UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS FiSICAS E MATEMATICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Edinara Luiz

Floriandpolis
2024



Edinara Luiz

DESENVOLVIMENTO DE COMPOSTOS DE COORDENAGAO, MATERIAIS
HIBRIDOS E Zr-CLUSTERS BIOINSPIRADOS PARA UTILIZAGAO COMO
CATALISADORES DA HIDROLISE DE TRIESTERES DE FOSFATO

Tese apresentada ao programa de Pds-graduagéo
em Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina como requisito parcial para obtengdo do
titulo de Doutor em Quimica.

Orientador: Prof.? Dr.? Rosely Aparecida Peralta
Coorientador: Prof.° Dr. Fernando Roberto Xavier

Floriandpolis
2024



iz, Edinara

DESENVOLVIMENTO DE COMPOSTOS DE COORDEN &?iO MATERIAIS
HIBRIDOS E Zr-CLUSTERS BICINSPIRADOS PARA UTILIZACAOC COMO
CATALISADORES DA HIDROLISE DE TRIESTERES DE FOSFATO /
Fdinara Tumiz ; orientadsra, Rosely Aparecida Peralta,

coorientador, Fernando Roberto Xavier, 2024.

-

2l p.

Tese (doutorads) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncilas Filsicas = Matematicas,
Frograma de Pos-Graduaclo =m Quimica, Floriandpolis, 2024.

1. Quimiea. 2. Quimica Inorglnica. 3. Hidrélise de=
ésteres de fosfato. 4. Compostos de coordenaglo de Ferro e
Zircdnico. 5. Estudos cinéticos. I. Peralta, Rosely
Aparecida. II. Xavier, Fernando Roberto. III. Universidade

ederal de Santa Catarina. Programa de Pds—Graduagdo em
,

Quimica. IV. Titulo




Edinara Luiz

Desenvolvimento de compostos de coordenagao, materiais hibridos e Zr-Clusters

bioinspirados para utilizagao como catalisadoras da hidrélise de triésteres de fosfato

O presente trabalho em nivel de Doutorado foi avaliado e aprovado, 13 de agosto de 2024,

pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Profa. Jaisa Fernandes Soares, Dra.

Universidade Federal do Parana

Prof. Tiago Anténio da Silva Brandéo, Dr.

Universidade Federal de Minas Gerais

Profa. Camila Fabiano de Freitas Marin, Dra.

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta é a versao original e final do trabalho de conclusao que foi julgado

adequado para obtencao do titulo de Doutora em Quimica.

Documento assinado digitalmente

Daniel Lazaro Gallindo Borges

Data: 17/10/2024 19:18:20-0300

CPF: ***.794.969-*"

Verifigue as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Rosely Aparecida Peralta

Data: 17/10/2024 19:04:17-0300

CPF: ***.719.349-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Profa. Rosely Aparecida Peralta, Dra.

Orientadora

Floriandpolis, 2024.



Dedico esse trabalho aos meus pais, por
terem investido na minha educagéo antes
mesmo de eu nascer.



AGRADECIMENTOS

Um dia meu pai me disse que tudo que ele e minha mae fizeram na vida foi
para que eu e minha irméa pudéssemos estudar até onde a gente quisesse. Acho que
ele ndo imaginou que eu levaria isso tdo longe. Meus pais n&o tiveram a chance de
terminar o ensino fundamental e, por saberem a importancia que a educagao tem na
vida das pessoas, moveram o mundo para que eu pudesse chegar até aqui. Nao ha
nada no mundo que eu seja mais grata do que meus pais: Ademir e Lola. Obrigada
por me ensinarem tanto, por me oferecerem tanto, por me permitirem chegar até aqui,
por ndo me deixar desistir e por apoiarem cada um dos meus sonhos. Essa conquista
também é de vocés. A minha irm3a, Eliane, que sempre foi um exemplo na minha vida.
Vocé e o Xandy sempre me apoiaram e tiveram um papel importante para que eu
pudesse correr atras dos meus sonhos. Obrigada por tomarem conta de tudo e
entenderem a minha auséncia durante todos esses anos.

Ao meu futuro marido, Elder. E dificil saber pelo que te agradecer. Vocé
representa tanto para mim. Obrigada pelas discussées quimicas durante os jantares,
por me ajudar (mesmo quando eu teimava que vocé estava errado), por dar ideias e
ajudar a interpretar resultados. Obrigada por ndo me deixar desistir e por ficar mais
furioso que eu quando alguma coisa dava errado, e muito mais feliz que eu quando
alguma coisa dava certo. Obrigada pela confianga, pela parceria e por me aturar
durante esses anos. Obrigada por estar do meu lado nos dias mais alegres da minha
vida, mas principalmente por ser a minha maior base nesses ultimos meses tao
dificeis. Eu ndo teria conseguido sem vocé.

A minha sogra e sogro, Rose e Antdnio, que sempre estiveram presentes e
me apoiaram durante esses anos. Obrigada por me abrigarem e cuidarem de mim
como uma filha. Sou muito grata por té-los em minha vida.

Agradeco aos meus grandes amigos, Michele, Marcio e Carlos que serao para
sempre 0os meus vacildes preferidos, mesmo em cantos diferentes do mundo. A
amizade de vocés ao longo desses anos contribuiu infinitamente para que esse
trabalho fosse possivel. A minha amiga Gabriela, que me ajudou muito durante o
processo de aquisigdo do visto do meu doutorado sanduiche. Aos amigos brasileiros
que fiz na Bélgica, Amira, Ingra, Gabriel e Cassimiro. Eu tenho um carinho gigante por

vocés. Obrigada pelas memarias inesqueciveis que criamos juntos.



A Daniele e ao Vinicius que entre uma mesa de bar e outra, ajudaram a manter
a minha sanidade. Aos demais colegas do LABINC, Bruna, Lutuima, Rafaella, Daniel
e aqueles que ja passaram por aqui ha mais tempo, mas foram importantes para mim:
Toigo, Maranha e Cacau. Ao meu IC, Thomas, o qual tenho muito orgulho de ter
participado na formacao e que foi extremamente guerreiro por me aguentar durantes
dois anos inteiros.

Agradeco a minha orientadora, Professora Rosely Peralta, por me
acompanhar nessa caminhada, pela oportunidade do meu ingresso no mestrado e por
continuar nesse papel durante o doutorado. Ao meu Coorientador, Professor
Fernando Xavier, que me acompanha desde a graduagao, sendo parte importante da
minha formagéo. Obrigada pela oportunidade, ha quase 10 anos, de me permitir fazer
iniciagao cientifica e descobrir meu caminho como pesquisadora. Também agradeco
aos dois pela compreensao e paciéncia durante esses ultimos meses, o apoio de
vocés significou muito para mim.

Felizmente esse projeto contou com diversas parcerias nacionais e
internacionais. Agradegco imensamente ao meu amigo Giliandro Farias, por toda a
ajuda concedida ao longo do caminho e pelas analises de DFT. Ao professor Ignacio
Leon, pelos estudos de toxicidade e a Aleksandra Bondzic pelos ensaios enzimaticos.
Ao Albert Solé-Daura, Jordi Puiggali-Jou e Jorge J. Carbé pelos calculos de DFT. Ao
Dalber Sanchez e Marciela Alzamora pelas analises de Mossbauer.

| apologize for the shift in language, though it may not be ideal, | want to ensure
that these individuals understand my heartfelt gratitude. Therefore, | extend my
sincerest thanks to all the LBC members for their exceptional hospitality during my time
in Belgium. From the moment | arrived, | felt incredibly welcomed, and meeting each
of you was a true pleasure. Aly, Siene, Givi, Siqi, Cuilian, Sarah, Gabriela, Nada,
Killian, David, Charlotte—my gratitude knows no bounds for the time I've spent with
you and all that | learned. To Angelo Mulallui for the EXAFS experiments and the coffee
time talks. Francisco, words cannot express the profound impact you've had on my life.
You made me believe in myself again and helped to unveil my potential as a
researcher. | learned so much with you, and for that, I'm forever grateful. To Professor
Vogt, when | reached out to you expressing my desire to join your group, my
expectations were high. Yet, reality exceeded them in every way. Thank you for

granting me this invaluable experience. | have grown immeasurably during my time



with your group, and | congratulate you for bringing together such a remarkable
assembly of individuals.

Agradeco também ao LABINC por todos esses anos, e aos demais
professores, Elias e Adailton, que juntamente com a Prof Rosely continuam levando o
legado do nosso estimado e para sempre lembrado Professor Ademir Neves.

Agradeco ao LABIME pelas analises de Massas, a Central de Analise do
Departamento de Quimica, pelas analises de C, H e N e absor¢ao atbmica, ao Elettra
Sincrotrone Trieste, pela analise de EXAFS.

Agradeco também ao Departamento de Quimica e ao Programa de Pods-
Graduagao em Quimica, e ao Henrique e Andrezza, da secretaria do Programa.

Finalmente gostaria de agradecer as universidades que tornaram esse projeto
possivel UFSC, UDESC e KU Leuven. Assim como os ¢6rgdos de fomento que
financiaram essa pesquisa CNPq, INCT-Catalise em especial a CAPES pela bolsa
PROEX e de doutorado sanduiche através do programa CAPES-PRInt.



“Se vocé acha que a educacgéo é cara, experimente a ignorancia.”
(Derek Bok)



RESUMO

Triésteres de fosfato sdo compostos amplamente utilizados como agroquimicos. Seu
risco a seguranga humana e ambiental faz com que degradacgéo desses materiais seja
de extrema importancia. Mesmo que o uso de compostos de coordenacao
bioinspirados para a hidrélise de ésteres de fosfato tenha atraido atengdo no
desenvolvimento de novos catalisadores, a literatura carece de exemplos voltados aos
problematicos triésteres. Assim, através dos dois capitulos desenvolvidos nesse
trabalho, espera-se contribuir para a evolugdo de estratégias eficientes para a
hidrolise desses compostos. No primeiro capitulo, relatamos cinco complexos
mononucleares de Fe''| sua sintese, caracterizacdo e atividade catalitica. Os
complexos 4 e 5 contém grupos benzimidazol (BIMZ) e foram estrategicamente
projetados para variar seus comprimentos de cadeia alifatica, separando o grupo
BIMZ da primeira esfera de coordenacgéo, enquanto o complexo 1, sem tais grupos,
foi usado como referéncia. Outros dois complexos, 2 e 3, contém cadeias laterais sem
BIMZ evidenciando o efeito da presenca desse grupo nas propriedades fisico-
quimicas dos complexos. Diversas técnicas forneceram informagdes estruturais
valiosas, incluindo espectrofotometria, espectrometria e eletroquimica. As estruturas
sugeridas foram embasadas por analise elementar, e a espectroscopia de Mossbauer
de %Fe confirmou Fe!' de alto spin em todos os complexos. A modelagem de teoria
do funcional da densidade (DFT) revelou geometrias octaédricas distorcidas e
rearranjos na primeira esfera de coordenagdo causados pela presenga do grupo
BIMZ. Esse grupo também afetou diretamente os equilibrios de protonacdo e a
atividade catalitica desses complexos. Em comparagéo com a reagcado nao catalisada,
os catalisadores aceleraram a reagao de hidrolise do triéster de fosfato dietil-2,4-
dinitrofenilfosfato (DEDNPP) em pelo menos 5 vezes. Os complexos 4 e 5, contendo
o grupo BIMZ, mostraram os valores de atividade cataliticas (kcat) mais significativos.
Além disso, uma cadeia de carbono mais longa resultou em uma constante hidrolitica
mais alta, mas, menor interacdo com o substrato. Ademais, os complexos 1, 4 e 5
também tiveram sua atividade citotéxica avaliada demonstrando atividade antitumoral,
sendo 5 mais ativo que a cisplatina contra osteosarcoma humano. Além disso, no
segundo capitulo, também apresentamos um estudo pioneiro e detalhado de
reatividade e mecanismo de clusters metalicos de Zr {ZrsOs} como catalisadores para
a degradacédo do pesticida etil-paraoxon. Com base em diversos experimentos
mecanisticos e estudos de DFT, demonstramos que a reatividade desses clusters
surge de seus sitios Zr'V-Zr'V. Especificamente, a hidrdlise em condigbes acidas ocorre
por meio de um caminho intramolecular. Notavelmente, revelamos o efeito da
nuclearidade do cluster e da natureza do ligante na reatividade, além de comprovar a
integridade do catalisador mesmo apods a reacao, possibilitando sua recuperagao e
reutilizacdo. Essas descobertas delineiam o potencial de tais clusters para a
degradagao de triésteres de fosfato em condi¢gdes acidas e contribuem para o
desenvolvimento de novos catalisadores, como os MOFs baseados em Zr. Ambos os
estudos aqui desenvolvidos contribuem para o desenvolvimento de estratégias
eficientes de design de novos catalisadores e fornecem uma base para investigagdes
adicionais sobre a degradacgao eficiente de agroquimicos.

Palavras-chave: Complexos de ferro(lll); Cluster de zircénio; Hidrolise de triésteres
de fosfato.



