear de Fe(lll); (iv) a espectroscopia no UV-vis confirmou a presencga de
transferéncia de carga Orenolato-F€ em concordancia com a coordenagao de grupo
fenolato a centro de Fe(lll); (v) as titulagdes espectrofotométrica e potenciométrica
revelaram valores proximos de pKa, sendo o pKas atribuido a desprotonacéo da amina
livre do ligante HzLmet, em concordancia a complexos na literatura com esse grupo
livre; e (vi) a eletroquimica revelou ondas referentes ao processo redox do ferro —em
um comportamento similar a compostos binucleares contendo Fe(lll) com esfera de
coordenacgao similar.

Os estudos de hidrdlise do substrato 2,4-BDNPP mostraram que o complexo
apresenta atividade frente ao substrato modelo, com possiveis efeitos de segunda
esfera de coordenacdo proporcionados pela amina terciaria ndo coordenada do
ligante HzLmet. Os resultados de cinética em reagdo estequimétrica indicam que o
complexo é capaz de hidrolisar o monoéster formado durante a reagao de hidrdlise do
diéster. O efeito isotdpico de deutério indica atuagdo do meio através de um possivel

mecanismo de catalise basica na atividade de hidrdlise.
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7 PERSPECTIVAS

As estruturas do complexo em forma sélida e em solugdo foram propostas
baseando-se nos resultados mencionados acima, sendo necessarias diversas outras
técnicas para identificar propriamente a estrutura do complexo Cmet, desvendando o
mecanismo atuante na hidrdlise de diésteres de fosfato.

Como perspectivas, pretende-se realizar novos procedimentos de sintese do
complexo heterobinuclear de Fe(lll) e Zn(ll), dessa vez usando uma base para garantir
que a amina terciaria substituida com o grupo metil esteja desprotonada e possa
coordenar ao metal (Il). Sera adicionado um excesso de acetato pela adicdo de
acetato de sodio, para forgar a formacgéao de duas pontes acetato entre os dois centros
metalicos.

Além disso, a sintese do complexo mononuclear de ferro é necessaria para
estudos mais precisos sobre a atuacdo do mesmo na hidrélise de ésteres de fosfato.
A fim de obter a cristalizacdo do complexo mononuclear e analisar sua estrutura por
difracdo de raios X, podem ser utilizados ligantes rigidos bidentados — como a 2,2-
bipiridina — para substituicdo de ligantes aquo, conferindo uma coordenagédo menos
livre ao centro metalico.

Para analisar as espécies existentes em solucéo para o complexo obtido neste
trabalho, poderao ser utilizadas as técnicas de espectroscopia de ressonancia
paramagnética eletrénica (EPR) e espectroscopia Mossbauer que permitem
diferenciar espécies que confiram natureza diferente ao centro de ferro (Il).

Para avaliar a formagéao de estruturas monoméricas ou diméricas do complexo
Cmet sido propostos quatro experimentos: (i) acompanhamento das espécies
formadas em diferentes valores de pH por meio de espectrometria de massa (ESI-
MS), permitindo compreender quais as possiveis espécies em equilibrio no meio
estudado; (ii) através da mesma técnica, observar a formacdo de espécies na
presenca do substrato 2,4-BDNPP nas mesmas condi¢des dos experimentos cinéticos
para identificagdo do aduto complexo-substrato e de possiveis intermediarios; (iii)
estudo do efeito da concentragdo do complexo na atividade do substrato 2,4-BDNPP,
obtendo a ordem da reagao em relagao ao complexo, util para compreender qual a
espécie atuante; e, (iv) estudos cinéticos de hidrolise de substratos o-difendis, que

ajudaria a compreender a forma de coordenagao do substrato ao centro de ferro — a



55

coordenacgao do difenol como ponte entre os dois ferros é necessaria para oxidagao
do mesmo e formacao da quinona correspondente, sendo necessario um mecanismo
cooperativo para oxidagdo do substrato ou mesmo a existéncia de uma espécie
dimérica no meio.

Uma pesquisa mais detalhada na literatura sera feita em busca de outros
experimentos que contribuam para elucidar os questionamentos gerados nesse

trabalho.
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9 APENDICE

Figura 31. Espectro de ESI-MS do ligante H2Lmet contendo distribuigédo isotopica e

estrutura dos fragmentos em m/z = 389,2 e 659,3. A distribui¢do isotdpica tedrica para

essas especies esta assinalada em vermelho.
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