ABSTRACT

Phosphate triesters are widely used as agrochemicals. Due to their risk to human
safety and environment, the degradation of these materials is highly important. Over
the years, the use of coordination compounds for the hydrolysis of phosphate esters
has attracted attention in the development of new bioinspired catalysts. However, the
literature lacks examples showing activity against the problematic phosphate triesters.
This work, divided into two chapters, contributes to the evolution of efficient strategies
for the hydrolysis of these compounds. Thus, in the first chapter, we report five
mononuclear Fe'' complexes, their synthesis, characterization, and catalytic activity.
Complexes 4 and 5 contain benzimidazole (BIMZ) groups and were designed to vary
their aliphatic chain lengths, separating the BIMZ group from the first coordination
sphere, while complex 1, without such groups, was used as a reference. Two other
complexes, 2 and 3, contain side chains without BIMZ groups to highlight the effect of
these groups on the physicochemical and catalytic properties of the complexes.
Various techniques provided valuable structural information, including
spectrophotometry, spectrometry, and electrochemistry. The suggested structures
were confirmed by elemental analysis, and *"Fe Mdssbauer spectroscopy confirmed
high-spin Fe'' in all complexes. Density functional theory (DFT) modeling revealed
distorted octahedral geometries and rearrangements in the first coordination sphere
due to the presence of BIMZ groups. These groups also directly affected protonation
equilibria and the catalytic activity of these complexes. The hydrolysis of diethyl-2,4-
dinitrophenyl phosphate (DEDNPP) triester was increased by at least 5 times
compared to the uncatalyzed reaction. Complexes 4 and 5, containing the BIMZ group,
showed higher catalytic rates (kcat). Furthermore, a longer carbon chain resulted in
higher hydrolysis rate but lower substrate interaction. Furthermore, complexes 4 and
5 also exhibited antitumor activity, with 5 being more active than cisplatin against
human osteosarcoma. Additionally, in the second chapter, we also present a detailed
study of reactivity and mechanism, pioneering in metallic clusters {ZrsOs} routinely
employed as building blocks for Zr-MOFs, as catalysts for the degradation of the
pesticide ethyl-paraoxon. Based on various mechanistic experiments and DFT studies,
we demonstrate that the reactivity of these clusters arises from their Zr'V-Zr'V sites.
Specifically, hydrolysis under acidic conditions occurs through an intramolecular
pathway, contrary to what was previously reported for Zr MOFs. Notably, we reveal the
effect of cluster nuclearity and ligand nature on reactivity, besides proving the catalyst's
integrity even after the reaction, enabling its recovery and reuse. These findings
delineate the potential of such clusters for the degradation of phosphate triesters under
acidic conditions and contribute to the development of new catalysts, such as Zr-based
MOFs. Both studies developed here contribute to the development of efficient
strategies for designing new catalysts and provide a basis for further investigation into
the efficient degradation of agrochemicals.

Key-words: Iron(lll) complexes; Zirconium clusters; Phosphate triesters hydrolysis.
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1.1 REVISAO DA LITERATURA

1.1.1 O uso de agrotéxicos no Brasil

A agricultura no Brasil representou, em 2022, cerca de 24,8% do PIB (Produto
interno Bruto) nacional, e é responsavel por 47,6% das exportagdes do pais. Somente
em gréos, em 2023, foram produzidas mais de 300 milhdes de toneladas em cerca de
77 milhdes de hectares.’ Devido a extensa area de plantio, o Brasil ja foi considerado
o maior consumidor de agrotéxicos no mundo,? aplicando cerca de 300 mil toneladas
destes produtos anualmente (130 mil toneladas de ingredientes ativos).2 Em 40 anos,
houve um aumento de 700% no uso de agroquimicos no pais, mesmo que a area
agricola tenha aumentado somente 78% no mesmo periodo.? A regido sul consome
31% desses compostos, ficando atras somente da regido Sudeste. Santa Catarina,
por exemplo, € considerado um dos estados de maior destaque em produtividade
agricola, e consequentemente se encontra entre os dez estados que mais consomem
agrotoxicos.*

O uso destes compostos pode agravar alguns problemas ambientais, como
acelerar processos de erosao, causar perda de habitat, alteracdo de povoamento e
populagdo faunistica, assim como alterar a biodiversidade local.> Esse desequilibrio
ambiental também faz com que as pragas criem resisténcia a eles, e como
consequéncia, € necessario aumentar a dosagem utilizada, ou desenvolver novos
produtos, gerando um ciclo vicioso.®

Os problemas associados aos defensivos agricolas nao ficam restritos ao
meio ambiente. Estima-se que a cada ano cerca de um milhdo de pessoas sejam
intoxicadas de forma involuntaria por agroquimicos. Um levantamento de 2007-2017
em 13 estados brasileiros mostra uma forte correlagao linear entre o aumento no
consumo de agrotéxicos e o numero de intoxicagdes de trabalhadores por estas
substancias.®’ No Brasil, registrou-se quase 57 mil casos de intoxicagdo por
agroquimicos entre os anos de 2010-2019.5 Somente no estado de Santa Catarina,
foram informados 1663 casos de 2015-2020, dentre os quais 64 vieram a 6bito.2 No
entanto se estima que haja uma subnotificagdo (na ordem de 1 para 50),° ja que estes
casos sao reportados diretamente por hospitais, ou seja, sdo referentes a intoxicagbes

agudas que levaram o individuo a procurar ajuda médica.
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Normalmente intoxicacdes crénicas nao sao notificadas, mas a acumulacao
de pesticidas no ambiente e em alimentos também podem causar intoxicagao por
contato direto e diario com estes compostos.? Segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA) contaminagbes deste tipo podem gerar sintomas preocupantes, como:
infertilidade, impoténcia, facilitar o aborto, malformag&o e neurotoxicidade.® Além
disso, estudos apontam uma relacdo entre o uso destes compostos e o
desenvolvimento de doengas degenerativas, como Alzheimer e Parkinson.'°

A venda e utilizagdo de agroquimicos € controlada por agéncias reguladoras,
devido a alta toxicidade que apresentam. Dentre as diversas classes de agroquimicos
disponiveis, os organofosforados fazem parte dos mais problematicos (Figura 1). As
principais adversidades estdo relacionadas a sua durabilidade, associada a
estabilidade da ligagdo fésforo-oxigénio,'" além de seu efeito anticolinesterastico

(inibindo a agao da enzima acetilcolinesterase).

Figura 1 - Alguns organofosforados utilizados como principio ativo de pesticidas
@) @)
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Fonte: Adaptado de Domingos et al. (2003) e Wanderlind et al.(2014).12.13

Dentre eles se destacam os paration-metilico e os metamidofés com venda
proibida no pais devido a alta toxicidade demostrada em testes realizados pela
Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).'"* Os compostos considerados toxicos sdo
aqueles que apresentam riscos a saude humana de acordo com testes toxicoldgicos
protocolados na agéncia e na literatura cientifica publicamente disponivel sobre o
assunto.

A classificacdo dos defensivos agricolas é dada por dois fatores: toxicidade e
persisténcia. Quanto a toxicidade eles sao divididos em 4 classes, apresentadas na
Tabela 1. Os valores sao expressos em fungéo da dose letal (Letal dose -LD) que
representa a dose de pesticida necessaria para matar 50% da populacao testada.

Desta forma, quanto menor o valor de LDso mais tdxico é o composto.’®
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Tabela 1 - Classificagdo de defensivos agricolas de acordo com indice de LDso, em
testes com ratos. Dados apresentados para contaminacdo oral e dérmica,
considerando os defensivos na forma sélida e liquida.

LDso para ratos (mg/kg)

Classe Oral Dérmico
Solido  Liquido Solido Liquido
la Extremamente perigoso <5 <20 <10 <40
Ib Altamente perigoso 5<50  20<200 10<100 40<400
Il Moderadamente perigoso 50<500 200<2000 100<1000 400<4000
lll Levemente perigoso >500 >2000 >1000 >4000

Fonte: Adaptado de World Health Organization (2019).1°

A persisténcia diz respeito ao tempo em que estes compostos permanecem
no ambiente sem serem degradados ou terem estrutura alterada, normalmente
expresso em valores de tempo de meia vida (t12). Esse valor indica o tempo
necessario para que a concentragéo original do composto caia pela metade. Alguns
agroquimicos apresentam t12 na casa de centenas de anos,’® ou seja, compostos
utilizados em séculos passados continuam a contaminar solo, agua e flora na
atualidade.

Os compostos paration metilico e etilico (Figura 1), fazem parte da
classificagdo la, apresentando valores de LDso de 14 e 13 mg kg, respectivamente.’®
Esses valores justificam a proibicdo do uso destes compostos no pais. Mesmo assim,
ainda é possivel encontrar resquicios destes compostos em amostras alimenticias,
atrelado ao uso ilegal dos agroquimicos.' Quando o paration, metilico ou etilico, é
absorvido no organismo ele sofre um processo de biotransformagdo ao metabdlito
ativo Paraoxon (Figura 1). O paraoxon (POX), foi criado como substituinte do paration
e tem venda liberada no pais. Seu t12 € de aproximadamente 780 dias (pH 8,0 a 27
°C) na auséncia de catalisador,'® tempo elevado para um composto permanecer
contaminando o ambiente. Nesta forma, este composto faz parte da classe dos
triésteres de fosfato e exibe toxicidade elevada na inibigdo da enzima
acetilcolinesterase.

Compostos deste tipo merecem atengao devido aos riscos associados a sua
utilizagao e, portanto, foram escolhidos como objeto de estudo deste trabalho. Para
tal, é preciso entender um pouco mais sobre a estrutura e reatividade dos ésteres de

fosfato.
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1.1.2 Os ésteres de fosfato

Os ésteres de fosfato sdo considerados compostos derivados do acido
fosforico, nos quais grupos alcoxila ou ariloxila (anéis aromaticos ligados a oxigénio,
tal qual o grupo fenol) substituem os grupos hidroxila. Estas substituicbes também
classificam estes compostos em mono-, di- e tri- ésteres de fosfato, como apresentado
no Esquema 1. Um dos fatores que definem a reatividade destes compostos, é a
possibilidade de ataques nucleofilicos ao atomo de fosforo ou ao carbono ligado ao
oxigénio do préprio grupo de saida, sendo o primeiro caso favorecido pela

eletrofilicidade do atomo de fosforo.19:20

Esquema 1 - Classificacdo dos ésteres de fosfato de acordo com as substituicbes a
partir do acido fosférico.
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Fonte: Adaptado de Wanderlind (2018) Domingos et al. (2003).12:2

Estes compostos sdo encontrados em diversas formas em sistemas
ambientais e bioldgicos e sao, geralmente, sao divididos em trés categorias (Esquema
2): acidos nucleicos e derivados; pesticidas fosforados e agentes quimicos de
guerra.??

Como apresentado no Esquema 2, os mono- e diésteres de fosfato
desempenham varias funcbes bioldgicas especificas. Sdo encontrados em partes
hidrofilicas dos fosfolipidios que compdem grande parte da membrana celular ou em
pequenas moléculas vitais para o metabolismo como Adenosina Trifosfato (ATP) e
3',5'-monofosfato de adenosina (cCAMP). Contudo, o papel mais importante destas
moléculas € na composi¢cdo dos acidos ribonucleicos - RNA e DNA, conectando
acidos nucleicos e permitindo a formacgao da estrutura polinucleotidica. Além de
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fungdes estruturais, os processos de fosforilacdo e desfosforilagdo constituem uma

das formas de regulagdo enzimatica mais importantes.?3

Esquema 2 - Classificagdo dos Organofosforados e ésteres de fosfato com alguns
exemplos de cada classe.
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Fonte: Adaptado de Jiang et al. (2020).22

Os diésteres de fosfato séo tipicamente os menos reativos entre os ésteres
de fosfato. Isso ocorre porque, em meio aquoso, eles existem principalmente na sua
forma acidica (RO),P(O)OH, em quase toda faixa de pH. A carga negativa distribuida
entre os dois atomos de oxigénio, reduz a eletrofilicidade do atomo de fosforo, ou seja,
ele se torna menos atraente para ataques nucleofilicos, em comparacdo aos

triésteres. Além disso, os diésteres nao possuem a mobilidade de prétons encontrada
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nos monoésteres, que facilita a protonagao do grupo de saida durante a reag&o.?42°
Por isso, a hidrdlise dos diésteres de fosfato ocorre de maneira muito lenta, a menos
que seja catalisada. Os bioldgicos, como o DNA, podem apresentar t12 de 10® anos,
sendo sua hidrélise normalmente catalisada por enzimas, tais como as nucleases e
fosfatases.?® Estima-se que uma enzima que tenha a fungéo de catalisar a hidrdlise
do DNA deva possuir um fator de aceleragéo da reagdo em torno de 10" vezes.?6

A segunda e terceira classificagoes dos ésteres de fosfato é advinda de efeitos
neurotdxicos que alguns destes compostos apresentam. As primeiras armas quimicas
deste tipo foram desenvolvidas por volta do ano 1915.1227 A partir desta época, gases
com o intuito de atacar o sistema neuroldégico foram produzidos como asfixiantes. O
desenvolvimento, producao e uso desses materiais € proibido desde a convencgao de
armas quimicas em 1997, mas, o temor relacionado ao uso dos gases de guerra ainda
persiste. Além disso, a importancia quimica dos estudos envolvendo estes compostos
vém se tornando conhecida devido a necessidade de degradacao e/ou desativacao
destas moléculas.?® No caso de agroquimicos, esses mesmos efeitos também estdo
presentes, porém em menor grau de toxicidade que nos gases de guerra.

No Brasil, os organofosforados estdo entre as classes de pesticidas e
herbicidas mais utilizados na agricultura,?® e no mundo representam 40% do total de
pesticidas utilizados.3° Usualmente, os ésteres utilizados nessa categoria s&o do tipo
triésteres (Esquema 2). Esses compostos com agao pesticida, inseticida, e fungicida
representam uma classe de compostos criados pelo homem como o objetivo de
aumentar a produgéo agricola.? Contudo, devido principalmente a toxicidade atribuida
a estes compostos, estudos vém sendo realizados para promover a retengao e/ou
degradagao eficiente e segura dos ésteres de fosfato. Dentre os métodos descritos na
literatura podem ser citados os processos fisicos, como absorg¢ao,?? quimicos pelo uso
de fotocatalisadores,3'3? nanocatalisadores,33-3¢ polimeros,33 bactérias,3**' ou até
por processos de hidrdlise,*243 mimetizando o efeito catalitico de algumas enzimas
responsaveis por hidrolisar ligagdes P-O em sistemas bioldgicos.*44°

A necessidade de degradar esses compostos nao fica restrita a sua forma
natural. Apos a contaminagdo de um individuo por esses compostos neurotoxicos, a
principal via de descontaminagao é promover a hidrdlise do organofosforado (OP)
permitindo sua liberacdo do organismo. Na proxima secdo serdo apresentados
estudos envolvendo os aspectos biolégicos acerca das contaminagdes por ésteres de

fosfato.
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1.1.3 Intoxicagao por organofosforados e regeneragao enzimatica

Os efeitos dos OPs no corpo humano foram percebidos logo apods a primeira
sintese desses compostos e que os sintomas eram minimizados pela utilizagcdo de
atropina, medicamento que inibe o transmissor acetilcolina. Esse efeito indica que a
interacdo dos OPs com o ser humano promove a acumulagao da acetilcolina no
organismo. Em 1926, percebeu-se que os OPs inibiam diretamente a
acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel por hidrolisar o substrato acetilcolina.
O mecanismo detalhado dessa inibigdo demorou 13 anos para ser explicado.*6

Enzimas do tipo colinesterases sao encontradas em diversas partes do corpo
e s&o as responsaveis por finalizar a propagagao do impulso nervoso. Isso é feito pela
hidrolise da acetilcolina em colina e acetato. A AChE é definida como uma serina
hidrolase, e € composta por quatro sitios principais, dois aniénicos, um hidrofébico e
o sitio ativo, onde se encontram os residuos de aminoacidos de serina, histidina e
acido glutédmico (triade catalitica) responsaveis pelo processo de hidrolise do
neurotransmissor.4’

Quando o sitio ativo interage com compostos organofosforados, ocorre uma
ligacao covalente entre o oxigénio da serina e o atomo de fosforo, inibindo a atividade
da enzima (Esquema 3). Esse processo pode levar ao envelhecimento da AChE pela
interagéo forte do hidrogénio da histidina protonada com o OP, causando uma inibigao
irreversivel.*® Desta forma, a enzima ndo pode desenvolver seu papel e, como
consequéncia, 0s neurotransmissores sdo acumulados no organismo. Em casos de
contaminagao grave, ocorre um bloqueio neuromuscular que por fim afeta os
musculos responsaveis pela respiracao, podendo levar a morte do individuo.*®

Testes de citotoxicidade in vitro mostram que o paration-metilico é téxico com
concentragdo de 3x10° mol L' em células retiradas de peixes, mostrando alta
sensibilidade ao pesticida.®® O indice LDso (concentragdo responsavel por 50% de
morte celular ou, neste caso, inibicdo da enzima) do paraoxon-etilico frente a enzima
monitorada no figado de ratos é 0,11 mol L' aproximadamente.®' Testes em material
humano ainda sao pouco explorados, porém, no trabalho de Prugh et al. (2017),
células tronco mesenquimais, derivadas da medula éssea, foram tratadas com os
organofosforados paration-metilico e paraoxon-etilico para investigagao da toxicidade
destes compostos. A viabilidade celular apés tratamento com paration se mostrou

aproximadamente nula em uma dose de 0,01 mol L' (apresentando resultados
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somente nesta concentragao), enquanto o paraoxon apresentou um LDso de 0,02 mol
L-'. Nestes casos, a interacdo dos pesticidas com a AChE também foi testada,
diminuindo a atividade da enzima em 50% (paration) e 35% (paraoxon) apos 24h.52
As constantes de inibigdo de AChE do paraoxon metilico e etilico sdo 11,3 e 33,0x10°
mol-! L min-!, respectivamente. Estes valores est&o entre os maiores associados a OP

utilizados em pesticidas.%?

Esquema 3 - Mecanismo de inibicdo da AChE por organofosforados.
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Fonte: Adaptado de Cavalcanti et al.(2016). 47

Tendo em vista a gravidade dos efeitos causados pela contaminagao dos OP,
trabalhos envolvendo a detecgdo e degradagdo'®*® destes compostos, bem como a
reativagdo da AChE vém sendo cada vez mais estudados nos ultimos anos.%3-56 As
principais vias de contaminagdo com estes compostos sdo via absor¢ao dérmica ou
ingestdo. Em um individuo que venha a se contaminar com pesticidas, existem duas
vias de acao de desintoxicagdo. Quando o pesticida ainda nao foi absorvido pelo
organismo € possivel inibir sua toxicidade através da hidrélise do composto, evitando
gue a substancia chegue ao sistema nervoso e ataque a enzima. Quando o composto
ja causou danos ao sistema nervoso (inibindo a AChE) é possivel buscar a reativagéao
enzimatica também pela hidrélise da ligacdo P-O formada entre o OP e a prépria

enzima.*® Esse processo ocorre pelo ataque nucleofilico ao atomo de fosforo liberando
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a enzima para restituir a fungdo, deixando o catalisador coordenado ao pesticida
(Esquema 4).53 O uso de atropina, citado anteriormente, também é recomendado. O
medicamento € responsavel por hidrolisar a acetilcolina (o0 neurotransmissor),
enquanto a enzima ndo é regenerada.*’” Contudo, a regeneragdo da enzima sé é
possivel durante determinado periodo, antecedendo seu envelhecimento (Esquema
3). Em alguns casos, esse periodo pode ser dias, como o gas VX - 2 dias, horas, gas
Sarin - 5 a 12 h, ou minutos, gas Soman 2-5 min (Esquema 2), podendo variar de

acordo com o individuo.56

Esquema 4 - Mecanismo de reativagao da enzima AChE pelo nucledfilo.

Nu:
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O
OII _ _ -
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Fonte: Adaptado de Castro et al. (2020).48

Em 1955, foi apresentada a hidroxilamina como reativador enzimatico da
AChE, e alguns anos depois a pradoxilamina (2-PAM) foi sintetizada e é utilizada até
hoje (Figura 2).8 Em geral, as oximas sdo os compostos mais estudados para
desempenhar essa funcao, entre elas cita-se a metoxima, azoxima e trimedoxima®’
utilizadas no tratamento de contaminagdes com OP. A obidoxima (Figura 2), € um dos
exemplos mais significativos quando em contaminacgdes por POX, sendo mais ativo
que a 2-PAM.53 Oximas sdo estruturas que possuem o grupo funcional -C=N-OH. E
comum que estas estruturas também apresentem anéis piridinicos, principalmente
quaternarios (N*), haja vista que estes podem interagir com partes estruturais
anibnicas da AChE, auxiliando na estabilidade destes compostos.4858
Alguns fatores podem influenciar a eficiéncia do regenerador:
l. presenga de carga positiva;
Il. presenga de nucledfilo,
[ll.  distancia e rigidez da cadeia entre a carga e nucledfilo;

V. numero de centros nucleofilicos na estrutura;
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Esses fatores foram determinados experimentalmente (2006) e servem como
base para a modelagem de reativadores até hoje.58 Como citado, a carga positiva é
responsavel pela interacdo com a enzima, a presenga do nucledfilo bem como a
quantidade desse grupo, sao fatores diretamente ligados a hidrélise do OP. Ja a
distancia da cadeia varia de acordo com o inibidor, mas se percebe que cadeias mais
rigidas atrapalham a catalise, uma vez que limitam a mobilidade da molécula,

dificultando o encaixe no sitio onde deve acontecer a hidrélise.58

Figura 2 - Estrutura da pralidoxilamina e algumas outras oximas utilizadas como

medicamentos.
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Durante varios anos as oximas, principalmente as catidnicas, demostraram
boas atividades como regeneradoras. Contudo, estes compostos ndo sao antidotos
completos, uma vez que sua eficiéncia varia de acordo com o inibidor.*® Ou seja,
normalmente elas ndo sio eficientes para uma vasta gama de pesticidas, sendo
especificas a contaminantes isolados.®® A carga positiva dessas moléculas também
afeta negativamente a penetragdo delas no sistema nervoso (onde a droga precisa
ultrapassar uma camada lipofilica), o que promoveu a exploragédo de novas oximas
neutras e maneiras de entregar essas drogas no local de agd0.%° Nos recentes
estudos de Baghersad, Habibi e Nejad (2023), uma série de oximas aromaticas foram
avaliadas, primeiramente via métodos computacionais e molecular docking, para
avaliar os mecanismos de acdo dessas oximas na enzima inibida. Segundo os

autores, a proximidade da oxima do grupo triazol facilita o processo de desprotonagao
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da oxima aumentando sua acado nucleofilica, o que poderia resultar em uma
regeneragao enzimatica mais eficiente. Apds determinar computacionalmente as
estruturas mais promissoras (estruturas A e B na Figura 3) estas foram sintetizadas e
submetidas a ensaios de regeneragcdo da AChE inibida por POX. Infelizmente a
porcentagem de reativagao gerada pelos exemplos foi quase a metade do observado
para 2-PAM nas mesmas condigbes (A - 15,4%; B -14,3%; 2-PAM — 27,4%).5" Até o
momento poucos candidatos sdo capazes de superar as atividades de 2-PAM e
principalmente da obidoximina.®® Isso contribuiu para a difusdo de pesquisas sobre
novos compostos capazes de desempenhar a mesma fungdo de maneira mais

eficiente.61.62

Figura 3 - Algumas estruturas citadas nesta sec¢ao.
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Fonte: Adaptado de Baghersad, Habibi e Nejad (2023),5” Koning et al. (2020)8% e Santoni et al.
(2018).64

No design de oximas sem cargas € comum observar o uso de cadeias longas
e grupos aromaticos na terminagdo contraria ao grupo nucleofilico. Isso ndo é
surpreendente tendo em vista os critérios mencionados e a estrutura da enzima.
Grupos aromaticos podem interagir com a cavidade hidrofébica da AChE,
eficientemente substituindo a interacao gerada pela carga positiva com o sitio aniénico
da enzima.®%-%7 Um dos trabalhos mais promissores nessa area ¢ de Santoni et al.

(2018). Ao desenvolver os compostos testes, os autores consideraram trés
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componentes: a porgao de interagdo com o sitio catalitico (contendo oxima), a cadeia
espacgadora, e a porgao que deveria interagir com as cadeias laterais da enzima
(Figura 3). Eles reportaram dois novos reativadores, sendo o composto clorado 190 e
36 vezes mais ativo que 2-PAM e obidoxima, respectivamente, frente a
contaminagdes com POX. Essa atividade € ampliada quando com o exemplo nao
clorado, sendo 221 e 58 vezes mais ativo que 2-PAM e obidoxima.®

Em estudos de compostos sem oximas,® derivados do ADOC (Figura 3) se
destacam. Neste caso € essencial a presenga de um nucleofilo (OH) para substituir a
fungdo dos grupos oximas, ja 0s grupos em posi¢ao para e orto sao responsaveis por
interagir com cadeias laterais da enzima e afetam a for¢a da ligagao Oxigénio-Inibidor,
por efeito indutivo. Dentre os diversos exemplos sintetizados, o contendo um ciclo de
5 membros em posi¢cao orto se destaca, alcangando 75% de reativagdo enzimatica
ap6s contaminacdo com POX. O exemplo contendo Imidazol (IMZ) nessa mesma
posicdo apresentou efeito regenerativo de 40-100% variando de acordo com o
inibidor.5%63 Esses exemplos mostram que a atividade frente a reativacdo da AChE
nao é restrita a compostos do tipo oxima.

O uso de complexos também nao mostrou resultados que indiquem atividade
regenerativa comparavel com a obidoxima isolada. Apesar disso, a partir dos
complexos de Konidares et al. (2014) algumas informacdes podem ser consideradas
na modelagem de novos catalisadores (Figura 4). Primeiramente, os complexos
mononucleares mostraram maior atividade que o ligante piridoxima sozinho. Ou seja,
comparando a atividade do ligante com os complexos houve aumento de até 20 vezes
na atividade pela presencga de Zn'. J4 o complexo binuclear ndo demonstrou atividade.
Estudos de interacdo mostraram que os complexos mononucleares possuem maior
liberdade de interagir e se acomodar no sitio ativo da enzima do que o binuclear.®®
Além disso, em compostos de coordenacdo, as estruturas dos ligantes devem ter
nucledfilo livre (ndo coordenado diretamente no metal) para que possam promover a

hidrélise da ligagao enzima-inibidor.”®



40

Figura 4 - Ligante e complexos desenvolvidos como potenciais regeneradores da
AChE.

| N \N/OH
N __~
Piridiloxima
CI\ N
N\ / \CI N—OH \L_@N/OI\:O\/Q;/\O . \l\l—(|_)|

Fonte: Konidares et al. (2014).5°

Considerando-se os fatores supracitados, e o aumento da eficiéncia dos
regeneradores, algumas relagdes podem ser feitas entre estes estudos e o uso de
compostos de coordenagdo como catalisadores. A presengca de uma piridina
quaternaria (carregada positivamente) tem fungcéo de aproximar enzima e catalisador
pela interagéo com o sitio aniénico da AChE (a cerca de 20 A do sitio ativo).#” Assim,
complexos catibnicos contendo ligantes que sejam bons grupos de saida podem
reproduzir essa interacao. A hidrdlise da ligagao, feita pela oxima, pode ser substituida

por outros grupos que atuem como nucleéfilo, como derivados do imidazol.

1.1.4 Imidazol e benzimidazol

Na quimica dos heterociclos, aqueles contendo grupos imidazodlicos (IMZ,
Figura 5) possuem local de destaque. O IMZ é um composto aromatico ciclico de 5
membros, contendo 2 nitrogénios em posigdo nao adjacente e duas duplas ligagdes.
Um nitrogénio € ligado a um hidrogénio, sendo chamado de nitrogénio tipo pirrol, o
outro (C=N=C) é denominado tipo piridina (py). Comparado com a piridina (pKa 5,2),
o imidazol € um composto mais basico (pKa 7,1) uma vez que sua forma protonada
consegue estabilizar melhor a carga positiva. O ataque a um préton, por exemplo,
deve acontecer pelo nitrogénio piridinico porém o nitrogénio pirrélico contribui para o
mecanismo ficando na forma protonada.”! Essa propriedade faz com que o imidazol
e seus derivados sejam comumente utilizados como nucledfilos de reagdes, inclusive

em processos bioldgicos. O IMZ é encontrado naturalmente nos aminoacidos histidina
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e histamina (Figura 5) bem como nas bases nitrogenadas do DNA (como as purinas)

e desta forma faz parte de diversos processos bioldgicos.

Figura 5 - Estrutura do imidazol e alguns derivados.
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Com viés terapéutico, grupos ciclicos contendo atomos de nitrogénio em sua
estrutura tém notoriedade entre pesquisas relacionadas a quimica medicinal. Dentre
esses, 0 grupo imidazol e seus derivados possuem um destaque ainda maior e sdo
conhecidos por sua vasta gama de utilizagdo. Possuem atividades que vao desde
antifungicas, bactericidas, antivirais, anti-inflamatérias, anticancer e antidepressiva.’?
Um dos principais exemplos de medicamentos contendo compostos desse tipo é o
Omeprazol, utilizado no tratamento de doengas gastrointestinais.”®

Como catalisador, o IMZ se mostra de extrema versatilidade e eficiéncia.
Quando utilizado na reacao de hidrélise de triésteres de fosfato, atua como nucledfilo
da reacgao, realizando ataque efetivo ao atomo de fosforo. O uso deste grupo em um
catalisador é capaz de acelerar esta reacdo em 10* vezes quando comparado com a
hidrdlise espontanea.’ "> Essa atividade ¢ inspirada em processos naturais, devido a
presenca destas estruturas em macromoléculas como as enzimas na forma de
histidina, que promove reagbes de desfosforilagdo em organismos vivos.”® Estudos
mostram que o IMZ pode atuar como um nucledfilo forte na degradagéao de OP, além
da regioespecifidade da reagdo, onde somente o atomo de fésforo sofre o ataque
nucleofilico.”” Essa eficiéncia e versatilidade em reagdes de degradagédo de OP por
IMZ inspirou o desenvolvimento de varios catalisadores com estruturas deste tipo
incorporadas em polimeros e nanocatalisadores, por exemplo.837.75-79

Em ensaios cinéticos desenvolvidos utilizando o substrato modelo dietil-2,4-
dinitrofenilfosfato (DEDNPP), nanocompdsitos magnéticos tendem a aumentar sua
atividade catalitica apds serem funcionalizados com IMZ. Acredita-se que isso ocorra
pelo mecanismo colaborativo entre as unidades de IMZ do catalisador. O IMZ

protonado estabiliza e aproxima o catalisador do substrato por ligagdes de hidrogénio,
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enquanto o par de elétrons do nitrogénio de outro IMZ faz o ataque ao atomo de
fésforo promovendo a hidrélise. Em 60 minutos, em pH 7,5, o catalisador € capaz de
hidrolisar 100% do substrato em solugéo, ja a reagdo n&o catalisada geraria 3% de
produto nesse mesmo periodo.3® O mesmo efeito é observado incorporando o grupo
IMZ em superficies de grafeno. Neste caso, o catalisador é capaz de diminuir o t12do
DEDNPP de 15 dias (hidrdlise espontanea) para 1,8 horas.? Quando os testes séo
realizados frente ao POX, polimeros contendo unidades de IMZ podem diminuir o t12
de 780 dias para 25 dias (em pH 8,0). O uso do polimero também gerou melhores
resultados que IMZ sozinho em solugcdo (cerca de 7 vezes melhor), resultado
justificado pelo mecanismo colaborativo de duas unidades IMZ na catalise.®” Todos
esses resultados, brevemente relatados, mostram que o imidazol é capaz de atuar
como catalisador da clivagem de ligagdes fosforo-oxigénio. Além disso, se pode
entender que a atividade destes catalisadores € maior quando na presenca de um
grupo que auxilie na estabilidade da interagcdo substrato-catalisador (por exemplo
outro IMZ, composto carregado positivamente ou um ion metalico).

Compostos imidazdlicos policiclicos, como o benzimidazol (BIMZ, Figura 5),
também demonstraram atividades inibitérias de fosfodiesterases (com foco no
tratamento da doenca de Parkinson).”® Muitos medicamentos contendo grupos
imidazol sdo compostos por estruturas do tipo BIMZ. As propriedades fisico-quimicas
similares ao imidazol isolado promovem atividades antimicrobianas, antivirais,
antifingicas, anticancer, anticoagulante, antinflamatoria, entre outras.3’ Esse é um
composto biciclico heteroaromatico, onde um anel benzénico esta fundido a um anel
IMZ em posigdes 4 e 5. Naturalmente ele é encontrado na estrutura da Vitamina B12.82

Por ser uma estrutura rigida, planar e conjugada este composto pode
intercalar entre as bases nitrogenadas do DNA, atuando na degradacao e distorgao
da macromolécula.?'83 A promocéo da degradagao do material genético é objetivo de
diversos estudos envolvendo moléculas com potencial anticancer. Em alguns casos
isso ocorre via reagbes de hidrolise®* de maneira similar as metalohidrolases
responsaveis por esse processo na natureza. Essas propriedades associadas ao
BIMZ fazem com que este composto também apresente uma vasta gama de
aplicagdes.

Na quimica inorganica, o IMZ e seus derivados apresentam boa afinidade a
ions metalicos e sdo comumente utilizados em estruturas de ligantes em complexos

biomiméticos as metalohidrolases. Os objetivos destes estudos se voltam a
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elucidagcdo do mecanismo de acédo dos catalisadores e da utilizagdo deles como
possiveis farmacos.?® Usualmente, a presenca desses grupos em metaloenzimas esta
relacionada a processos hidroliticos (mesmo sem o sitio metalico), tal qual nas
fosfatases acidas purpuras (PAPs), serina proteases e nas ribonucleases onde
também atuam como nucledfilos da reagédo de catalise.?® Este assunto sera mais

explanado na proxima segao.

1.1.5 Metalohidrolases

Diversas enzimas envolvidas na replicagdo do DNA e do RNA ou de clivagem
e/ou transporte de compostos fosforilados apresentam ions metalicos em seus sitios
ativos, sendo conhecidas como metaloenzimas.8” Quando estas enzimas sao
responsaveis por reagdes de hidrolise, elas sdo chamadas de metalohidrolases.
Algumas destas macromoléculas serao discutidas a seguir. Entender a estrutura e
comportamento natural destas enzimas e seus processos hidroliticos pode auxiliar na
projecéo de estruturas n&o biolégicas que desempenhem fun¢des semelhantes.

As PAPs, em especifico, receberam grande atengdo de quimicos
bioinorganicos nos ultimos 40 anos.?8 Elas catalisam especificamente a hidrdlise de
ligacoes P-O e sdo as unicas metalohidrolases que necessitam de centros metalicos
heterovalentes (M"-M!" onde M=metal). Esta enzima pode ser encontrada em
diferentes fontes, como em animais (fluido uterino de suinos, bago de bovinos,
lisossomos humanos, ossos de ratos), leveduras, e bactérias.?9-°0 Em fontes vegetais
foram encontradas e isoladas estruturas com centros metalicos de Fe!"Mn'' na batata
doce e Fe''Zn" no feijao vermelho, sendo essa, a mais estudada.®'~% Considerando a
resolucao da estrutura de raios X da PAPs (extraida dos feijdes vermelhos) seu sitio
ativo (Figura 6) apresenta um centro de Fe'' coordenado a residuos de tirosina
(Tyr167), histidina (His325), aspartato (Asp135) e um grupo carboxilato (Asp164)
monodentado como ponte os centros metalicos. O centro metalico de Zn' tem seu
ambiente de coordenacao formado por dois residuos de histidina (His286) e (His323)
e pelo oxigénio do grupo amida da asparagina (Asn201).8%% Apesar de n&o constar
na estrutura de raios X, foram atribuidos ligantes exégenos na estrutura da PAP do
feijao vermelho. Propde-se que o ion ferro(lll) esteja coordenado a um ligante hidroxo
terminal e o Zn'""a uma agua, bem como um grupo hidroxo como ponte entre os centros

metalicos.8°
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Figura 6 - Sitio ativo da PAPs de feijao vermelho.
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Fonte: Adaptado de Klabunde;Witzel;Krebs (1996).8°

Outros exemplos de metalohidrolases sao as 3°,5"-exonucleases e as Ser/Thr
fosfatases, sendo que ambas atuam de maneira semelhante as PAPs.%® As 3°,5'-
exonucleases sao componentes da DNA-Polimerase (grandes complexos enzimaticos
responsaveis pela replicagdo do material genético) e sdo responsaveis pela hidrélise
do nucleotideo 3’-terminal. Algumas estruturas desta enzima foram identificadas® e
todas exigem a presenga de metais(ll), sendo Mg", Zn" ou Mn'" e dois centros
metalicos.® Estruturas cristalinas foram obtidas somente quando coordenados com
monofosfato de timidina (TMP) como mostra a Figura 7. O metal M1 (Mn) é
coordenado a cinco oxigénios, trés dos residuos de aminoacidos, aspartato (Asp12 e
Asp167), e glutamato (Glu14) e dois do TMP, sendo um como ponte. O M2 (Mn) possui
seis ligantes, um da proteina, com aspartato como ponte (Asp12), outra ponte com o
TMP, o restante sdo ligagcdes com agua. Pelo ambiente quimico em que estao
inseridos, o ion M1 é equivalente ao Fe'', encontrado na PAPs e M2 aos metais
bivalentes.®’

Na Ser/Thr fosfatases (Figura 7), os dois ions metalicos se encontram ambos
coordenados a um oxigénio de aspartato (Asp42) na forma de ponte monodentada.
M1 é ainda coordenado a uma histidina (His22), aspartato (Asp20) e trés moléculas
de agua (uma delas na forma de ponte). M2 tem esfera de coordenagao contendo dois
nitrogénios provenientes de Histidina (His139 e His186) e trés oxigénios, sendo um
de asparagina (Asn75).%8 Os outros dois s&o decorrentes do grupo sulfato (que pode
se encontrar na forma monodentada ou como ponte) e da ponte aquo. Essas enzimas
sdo responsaveis pela reversdo da agéo da proteina quinase, hidrolisando as ligagdes

de fosfato em Serina e Treonina.®®



45

Figura 7 - Estruturas dos sitios ativos das metalohidrolases 3°,5"-exonuclease e
Ser/Thr fosfatases onde M1 e M2 s&o Mn'".
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Fonte: Adaptado de Hamdan et al. (2002a) e Voetgli et al. (2000).97-98

A fosfotriesterase (PTE) por sua vez, € uma das unicas hidrolases capazes de
degradar triésteres de fosfato, uma vez que estes compostos ndo sao naturais. Ela é
a principal via de degradacéo de pesticidas, e € extremamente eficaz contra o POX.
Ja foram identificadas em bactérias, insetos e mamiferos.** Assim como as PAPs, as
estruturas das PTEs variam de acordo com o ambiente em que se encontram.
Recentemente a estrutura da PTE em Mycobacterium tuberculosis foi determinada por
difragdo de raios X. Seu sitio ativo € composto por dois centros metalicos de Zn', com
uma agua como ponte entre eles (Figura 8). Um dos ions zinco esta coordenado a
duas histidinas (His22, His 24), um acido aspartico (Asp264) e uma lisina carboxilada
(KCX145). O segundo também esta coordenado a dois residuos de histidina (His207,
His178), um residuo de arginina (Arg231), a mesma lisina carboxilada que o cation
anterior e uma molécula de agua. Essa estrutura é cerca de 35 a 40% similar a
presente em outras bactérias. O que é comum em todas € o centro bimetalico de zinco
e as presenca de 4 residuos de histidina.®®

E possivel observar semelhancas entre a estrutura da PTE e outras
metalohidrolases, como a PAP. O ambiente de coordenagéo rico em nitrogénio e
oxigénio, os residuos de histidina (IMZ), as formagbes de pontes entre os sitios
metalicos, sdo exemplos desta similaridade. Quando se fala na atividade destas
enzimas, a principal diferenga é o pH em que elas atuam. Usualmente, PTE sao ativas
em pH alcalinos, enquanto as PAPs, sao fosfatases acidas, com atividade entre pH 5-
7. Esse efeito é decorrente dos sitios metalicos, onde o metal trivalente presente nas

PAPs gera nucledfilos (ligantes hidroxidos pela desprotonacédo da agua) em pH mais
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baixos que os atomos de valéncia 2+. Além disso, estudos sugerem que o0 mecanismo
de reagdo desta enzima € similar ao reportado para outras metalohidrolases,
coordenando o substrato ao centro metalico, eliminando agua ao final da reagéo, e

promovendo o ataque nucleofilico via ligantes hidroxos.'

Figura 8 - Estrutura do sitio ativo da PTE do M. tuberculosis, determinada por difragédo
de Raios X.
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Fonte: Adaptado de Zhang et.al (2019).%°

Devido a atividade das PTEs e os problemas relacionados ao uso de
pesticidas, alguns estudos exploraram a aplicagdo das enzimas isoladas na
degradacgdo destes compostos.''102 Contudo, mesmo que a estabilidade destas
enzimas possa ser aumentada pela sua imobilizagcdo, adicao de componentes ou
modificagdes quimicas, ainda ha um alto custo no desenvolvimentos de catalisadores
desse género.'® Assim, pesquisas buscam alternativas sintéticas para diminuir o
impacto biolégico e ambiental dos agroquimicos.'®28104105 Uma das principais
vertentes da quimica bioinorganica € modular complexos para que estes sejam
miméticos estruturais e/ou de fungdo de moléculas bioldgicas. O sitio ativo dessas
metaloenzimas apresentam comportamento catalitico e estrutural semelhante ao
encontrado para complexos e por isso podem ser tratadas de acordo com as teorias
da quimica de coordenacio.'%® Considerando-se que todas as metalohidrolases
supracitadas apresentam, em seus sitios ativos, residuos de histidina, ou seja IMZ, é
possivel esperar que o uso dessas estruturas em biomiméticos gerem resultados

positivos de hidrdlise de ligagdes P-O.



47

1.1.6 Metalohidrolases sintéticas

Um dos principais desafios associados a degradagéo de organofosforados é
a grande estabilidade das ligacdes fosforo-oxigénio presentes nos ésteres de fosfato.
A quimica bioinorganica ao longo dos anos tem apresentado diversos resultados
demonstrando que a hidrdlise de ligagbes P-O pode ser acelerada pela coordenagéao
dos atomos de oxigénio a um acido de Lewis, deixando o composto mais susceptivel
ao ataque nucleofilico.’®” Dentre os acidos de Lewis estudados, complexos metalicos
e materiais com acidez de Lewis intrinseca estdo entre os exemplos mais efetivos
para a degradacdo de organofosforados em geral. Entre os fatores que ajudam a
explicar esse comportamento, %1% se pode citar:

1) aumento da eletrofilicidade do centro de fésforo, pela coordenagédo do metal
com os atomos adjacentes;

2) nucledfilo forte devido a ligacdo metal-aquo/hidroxo;

3) auxilia a retirada do grupo de saida,

4) o ion metdlico (positivamente carregado) auxilia os intermediarios
carregados negativamente durante a reagéo.

O Laboratério de Bioinorganica e Cristalografia Professor Ademir Neves
(LABINC) possui um histérico vasto no desenvolvimento de compostos miméticos
estruturais ou de fungdo as PAPs.'% Inicialmente os estudos se deram buscando
miméticos estruturais dessa enzima, como o ligante H2bbpmp e complexo Fe''Fe!'
(Figura 9).119.111 Nestes casos ligantes contendo um grupo fenoxo em ponte e outro
terminal sdo estruturalmente semelhantes aos residuos de tirosina, enquanto as
piridinas presentes no ligante mimetizam os residuos de histidinas presentes na

metaloenzima nativa.

Figura 9 — Exemplo de um dos primeiros miméticos estruturais desenvolvidos pelo
LABINC, com seu respectivo ligante.
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Fonte: de Brito et al. (1996).110
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Devido a enzima modelo apresentar sitio ativo bimetalico e heterovalente, os
ligantes foram modulados para apresentar uma porgdo dura e outra macia,
considerando os conceitos de Pearson, de acidez e basicidade. Os ligantes (Figura
10) reportados por Neves et al. (1995)'"" e Piovezan et al. (2010)'"? apresentam
caracteristicas estruturais semelhantes aos residuos de aminoacidos encontrados
pela difragdo de raios X da PAPs do feijdo vermelho.®' Quando complexado a ions
metalicos, como o préprio sitio ativo da enzima, estes compostos demonstraram bons
resultados frente a hidrélise do substrato modelo de bis(2,4-dinitrofenil)fosfato
(BDNPP) ao longo dos anos.'4-""7 Apesar da catalise acontecer pelos nucledfilos
ligados aos ions metalicos, o ambiente de coordenacg&o, assim como a natureza do
metal,''® pode afetar diretamente a eficiéncia do catalisador.''%-12" Alguns exemplos

destas diferencas serdo apresentados nessa segao.

Figura 10 - Ligantes ndo simétricos miméticos ao sitio ativo das PAPs.
— = - =
N N
N N N "
\ OH N OH wd \=o
\ \/ HO \
H2py3mff

Habpbpmp
Neves et al. (1995) Piovezan et al. (2010)

Fonte: Neves et al. (1995) e Piovezan et al. (2010)."12.113

Os ligantes supracitados, quando complexados com ions Fe'' e zZn',
resultaram em constantes cataliticas (kcat) muito similares na hidrolise do substrato
modelo BDNPP, aproximadamente 9,0x104 s1.113115 Apesar de conterem
classicamente um sitio ativo binuclear de Fe'"M!"" (M=Fe, Zn, Mn) diversos outros
centros metalicos ja foram estudados,''”-22-'27 como os complexos Al''Cu'' (H) e
AIZn' (1), com o ligante H2bpbpmp, que apresentaram valores de kcat de 3,8 e 4,1x10"
4 s respectivamente.’?®

A Tabela 2 traz um comparativo de uma série de complexos publicados como
modelos biomiméticos de metalohidrolases. As discussdes acerca dos efeitos
cataliticos descritos aos complexos serao feitas ao longo da seg¢ado. Os resultados sao

expressos em eficiéncia catalitica (E=kcat /Km em L mol™? s7). A eficiéncia catalitica
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correlaciona a constante catalitica dos complexos com a sua constante de associagao
(Kassoc = 1/Km). Essa aproximacgao da relagéo da constante de associagao com o valor
de Km € possivel pelo excesso de substrato que desloca o equilibrio para formagao do
aduto complexo-substrato diminuindo a constante de dissociacdo. E interessante que
um bom mimético apresente altos valores de kcat, indicando que este promove a
hidrélise de maneira eficiente, mas Kassoc pequeno. Associagées muito altas podem
atrapalhar a cinética, uma vez que o complexo pode se coordenar ao substrato e ndo
ser regenerado, o que nao concorda com a fungdo de um catalisador. As estruturas

dos complexos citados estao compiladas na Figura 11.

Tabela 2 - Dados de eficiéncia catalitica de alguns complexos descritos na literatura.
Os valores sao resultados da hidrolise do substrato modelo BDNPP, utilizando os
complexos como catalisadores.

Complexo E (mol' L s™) Complexo E (mol' L s™)
A? 0,21 Gf 0,15

BP 0,25 He 0,03

Ce 0,14 19 0,03

Dd 0,21 Jh 0,00028

E® 0,007 Kh 0,04

Ff 0,08 Lh 0,00026

aNeves et al (2007)'"% ; PPiovezan et al (2010)'3; cSmith et al (2009)'25, dKarsten et al (2002)'22, eXavier
et al. (2009)"7; sCamargo et al. (2021)'28; fLuiz(2022)*5; "Pathak et al. (2018)87.

Observa-se que os melhores resultados obtidos com estes ligantes sao
atribuidos a complexos contendo Fe'". Metais com raio atdmico menor sdo mais acidos
e geram nucledfilos fortes em pHs mais baixos. Em complexos deste tipo é comum
que o substrato se coordene ao metal bivalente, e a hidrélise é realizada pelo hidroxo
coordenado ao metal trivalente, ou ainda pela ativagdo de uma molécula de agua por
esse mesmo ligante.113-115

O complexo de Mn""Mn'! (C) de Smith et al. (2009), com o ligante Hzbpbpmp,
mostrou uma eficiéncia catalitica 0,14 mol-' L s-','25 quase a metade que o reportado
para o complexo Fe'"Mn'" (D - 0,21 mol! L s') com o mesmo ligante.'?? Em sistemas
contendo manganés, a troca do ligante H2bpbpmp por Hzapysmff reduziu as atividades
cataliticas onde Mn""Mn'" (F) teve eficiéncia de 0,08 mol' L s™' e Fe""Mn' 0,15 mol-' L

s (G). Apesar disso, estes valores ainda superam outros descritos na literatura. No
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caso destes compostos, eles também foram testados frente a hidrdlise do substrato
modelo de triéster dietil-2,4-dinitrofenilfosfato (DEDNPP). O estudo precursor no uso
de compostos de coordenagdo na clivagem destas moléculas apontou que os
biomiméticos podem ser utilizados como catalisadores destas reagdes de maneira
similar a catalise de diésteres. As eficiéncias, calculadas da mesma maneira para a
hidrdlise de triéster, mostraram que o complexo de Fe'"Mn' (G) possui uma maior
eficiéncia, 0,12 mol' L s™' quando comparado com seu isoestrutural Mn"'Mn" (F) 0,02
mol' L s7,° sendo esse aumento atribuido ao proprio atomo de ferro. As maiores
atividades quando catalisando reagbes de diesterase podem ser atribuidas a carga
negativa presente no substrato, que faz com que a interagao entre o cation complexo
e O substrato seja maior.

A atividade de ions metalicos na hidrélise de triésteres pode ser corroborada
por outros estudos prévios. O ion Cu'", por exemplo, livre em solugéo, pode acelerar a
hidrélise em 107 vezes (com relagdo a hidrolise espontanea, em pH 6,0, substrato:
tris-2-piridilfosfato).’® Nesse caso, o complexo [Cu(OH2)e]?>* interage com os anéis
piridinicos do substrato pelo cation complexo e uma molécula de agua coordenada
atua como nucledfilo da reagdo, promovendo a hidrdlise.' Estudos tedricos, com um
complexo binuclear de Cd', sugerem que a interagdo do composto de coordenagéo
com o substrato, nesse caso POX, se dé por interagcbes do ion com o oxigénio da
ligacdo P=0. A presenga de uma ponte hidroxo ou aquo também deve auxiliar na
interac&o.7%° E importante frisar que este complexo nao foi sintetizado, o estudo foi
realizado de maneira tedrica, utilizando teoria do funcional da densidade (DFT) e
superficie de energia potencial (PSE). Contudo, ele ajuda a entender a possibilidade
de se utilizar compostos de coordenacao na hidrdlise de triésteres de fosfato.

Como discutido na segao anterior, as PTE classicamente sdo compostas por
dois centros metalicos de Zn". Os complexos simétricos de Pathak et al. (2018) tentam
mimetizar a propriedade catalitica dessa enzima. Como observado na Tabela 2, os
complexos de Fe''zn" (J) e Ni'Ni" (K) mostraram eficiéncia catalitica maior que o
complexo Zn'"Zn" (L).8” Conforme discutido acima, pode-se atribuir essa tendéncia
pela acidez de Pearson dos diferentes ions. Isso também é observado em outros
trabalhos semelhantes e até mesmo comparando complexos binucleares de Fe''Fe'!
e de Zn'Zn", onde a eficiéncia catalitica do primeiro é cerca de 180 vezes maior que

o segundo.'?®



Figura 11 -Estruturas dos complexos citados nessa segao.
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Os complexos de Cu'" (M e N), reportados por Scarpellini et al. (2003) também

se mostraram capazes de hidrolisar ésteres de fosfato, apresentando valores de

eficiéncia catalitica maiores que alguns previamente citados (Tabela 3).'° Esses

resultados sugerem que grupos IMZ e seus derivados também podem ser utilizados

na clivagem catalitica de ligagdes fosforo-oxigénio.'3' Além disso, fica clara a

capacidade de complexos mononucleares de atuarem em reacdes dessa

natureza.'32133 Especificamente neste trabalho, a atividade catalitica é dada pela

substituicdo dos ligantes cloreto (Figura 12) por ligantes aquo em solugédo. Apds a

desprotonacdo de um desses ligantes, o substrato se coordena ao complexo,

expulsando o ligante aquo restante, enquanto ligante hidroxo atua como nucledfilo.
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Tabela 3 - Eficiéncia catalitica de complexos contendo grupos imidazdlicos, frente a
hidrolise com BDNPP.

Complexo E (mol' L s™)
M2 0,02

N2 0,05

ob 68,09

a Scarpellini (2003), 50°C 130; bGreatti et al. (2008)'23.

Figura 12 - Estruturas de complexos contendo grupos IMZ.
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Fonte: Scarpellini et al. (2003) e Greatti et al. (2008).123:130

O complexo binuclear reportado por Greatti et al. (2008) (Tabela 3 - O)
também com ligante contendo IMZ mostrou eficiéncia muito maior que muitos outros
na literatura. Quando os grupos IMZ (Figura 12) sdo substituidos por piridinas a
eficiéncia do complexo Ni''N'"" diminui em 2,5 vezes.'?® Esse resultado indica que a
utilizacao de ligantes imidazolicos ou derivados pode ser uma alternativa eficiente no
aumento da atividade hidrolitica gerada por compostos de coordenacéo. Além do
exemplo supracitado, complexos contendo IMZ também se mostram eficientes na
hidrolise de outros substratos. Como exemplo, cita-se o complexo tetranuclear de
cobre (APENDICE A), que acelerou a reacéo de hidrélise do 4-nitrofenilfosfato em 10
vezes quando comparado com a hidrélise espontadnea nas mesmas condigbes.'3*

Apesar de se acreditar que compostos de coordenagdo contendo IMZ
possuem potencial de atuarem na clivagem de ligagcbes P-O, outros fatores devem ser
considerados na modelagem de complexo para desempenhar essa fungdo. Um dos
fatores que pode auxiliar no mecanismo de hidrdlise é o efeito de segunda esfera de

coordenacao.
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1.1.7 Efeitos da segunda esfera de coordenacgao

Esses grupos nédo fazem parte da primeira esfera de coordenagdo, mas,
contribuem interagindo com o substrato e promovendo a catalise de maneira mais
efetiva. Esse efeito é similar ao observado nas préprias enzimas, onde as cadeias de
aminoacidos distantes do sitio ativo também podem atuar nos mecanismos reacionais.
A Figura 13 utiliza os complexos de Camargo et al. (2018) e Pereira et al. (2019) para
demonstrar o efeito colaborativo que a segunda esfera pode apresentar no modo de
coordenagao entre complexo-substrato, de acordo com o descrito em cada
artigo.'3%136 Além disso, na figura ¢ ilustrada a diferenca entre a primeira esfera de
coordenagado, ou seja os ions metalicos diretamente coordenados ao ligante e a
segunda esfera de coordenacédo. A Tabela 4 compila os dados de eficiéncia de alguns
complexos que serao discutidos nessa segao.

O tamanho da cadeia influencia diretamente a atividade dos catalisadores. O
estudo de Souza et al. (2015), mostra que a utilizagdo de uma cadeia lateral aumenta
a atividade catalitica, mas até certo limite, onde a alta massa molecular e efeito
estérico causado por ela comeca a diminuir a velocidade da reacdo (APENDICE A).137
O estudo de Chaves et al. (2020) também deixa claro o efeito da segunda esfera de
coordenacao ao variar cadeias espacadoras em ligantes de igual primeira esfera de
coordenagdo, em complexos Ni"'Ni' (Figura 14). A melhor eficiéncia atribuida ao
complexo U é decorrente do tamanho da cadeia. Nesse caso, a amina protonada esta
em posicao favoravel para interagir com o grupo nitro do substrato, auxiliando na
estabilidade e interacdo complexo-substrato. Os outros dois complexos, com cadeia
espagadora maior (4 carbonos) e menor (2 carbonos) ndo apresentam esse efeito.
Nesses dois casos, se acredita que o efeito de segunda esfera fique restrito a interagir
com o grupo OH do proprio complexo.'3 Novamente, assim como na seg&o anterior,
frisa-se que estes complexos de niquel apresentam valores de eficiéncia elevados
quando comparados com outros sistemas. Mesmo assim, a eficiéncia descrita para os

complexos de Ni com ligantes imidazélicos é maior (Tabela 3).'%3
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Figura 13 — Efeito da segunda esfera de coordenagado no mecanismo de hidrélise.
Camargo et. al. (2018) Pereira et. al. (2019)
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Tabela 4 — Eficiéncia catalitica de alguns complexos mencionados nesta segéao.

Complexo E (mol' L s™) Complexo E (mol' L s™)
pa 0,32 ue 29,18

Q2 0,67 Ve 15,30

RP 0,43 wd 0,17

sh 0,63 Xe 3,18

Te 12,11 Ye 1,86

aCamargo et al. (2018)'35; PPereira et al. (2019)'36; cChaves et al. (2020)'38 ;9Heying et al. (2019)"%9;
eDurigon et al. (2022)40,

O trabalho de Camargo et al. (2018) realiza substituigdes no anel fendlico de
H2pysmff de modo a inserir uma cadeia espagadora de seis carbonos em uma diamina,
contendo um ou dois grupos pirenos terminais (R e S). Essa modificagdo aumentou a
eficiéncia catalitica do complexo em 2 vezes, quando comparado com o trabalho de
Piovezan et al. (2010), que apresenta um composto similar sem a cadeia lateral (B -
Tabela 2). O uso de anéis aromaticos nesse trabalho mostra um efeito de segunda
esfera sendo gerado tanto pela amina protonada, como pela interacdo entre os anéis
aromaticos do ligante e do substrato (Figura 14 — P e Q)."3% Em outro exemplo, a troca

de um ligante alquilico como segunda esfera de coordenagdo, por uma purina
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(estruturalmente similar ao benzimidazol) aumentou a eficiéncia observada durante a
catalise.'3® Novamente esse efeito € atribuido a interagédo do ligante com o substrato,
pelo anel aromatico de ambos e pela interagdo Niigante-Osubstrato (Figura 14).

Outros exemplos da contribuicdo de grupos aromaticos ndo coordenantes
para a hidrélise também podem ser observados em complexos com diferentes
nuclearidades, como os complexos trinucleares de ferro reportados por Durigon et al.
(2022) (X e Y), onde a eficiéncia catalitica destes supera o observado para complexos
binucleares.' O complexo mononuclear de Fe'" (Figura 14 - W) descrito por Heying
et al. (2019) apresenta mecanismo hidrolitico cooperativo entre duas unidades do
complexo. Durante a cinética, a segunda esfera de coordenacgéao atua interagindo com
o ligante hidroxido ligado diretamente ao complexo, diferente do sugerido por
Camargo et al. (2018) - Figura 13. Mesmo assim foi descrito eficiéncia catalitica de
0,17 mol' L s1,13° valor comparavel a diversos outros para complexos binucleares
descritos na literatura. Tendo em vista outros trabalhos contendo segunda esfera de
coordenacao se esperava que esse valor fosse mais elevado, evidenciando o efeito
positivo da cadeia lateral ndo coordenante. Contudo, complexos mononucleares
tendem a apresentar valores cataliticos menores que os binucleares por nao
possuirem um grupo nucleofilico na sua estrutura.’! Neste caso, a necessidade da
aproximacgao de duas unidades de complexo para que a hidrélise ocorra pode ter
contribuido com essa diminuigdo de eficiéncia. Ou seja, houve um equilibrio entre o
efeito positivo da segunda esfera de coordenacgéo e a falta de um segundo grupo

nucleofilico na mesma estrutura.
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Figura 14 - Estruturas de alguns complexos discutidos nessa sec¢ao.
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Considerando essas informacdes, na modelagem de complexos
mononucleares € interessante considerar a presenga de um grupo catalitico como
segunda esfera de coordenagdo, para que essa reagdo nao dependa de duas
unidades de catalisador. Dessa forma, é possivel que a coordenagao substrato-
complexo ocorra pelo centro metalico, mas que o ataque nucleofilico (que promove a
hidrdlise da ligagao) ocorra pelos grupos presentes na segunda esfera. Além disso, a
utilizacdo de compostos aromaticos e /ou contendo aminas em sua estrutura pode
colaborar positivamente aumentando a atividade hidrolitica do composto. Assim
sendo, sugere-se que a coparticipagao entre um complexo catalitico e um derivado
imidazdlico, como segunda esfera de coordenacgao provenha bons resultados quanto
a hidrélise de ésteres de fosfato.

Visando especificamente a modelagem de catalisadores de liga¢gdes P-O com
potencial de regenerar a enzima AChE, o uso de complexos contendo segunda esfera
de coordenacao também é promissor. Como discutido anteriormente, um complexo
mononuclear catiénico (de menor tamanha quando comparado aos complexos
binucleares) pode atuar interagindo com o sitio aniénico da enzima. Uma vez que o
sitio anidnico se distancia do sitio catalitico desta, € possivel inserir uma cadeia
carbOnica de comprimento adequado, contendo um grupo nucleofilico terminal, que

possa atuar como catalisador da clivagem da ligagao fésforo-oxigénio.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo do trabalho apresentado neste capitulo € o desenvolvimento
complexos mononucleares de ferro(lll), a partir de ligantes contendo grupos
benzimidazol e aminas livres e avaliar a participagdo desses grupos na catalise de

reacdes de hidrélise de triéster de fosfato.

1.2.2 Objetivos especificos

o Sintetizar ligantes bioinspirados contendo grupos benzimidazdlicos e
piridinicos;

o Caracterizar os precursores e ligantes via ressonancia magnética
nuclear (NMR), espectroscopia na regiao do infravermelho (IR); espectrofotometria na
regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), espectrometria de massas (ESI-MS) e demais
técnicas necessarias.

o Preparar complexos mononucleares de Fe'' com base nos ligantes
previamente obtidos;

. Caracterizar os complexos preparados via IR, UV-Vis, ESI-MS,
voltametria ciclica (CV), analise elementar de C, H e N e outras técnicas necessarias;

o Realizar ensaios cinéticos de hidrélise do substrato modelo de triéster
de fosfato, dietil-2,4-dinitrofenil-fosfato via analise espectrofotométrica utilizando os
complexos como catalisadores.

o Avaliar os complexos como reativadores da acetilcolinesterase apos
inativagao por paraoxon etilico.

o Testar a atividade citotéxica dos complexos frente a células

carcinogénicas.
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1.3 PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1 Materiais e Métodos

Os seguintes reagentes foram utilizados sem purificagdo prévia: 1,6-
hexanodiamina (Aldrich), 2-clorometilbenzimidazol (Aldrich), cloreto de ferro(lll) (98%,
Acros), perclorato de ferro(lll) nonahidratado (Aldrich), acetato de sodio (Vetec),
bicarbonato de sodio (PA, Nuclear), borohidreto de sodio (99%, Aldrich) sulfato de
sodio anidro (PA, Lafan), hexano (PA, Vetec), acetato de etila (PA, Vetec), éter etilico
(PA Vetec), cloroférmio (PA, Vetec), diclorometano (PA, Vetec), metanol (PA, Vetec);
tetraidrofurano (PA, Vetec).

Os reagentes 2-piridilcarboxialdeido (Aldrich), 2-aminometilpiridina (99%,
Aldrich), 1,4-butanodiamina (Aldrich) foram destilados a pressdao reduzida e

trietilamina (99%, Vetec) purificada por destilagao simples.’#?

1.3.1.1 Ressonéncia Magnética Nuclear (NMR)

Os espectros de "H NMR foram obtidos em espectrometro Bruker — AC 200
MHz e Varian — AS 400 MHz, na Central de Analises do Departamento de Quimica —
UFSC. As amostras foram preparadas utilizando 0,6 mL de cloroférmio deuterado e
acondicionadas em tubos de 5 mm. As medidas foram realizadas em ppm,
empregando-se como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, 6= 0,00 ppm). As
analises de >C NMR do ligante (50 MHz ou 100 MHz) foram realizadas nos mesmos
equipamentos e as amostras foram preparadas de maneira semelhante as analises
de 'H.

1.3.1.2 Espectroscopia na regiao do Infravermelho (IR)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotometro Perkin-ElImer modelo Spectrum 100 através do acessério de
Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR) com cristal de ZnSe (45°) e resolugao de 4
cm-, na regido de 4000 a 550 cm™' no LABINC do Departamento de Quimica — UFSC.
As amostras foram analisadas sendo colocadas diretamente sobre o cristal de ZnSe,

com média de 20 varreduras. Os espectros das amostras foram corrigidos pelo
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background feito com a atmosfera laboratorial ambiente e posteriormente subtraido

do espectro da amostra.

1.3.1.3 Espectrometria de massas por electrospray (ESI-MS)

As analises de espectrometria de massas com ionizagao via electrospray
(ESI-MS) dos ligantes e complexos foram executadas no mddulo positivo em um
equipamento Amazon - lon Trap ESI-MS do Laboratério de Biologia Molecular
Estrutural (LABIME) — UFSC. As analises foram realizadas em solugdes de acetonitrila
de grau espectroscopico, com concentragao na faixa de nmol L-! e vaz&o de 5 pyL min-
. A temperatura do capilar foi mantida entre 180 e 200 °C e a voltagem do capilar
entre 4500 e 3500 V. Para interpretacao dos dados espectrométricos foi utilizado o
programa mMass,'*® onde é possivel simular a distribuigdo isotdpica das espécies

bem como os sinais obtidos experimentalmente.

1.3.1.4 Analise Elementarde C,He N

As medidas para a determinagédo dos percentuais de carbono, hidrogénio e
nitrogénio para os complexos sintetizados foram realizadas em um analisador
elementar CHNS/O PerkinElmer, modelo 2400 Series Il, acoplado com balanca
modelo Autobalance AD 6000 PerkinElmer, na Central de Analises do Departamento
de Quimica — UFSC. O aparelho é operado utilizando como gas de arraste hélio (grau
5.0), como gas de combustao oxigénio (grau 6.0), com temperatura de combustao de
925 °C e reducao de 640 °C. As amostras foram lavadas solventes adequados
gelados, sob filtragdo a vacuo e secas sob alto vacuo antes serem encaminhados para

analise.

1.3.1.5 Espectrometria de absorg¢ao atdmica (GC-AAS)

A porcentagem de ferro presente nos complexos foi determinada em um
espectrémetro de absorcao atdmica Perkin Elmer pinAAcle 900T, por atomizagao em
forno de grafite, na Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC. As
amostras foram preparadas em uma solu¢ao aquosa 1% de HNOas. A concentragao

de ferro nas amostras foi calculada a partir da equacao da reta de calibracao do
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equipamento com padroes em diferentes concentragdes. Os erros apresentados sao

referentes ao desvio dos pontos de calibragao.

1.3.1.6 Condutividade molar

As medidas condutométricas dos complexos foram realizadas no aparelho MS
TECNOPON- mCA150, do LABINC — UFSC. Os compostos de coordenacao foram
dissolvidos em acetonitrila com concentragdo de 1,0x103 mol L. O aparelho foi
calibrado com uma solugao padrao comercial de KCI, cuja condutividade é de 146,9

cm™ +0,5% em dgua a 25 + 1 °C.1#

1.3.1.7 Espectroscopia Eletrénica UV-Vis

Os espectros eletrénicos nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho
préximo foram obtidos para todos os complexos e ligante, em um espectrofotdmetro
Perkin-Elmer modelo Lambda-750, no LABINC, no Departamento de Quimica —
UFSC. As analises foram realizadas na regido de 300 a 800 nm, utilizando cubetas de
quartzo de caminho éptico de 1 cm, a 25 + 1 °C, variando a concentracdo de complexo
de ~2,0 x 10 até 1,2 x 10 mol L-'. As solugbes foram preparadas em acetonitrila e

acetonitrila/agua (1:1, v/v) ambos em pureza de grau espectroscopico

1.3.1.8 Medidas Eletroquimicas

O comportamento redox dos complexos foi investigado por voltametria ciclica
(CV) em um potenciostato-galvanostato BAS (Bioanalytical Systems, Inc.) modelo
Epsilon, no LABINC — UFSC. Nos experimentos foram utilizadas solugbes dos
complexos em metanol de grau espectroscopico, sob atmosfera de argénio e com
tetrafluorborato de tetrabutilaménio (0,1 mol L) como eletrdlito suporte. A cela
eletroquimica foi composta por trés eletrodos: trabalho — carbono vitreo; auxiliar — fio
de platina e referéncia: fio de prata revestido com cloreto de prata (Ag/Ag*). Para
corregao do eletrodo de referéncia foi utilizado o par redox ferroceno/ferrocinio (E1/2
vs NHE =400 mV) como padr&o.'#®
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1.3.1.9 Espectroscopia Mossbauer de *’Fe

A Espectroscopia Mdssbauer de *’Fe foi conduzida por Mariella Alzamora e
Dalber R. Sanchez na Universidade Federal do Rio de Janeiro. As analises foram
realizadas em geometria de transmissao utilizando um espectrometro WISSEL. Os
experimentos em baixa temperatura foram realizadas em um criostato JANIS de ciclo
fechado. O ®’Co na fonte de matriz de Rh, movendo-se em um modo senoidal fora do
criostato, foi mantido a temperatura ambiente. Os valores de deslocamento isomérico
(®) foram relativos ao ferro metalico. Todos os espectros foram ajustados com apenas
um dupleto simétrico. Os parametros de ajuste livre foram a desdobramento
quadrupolar (AEaq), o deslocamento isomérico &, a largura de linha (I') e a area de

absorcao (A).

1.3.1.10 Modelagem tedrica

A modelagem da geometria dos complexos foi calculada por parceria com o
Dr. Giliandro Farias, da Universidade de Sao Paulo, utilizando a teoria do funcional da
densidade (DFT). A geometria de todos os complexos e seus conjugados com fosfato
foi otimizada com o pacote de software Orca 5.0.4,"¥6 no nivel DFT usando a funcional
PBEO."#7:148 O conjunto de base escolhido foi Def2-TZVP para o atomo de ferro, Def2-
TZVP(-f) para os atomos de oxigénio e nitrogénio, e Def2-SVP para os outros
atomos. 149150 Efeitos de disperséo foram incluidos usando a corregdo D3 de Grimme
com amortecimento Becke-Johnson (BJ).15":152 A avaliagdo das integrais de quatro
centros foi acelerada com o algoritmo RIJCOSX, utilizando a aproximagao de
resolucao de identidade para a parte de Coulomb (RIJ) e a abordagem de cadeia de
esferas para a troca de Fock (COSX)."%3.1%4 RIJ requer a especificagdo de um conjunto
de base auxiliar para a parte de Coulomb (Def2/J) e uma grade de integragao
numérica para a parte de troca (DefGrid-2).1%® Calculos analiticos de frequéncias
vibracionais harmoénicas foram conduzidos para verificar se o estado fundamental é
minimo na superficie de energia potencial. Para simular os espectros de absorgéo, a
teoria do funcional da densidade dependente do tempo sob a aproximagdo Tamm-
Dancoff (TD-DFT/TDA)'® foi empregada para obter as primeiras 50 excitagoes,
utilizando o mesmo protocolo de calculo, incluindo a corregao do solvente, usando o

método LR-CPCM (modelo linear de resposta do continuo polarizavel semelhante a
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condutor).’™” As representagdes tridimensionais foram obtidas usando o programa

Chemcraft (www.chemcraftprog.com).

1.3.1.11 Titulagbes potenciométricas e espectrofotométricas

As constantes de protonacdo foram determinadas via titulagao
potenciométrica no LABINC — UFSC. As medidas foram feitas utilizando uma cela
termostatizada a 25,00 £ 0,01 °C, controlada por um banho da Visomes Plus. O
titulador automatizado Metrohm modelo Titrino Plus 848 acoplado a um eletrodo
combinado com referéncia de Ag/AgCl, foi calibrado com solugbes tampdes
comerciais, pH 4,0; 7,0 e 9,0. As titulagdes foram realizadas em triplicata, em
CH3CN/H20 (1:1, viv), pKw = 15,19, em volume de solugao final de 50 mL, com
aproximadamente 0,030 mmol do complexo presente. A forga ibnica foi ajustada com
KCl em 0,1 mol L' e o sistema titulado com KOH 0,1 mol L (isento de CO2). Todas
as solugbes foram preparadas sob atmosfera de argbnio com agua bidestilada e
fervida. As constantes de equilibrio foram calculadas com o programa CurTipot,
versdo 4.2,"%° e diagrama de espécies obtido através do mesmo programa.

As titulagcdes espectrofotométricas foram feitas sob as mesmas condigcbes das
potenciométricas, porém em sistema aberto e a adicdo de base foi feita de forma
manual. Aliquotas de aproximadamente 1 mL foram removidas a cada ponto e o
espectro de UV-Vis obtido em um espectrofotdmetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO. Apos
cada medida a aliquota foi devolvida para a solugdo que estava sendo titulada. Os
valores de pKa foram determinados pelo grafico de pH vs Abs em comprimentos de
onda maximo (Amax). Os erros apresentados estédo relacionados ao desvio dos pontos

da curva obtida.

1.3.1.12 Acompanhamento da reacg&o de hidrolise

A atividade catalitica dos complexos foi avaliada através da reacao de
hidrélise do triéster dietil-2,4-dinitrofenilfosfato (DEDNPP).'®® Os experimentos
cinéticos foram realizados em triplicata sob condicdes de excesso de substrato
(minimo 4 vezes) monitorando-se a hidrolise do respectivo substrato através de um
espectrofotdmetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO acoplado a um banho termostatizado a

25 + 1 °C. A variacao de absorbancia foi acompanhada em 400 nm (pH 5, € = 10078
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L mol' cm™'; pH 5,5, € = 11405 L mol-' cm™'; pH 6, £ = 12004 L mol' cm a partir de
pH 6,5, € = 12100 L mol* cm™' em CH3CN/H20 1:1, v/v), avaliando-se a liberagdo do
anion 2,4-dinitrofenolato (DNP), como produto da reagdo de hidrolise.?®'2* O pH foi
controlado pelo uso de tampdes biolégicos MES (pH 5 - 6,5), HEPES (pH 7 — 8,5) e
CHES (pH 9 - 10), 20,05 mol L', com LiClO4 0,05 mol L' para controle da forga i6nica.
As reacdes foram monitoradas até 5% de conversao de substrato a produto e os dados

tratados pelo método das velocidades iniciais (Equagéo 1).16

Equacao 1 0= ADs
€60

As velocidades iniciais foram determinadas pelo grafico da absorbancia do
DNP liberado em fungao do tempo (s) e calculadas via seu coeficiente de absorgao
molar (€). A analise de adicdo de benzimidazol ao complexo 1, foi realizada em
quantidade equimolar em pH 5,5 e 7,0, nas mesmas condi¢cdes descritas acima.

Por meio destes experimentos e utilizando a equacédo de Michaelis-Mentem
ou Lineweaver-Burke, %1162 foi possivel determinar a velocidade maxima (Vmax) e a
constante de Michaelis-Menten (Km). Além disto foi possivel determinar a constante
catalitica (kcat = Vmax/[C]), o fator catalitico de aceleragdo (f=Kcat/kuncat), além da
eficiéncia catalitica (E = Kcat/Kw).

Em todos os experimentos cinéticos a corre¢cao da hidrélise espontanea do
substrato foi realizada através da diferenca direta. Ou seja, experimentos em
condicbes idénticas, exceto pela auséncia do complexo foram realizados e
acompanhados em paralelo. Os resultados das reacdes espontaneas foram

descontados das reagdes catalisadas.

1.3.1.13 Ensaios de interacao e regeneracao da enzima Acetilcolinesterase

Estes experimentos foram realizados em colaboragcdo com a Professora
Aleksandra Bondzic, na Universidade de Belgrade, Sérvia. Foram preparadas
solugdes estoques dos complexos (1,0x102 mol L-') em DMSO. As solugdes estoques
das enzimas (1 Ul/mL) foram preparadas em tamp&o TRIS (0,5 mol L"), pH 7,4. O
iodeto de acetilcolina e 5,5-diotiobis(acido-2-nitrobenzéico) (DTNB) foram utilizados

como substrato e reagentes cromogénicos. O teste de triagem de poténcia inibitéria
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foi realizado a 1,0x10° mol L' de complexo. A poténcia inibitéria dos complexos foi
avaliada realizando o ensaio colorimétrico de Ellman.'®® O ensaio foi conduzido da
seguinte forma: O complexo em tampao fosfato 0,1 mol L' pH 8 foi incubado com
20uL de enzima e 20 yL de DTNB (0,01 mol L") por 30 minutos a 37 °C. Apds esse
tempo, a reagdo enzimatica foi iniciada pela adigao de 10 pL de solugéo estoque de
iodeto de acetilcolina (0,075 mol L") na solugéo de trabalho e interrompida pela adigéo
de 50 uL de dodecilsulfato de sédio (0,1 mol L") 6 minutos depois. Foram realizados
pelo menos trés ensaios independentes. Os resultados sdo expressos como a média
da atividade enzimatica em percentagem em relagdo ao valor de controle
correspondente. A absorbancia foi registrada em 412 nm no espectrofotdmetro Perkin
Elmer Lambda 35 usando uma cela de quartzo termostatica de 1 cm. Os valores de

pH das solug¢des foram medidos por um medidos de pH Metrohm, modelo 713.11.

1.3.1.14 Estudo de Viabilidade Celular: Ensaio com Brometo de 3-(4,5-

Dimetiltiazol-2-il) -2,5-Difeniltetrazolil

O estudo de viabilidade celular foi realizado em colaboragao com o professor
Ignacio Leon, Universidade de La Plata, Argentina. Os ensaios foram realizados para
células cancerigenas das linhagens MDS-MB-231 (cancer de mama) e MG-63 (cancer
de ossos). Todas as células foram providenciadas pelo American Type Culture
Collection (ATCC). O ensaio de Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolil (MTT) foi realizado de acordo com o método de Mosmann. %4 As células
foram colocadas em uma placa com 96 cavidades e incubadas por 24 h antes de
serem expostas a varias concentragdes dos complexos (variando de 1 a 100 pymol L-
) e mantidas a 37 °C por mais 24 h. Apds esse periodo, o0 meio em que as células
estavam foi substituido, e elas foram tratadas com uma solugéo de MTT (0,5 mg L")
sob condigdes padrao de cultivo por trés horas. A capacidade das células de converter
o MTT, um composto de tetrazodlio, em formazan colorido, um processo mediado pelas
enzimas desidrogenases mitocondriais, serviu como indicador de sua viabilidade. A
intensidade da cor formada, que reflete a viabilidade celular, foi quantificada usando
um aparelho de leitura de microplacas em 570 nm, apds a dissolugao das células em
DMSO (100 uL por cavidade).
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1.3.1.15 Condicdes de crescimento celular

As células MG-63 foram cultivadas em 10% de Soro Bovino Fetal (FBS), 100
U mL-" de penicilina e 100 ug mL™" de estreptomicina a 37 °C em uma atmosfera de
5% CO2. Em seguida, elas foram semeadas em um frasco de 75 cm? e subcultivadas
usando 1 mL de TrypLE™. Para os experimentos, as células foram cultivadas em
placas multiwell. Quando as células atingiram a confluéncia desejada, as
monocamadas foram lavadas com PBS e incubadas sob diferentes condi¢cbes de

acordo com os experimentos.
1.3.2 Sintese dos precursores e ligantes

1.3.2.1 Sintese do precursor bis-(2-metilpiridil)Jamina - bpma

S S 1. MeOH N N

|/ o P NH, 2H2 Pd/C - |\ |
NT F N 2 = =

N

Iz

Procedimento segundo Neves et al. (1996)."" Em um béquer em banho de
gelo, contendo 50 mL de metanol, foi adicionado 2-aminometilpiridina (5,15 mL; 50
mmol; 108,14 g mol') e 2-piridilcarboxialdeido (4,75 mL; 50 mmol; 107,11 g mol").
Deixou-se reagir por 1h. A solugao foi transferida para um frasco apropriado contendo
0,5 g de paladio/carbono 10% e levado ao hidrogenador a 40 psi por 15 h. Apds esse
tempo, a solugao foi filtrada para retirar o catalisador e o solvente foi evaporado a
pressao reduzida. Depois de passar pela bomba de alto vacuo por 5h, foi obtido um
oleo incolor. Rendimento 91% (9,04 g; 45,36 mmol; 199,25 g mol").
IR (ATR) em cm™': v (N-H) 3297; v (CHar e CHaiir) 3060 - 2824; v (C=N e C=C) 1590 -
1434; v (C-N) 1142; 6(CHar) 746.
H NMR (400 MHz; CDCIs3) § ppm: 8,55 (d, J = 4,5 Hz, 2H); 7,65 (td, J=7,7 e 1,4 Hz,
2H); 7,37 (d, J=7,7 Hz, 2H); 7,18 (id, J = 4,8 € 1,4 Hz, 2H); 4,09 (s, 4H).
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1.3.2.2 Sintese do precursor 2-clorometil-4-metil-6-formilfenol - cmff

CHCl, Formaldeido
OH OH OH

Inicialmente o 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido (Hmb) foi preparado através de
uma reacgdo de formilagdo do p-cresol.'®® Em um baldo de 3 bocas de 5 L, equipado
com um agitador mecanico e um condensador, adicionou-se 173,71 g de p-cresol (1,6
mol, 108,14 g mol') em 3 L de cloroférmio. A solugdo foi mantida sob agitagdo com
temperatura controlada entre 56 - 60 °C e sob agitacao, iniciou-se a adicdo de 480 g
de NaOH (12 mol, 40 g mol'), solubilizado em aproximadamente 200 mL de agua
destilada, em pequenas porcdes durante 3 h. A reagado foi mantida sob refluxo por
mais uma hora e entdo deixou-se resfriar a temperatura ambiente. Em seguida,
adicionou-se aproximadamente 15 mL de agua destilada e ainda sob agitagao,
acidificou-se o meio com HCI concentrado até pH 2,0. A fase orgénica foi separada,
lavada com agua destilada, seca com Na2SO4 anidro e o solvente foi retirado a
pressao reduzida. O produto foi entdo destilado a pressao reduzida, onde obteve-se
0 Hmb como um sélido branco. O sélido foi dissolvido em um minimo de diclorometano
e purificado com coluna cromatografica em silica, utilizando diclorometano como
eluente. O solvente foi retirado a pressao reduzida e obteve-se um sdlido cristalino.
Obteve-se 100,0 g (0,73 mol, 136,15 g mol-') de 2-hidréxi-5-metilbenzaldeido (Hmb)
como um sélido branco cristalino com rendimento de 46% em relagao ao p-cresol.

Em um baldo de 500 mL foram adicionados 32,0 g do Hmb (0,235 mol, 136,15
g mol'), em 37,5 mL de formaldeido 37% (30,03 g mol', 1,04 g mL"") e 125 mL de
acido cloridrico concentrado. O sistema foi mantido sob refluxo e agitagéo por 45 min
e, na sequéncia, resfriado a 0 °C, formando um precipitado compacto no fundo do
baldo. O solido foi triturado, filtrado sob vacuo e recristalizado a quente em
diclorometano até a obtencdo de um sélido branco, que foi deixado no dessecador
com silica sob vacuo, e armazenado sob argbnio em temperatura inferior a -10°C.
Rendimento de 60% (26,24 g, 0,142 mol, 184,62 g mol-') em relagdo ao Hmb.

IR (ATR) em cm™: v (C-Har € C-Hair) 3028-2850; v (C-Haid) 2746; v (C=0) 1663; v
(C=C) 1600-1470; & (O-Hfenol) 1372; v (C-Otenol) 1256; &6 (C-Har) 703; v (C-Cl) 612.
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TH NMR (200 MHz; CDCl3) 6§ ppm: 11,25 (s,1H,OHrenal); 9,87 (s,1H,CHau); 7,47
(s,1H,CHar); 7,35 (s,1H,CHar); 4,67 (s,2H,CH2); 2,39 (s,3H,CHs3).

1.3.2.3 Sintese do ligante 2-[N-bis-(2-piridilmetil)Jaminometil]-4-metil-6-formilfenol -

bpmamff
7 N
— CH,Cl, o
OH
OH N
_ \
\ /N Y

O procedimento experimental foi realizado segundo Karsten e
colaboradores.'?? Em um baldo de 250 mL, foi adicionado 3,69 g de cmff (20 mmol,
184,62 g mol') dissolvido em 50 mL de diclorometano. Sob agitagéo e banho de gelo,
foram adicionados lentamente, com funil de adicdo, 50 mL de uma solugdo de bpma
(3,98 g, 20 mmol, 199,26 g mol") e trietilamina (2,8 mL, 20 mmol) em diclorometano.
Apos completa adicdo, o banho de gelo foi removido e o sistema permaneceu sob
agitacao por 4 h em temperatura ambiente. Em seguida, a solugao foi transferida para
um funil de separacido e lavada exaustivamente com solugcdo aquosa saturada de
bicarbonato de sddio. A fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro e o solvente
evaporado sob vacuo a 40 °C resultando em um 6leo amarelo. Este foi entao
dissolvido em isopropanol quente e transferido para um béquer. Apds algumas horas,
formou-se um precipitado amarelo, o qual foi filtrado em funil de placa porosa e lavado
com isopropanol gelado. O produto foi novamente transferido para um baldo e seco a
vacuo. Obteve-se um rendimento de o0 55% (3,81 g, 10,9 mmol, 347,42 g mol').

IR (ATR), em cm: v (C-Har e C-Haif) 2832-3033; v (C=0) 1679; v (C=N e C=C) 1593-
1431; & (O-Hrenol) 1376; U (C-Oftenat) 1226; v (C-N)1114; 6 (C-Har) 767.

H NMR (400 MHz; CDCI3) § ppm: 10,44 (s, 1H, CHaigeido); 8,57 (d, J= 4.2 Hz, 2H,
CHar); 7,66 (td, J = 7,4 e 1,5 Hz, 2H, CHar); 7,40 (t, 3H, J = 7,4 Hz, CHar); 7,20-7,30
(m, 3H, CHar); 3,90 (s, 4H, CH2); 3,81 (s, 2H, CH2); 2,28 (s, 3H, CH3).

3C NMR (100 MHz; CDCIs) 5§ ppm: 192,3; 159,1; 158,3; 148.8; 137,8; 136,8; 128,5;
127,9; 125,1; 123,0; 122,2; 59,2; 55,2; 25,3; 20,2.
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1.3.2.4 Sintese do Ligante 2-(((4-aminobutil)amino)metil)-6-((bis(2-

metilpiridil)amino)metil)-4-metilfenol - HL1

| N . 1.EtOH/DCM 75% Q
N _0* pNTINn, ZNaBHe H
~ONH,
P OH
~ \

Este procedimento segue o descrito em Chaves et al. (2020).'% Em um baldo
de fundo redondo foram dissolvidos 1,73 g (5 mmol; 347,42 g mol') de bpmamff em
50 mL contendo a mistura dos solventes etanol/diclorometano (3:1, v/v). Em seguida
foram adicionados 3,85 mL (4,42 g; 50 mmol; 0,877 g mL-'; 88,53 g mol') de 1,4-
butanodiamina destilada, sob agitacdo e em temperatura ambiente. A reacao
permaneceu nestas condi¢des overnight. Apos cerca de 16 h foram adicionados 2,00
g (55 mmol; 37,83 g mol') de borohidreto de sddio. Apds 4 h o pH, que estava proximo
de 10,0, foi ajustado a 5,0, utilizando solugdo 8,0 mol L' de HCI. O solvente organico
foi retirado por rotoevaporacédo e o 6leo remanescente foi dissolvido em 20 mL de
cloroférmio e extraido com solugéo saturada de bicarbonato de sédio (4x20 mL). A
fase organica foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente foi
rotoevaporado. Obteve-se um rendimento 33% com relagéo ao bpmamff (0,70 g; 1,65
mmol; 419,00 g mol).

IR (ATR), em cm-: v (N-H) 3226; v (C-Har e C-Haif) 2826 -3085; v (C=N e C=C) 1597-
1486; & (O-Hrenot) 1355; v (C-Otenal) 1220; v (C-N) 1117; 6 (C-Har) 751.

H NMR (400 MHz; CDCls) 6§ ppm: 8,56 (d, J= 5,0 Hz, 2H, CHar); 7,64 (td, J=7,5e 1,5
Hz, 2H, CHar); 7,41 (d, J= 7,5 Hz, 2H, CHar); 7,15 (td, J= 5,0 e 1,5 Hz 2H, CHoar); 6,89
(s, 1H, CHar); 6,86 (s, 2H, CHar); 3,86 (m,6H, CH2); 3,75 (s, 4H, CH2); 2,69-2,60 (m,
4H, CH2); 2,23 (s, 3H, CH3); 1,56-1,48 (m, 4H, CH2).

13C NMR (100 MHz; CDCIs) é ppm: 158,6; 153,5; 148,9; 136,7; 129,6; 127,4; 125,6;
123,1; 122,8; 122,1; 59,2; 56,0; 50,2; 48,8; 42,0; 31,3; 27,3; 20,4.
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1.3.2.5 Sintese do Ligante 2-(((6-aminohexil)amino)metil)-6-((bis(2-

metilpiridil)amino)metil)-4-metilfenol - HL2

b Q
(Nj\ 5 1.EtOH/DCM (3:1)
N _O * HNINH, —»2 NabBH, N\/\/\/\NHz
OH

\

Este procedimento segue o descrito em Chaves et al. (2020)."% Em um baldo
de fundo redondo foram dissolvidos 1,73 g (5 mmol; 347,42 g mol"') de bpmamff em
50 mL de etanol/diclorometano (3:1, v/v). A reacdo foi colocada sob agitagdo em
temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 5,80 g (50 mmol; 116,21 g mol-
) de 1,6-hexanodiamina, lentamente em solugdo de etanol/diclorometano (3:1), em
banho de gelo. A reagdo permaneceu nestas condigcbes overnight. Apdés
aproximadamente 16 h foram adicionados 2,00 g (55 mmol; 37,83 g mol') de
borohidreto de sodio. Apds 4 h o pH, que estava proximo de 10,0, foi ajustado a 5,0,
utilizando solugdo 8,0 mol L' de HCI. O solvente organico foi retirado por
rotoevaporagdo e o 6leo remanescente foi dissolvido em 10 mL de cloroférmio e
extraido com solugdo saturada de bicarbonato de sodio (4x20 mL). A fase organica
foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi rotoevaporado. Obteve-
se um rendimento de 83% com relagdo ao bpmamff (1,85 g; 4,15 mmol; 447,62 g mol
).

IR (ATR), em cm': v (N-H) 3231; v (C-Har e C-Haiir) 2849-3068; v (C=N e C=C) 1591-
1471; & (O-Hrenot) 1364; U (C-Otenal) 1231; v (C-N) 1117; 6 (C-Har) 747.

H NMR (400 MHz; CDCls) 6 ppm: 8,56 (d, J= 5,0 Hz, 2H, CHar); 7,64 (td, J=7,7 e 1,5
Hz, 2H, CHar); 7,41 (d, J= 7,7 Hz, 2H, CHar); 7,16 (td, J= 5,0 e 1,5 Hz, 2H, CHar); 6,88
(s, 2H, CHar); 3,86 (m,6H, CH2); 3,75 (s, 4H, CH2); 2,69-2,61 (m, 4H, CH2); 2,23 (s,
3H, CH3); 1,57-1,28 (m, 8H, CH>).

13C NMR (100 MHz; CDCls) § ppm: 158,6; 153,4; 148,9; 136,7; 129,7; 127,4; 125,4;
123,1; 122,8; 122,1; 59,3; 55,9; 50,3; 49,1; 42,0; 33,6; 27,1; 26,7; 20,4.
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1.3.2.6 Sintese do Ligante ((((1H-benzimidazol-2-il)metil)amino)metil)-6-((bis-(2-

metilpiridil)amino)metil)-4-metilfenol - HL3
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A reacgéo descrita a seguir foi adaptada de Chen et al. (2015).'% Em um baldo
de fundo redondo, sob agitagao e sistema de refluxo, se adicionou o bpmamff (0,30
g, 0,86 mmol; 347,42 g mol') e aminometilbenzimidazol (0,20 g; 0,86 mmol; 147,18 g
mol') em 50 mL da mistura de metanol/tetrahidrofurano (1:1, v/v). A reagéo
permaneceu sob refluxo por 8 h. Apds esse periodo, deixou-se a mistura de reagao
esfriar até atingir temperatura ambiente e se adicionou lentamente 0,06 g de
borohidreto de sédio (1,5 mmol; 37,83 g mol'). Sob agitagcio e temperatura ambiente,
o0 meio reacional foi mantido overnight. A seguir, o solvente foi evaporado a presséo
reduzida e o 6leo marrom foi solubilizado em 10 mL de diclorometano, ao qual foi
adicionado 10 mL de uma solugdo saturada de bicarbonato de sédio. Essa mistura
bifasica permaneceu sob agitagdo por 15 minutos, e entao foi transferida ao funil de
separacgao. A fase aquosa foi entdo descartada e a fase orgéanica foi lavada com
solugéo saturada de bicarbonato (4x10 mL). A fase organica foi seca com sulfato de
sodio anidro, filtrada e o solvente roto evaporado a pressao reduzida. O 6leo resultante
foi purificado por coluna cromatografica de silica gel, eluindo a mistura 3:1 (v/v) de
acetato de etila:hexano. O solvente foi rotoevaporado, onde obteve-se um sodlido
marrom, com rendimento de 58% (0,24 g; 0,5 mmol; 477,58 g mol).
IR (ATR), em cm™': v (N-H) 3188; v (C-Har e C-Hair) 2804-3082; v (C=N e C=C) 1593-
1484; & (O-Hrenot) 1369; U (C-Otenal) 1220; v (C-N) 1110; 6 (C-Har) 739.
"H NMR (200 MHz; CDCIs) § ppm: 8,55(d, J= 5,0 Hz, 2H, CHar); 7,62-7,56(m, 4H,
CHar); 7,36(d, J=7,8 Hz, 2H, CHar); 7,23-7,21(m, 2H, CHar); 7,15(t, J= 5,0 Hz, 2H, CHar);
6,90(s, 1H, CHar); 6,84(s, 1H, CHar); 4,23 (s, 2H, CH2); 3,91(s, 4H, CH2); 3,87 (s, 4H,
CHz); 3,78(s, 2H, CHz); 3,48 (s, 1H, NH); 2,18(s, 3H, CHs3).
3C NMR (50 MHz; CDCIs) § ppm: 158,0; 153,5; 149,0; 136,8; 130,6; 130,5; 128,2;
124,5; 123,3; 122,6; 122,4; 122,0; 59,1; 56,8; 49,4; 46,3; 20,3.
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1.3.2.7 Sintese do Ligante 2-(((6-(((1H-benzimidazol-2-
il)metil)amino)hexil)amino)metil)-6-((bis-(2-metilpiridil)Jamino)metil )-4-

metilfenol - HL4
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Este procedimento foi baseado na sintese descrita em Castillo et al. (2012).167
Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 0,45 g do ligante HL2 (1 mmol; 447,62
g mol') em acetonitrila/metanol (9:1, v/v) e trietilamina 0,1 mL (1,33 mmol; 0,076 g;
0,76 g mL"; 101,19 g mol-"). Uma solugéo de clorometilbenzimidazol (0,17 g; 1 mmol;
166,03 g mol"') em 20 mL acetonitrila/metanol (9:1, v/v) foi adicionada lentamente com
funil de adigdo, e em banho de gelo. A reagdo permaneceu sob agitacdo e em
temperatura ambiente por 24 h. Em seguida, o solvente foi rotoevaporado e ao 6leo
obtido foram adicionados 20 mL de agua e 10 mL de cloroférmio. A solucéo foi
acidificada até pHaparente 2 com solugdo 8,0 mol L-! de HCI. Em seguida, foi realizada
uma extracdo, descartando-se a fase organica, para em seguida realizar a
neutralizacgéo da fase aquosa a pH 7,0, com solugdo de NaOH 4,0 mol L-'. Finalmente,
a solugdo aquosa foi extraida com 2x20 mL de cloroférmio. Nessa etapa, a fase
organica foi coletada e lavada com solugao saturada de bicarbonato (3x20 mL). A fase
organica foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e rotoevaporada. Obteve-se um
rendimento de 55% (0,31 g; 0,55 mmol; 577,76 g mol).
IR (ATR), em cm™': v (N-H) 3214; v (C-Har e C-Hair) 2784-3055; v (C=N e C=C) 1585-
1484; & (O-Hrenot) 1365; U (C-Otenal) 1216; v (C-N) 1117; 6 (C-Har) 739.
"H NMR (400 MHz; CDCls) § ppm: 8,55 (s, 2H, CHar); 7,64-7,75 (m, 6H, CHar); 7,17-
7,25 (m, 4H, CHar); 6,88 (s, 2H, CHar); 3,97 (s, 2H, CH2); 3,90(s, 2H, CH2); 3,85 (s, 2H,
CHz); 3,74 (s, 2H, CH2); 3,68 (s, 2H, CH2); 2,51-2,70 (m, 4H, CH2); 2,22(s, 3H, CHj3);
1,26-1,60 (m, 8H, CH2).
13C NMR (100 MHz; CDCls) 6 ppm: 158,6; 158,4; 153,6; 149,0; 136,8; 136,7; 131,7;
130,0; 1297; 127,8; 127,6; 122,4; 122,2; 121,7; 56,3; 59,2; 56,1; 53,1; 51,9; 50,1; 41,8;
33,1; 32,9; 26,9; 26,6; 26,3; 26,2; 20,4.
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1.3.3 Sintese dos complexos

1.3.3.1 Sintese do complexo [Fe(bpmamff)Cl2] - 1

=
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N
N
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FeCls. 3H,0 =
O 3 27 . \ i
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= /N\Ilzem

OH — N7
bpmamff N\_/ I

A sintese do complexo foi realizada de acordo com descrito por Vailati et al.
: m um béquer 0,17 g (0,5 mmol; ,42 g mol') de bpmamff foi dissolvido
(2020).768 E bé 0,177 g (0,5 l; 347,42 I"Yde b ff foi dissolvid

em 10 mL de metanol, sob agitacdo a 45 °C. A esta solugao, foram adicionados 0,09

=0

g de FeCl3.3H20 (0,5 mmol, 198,81 g mol") dissolvidos em 10 mL de metanol. Apds
30 minutos a solucao foi deixada resfriar a temperatura ambiente. O solvente foi
rotoevaporado e o solido roxo resultante, lavado por filtragdo a vacuo com éter e agua,

ambos gelados. Rendimento: 45% (0,11 g; 0,22 mmol; 473,16 g mol™).

1.3.3.2 Sintese do complexo [Fe(L1)(OH2)2](ClOa4)4 - 2

= — _
X Fe(C|O4)3 9H20 @
NaCIO4 NH2
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H
N N , NH, > — /N
OH \(\/):1 Qﬁ?\\ 4|o H N\j
= |N = N/I‘:e\ 2
N HL L& on OH,

Em um béquer de 50 mL contendo 0,27g (0,64 mmol, 419,00 g mol-') de HL1

e 10 mL de metanol, sob agitacao, a 45 °C, NaOH foi adicionado gota a gota até

(ClOy4)4

2

pHaparente) 8,0. Em seguida, foram adicionados, gota a gota, uma solugéo de 10 mL de
metanol e 0,33 g (0,64 mmol, 516,20 g mol') de Fe(Cl04)3.9H20. Apds 15 minutos,
foram adicionados 0,16 g (1,28 mmol, 122,44 g mol-') de NaClO4+ como contraion.
Decorridos mais 30 minutos, a solugao foi resfriada a temperatura ambiente, ainda
sob agitacdo. Em seguida foi realizada filtracédo lenta do precipitado roxo e a solugao
permaneceu em estufa de recristalizagcao. Depois de cinco dias, foi obtido um p6 roxo.
Este, juntamente com o precipitado coletado anteriormente foi lavado sob vacuo com
20 mL de agua e 20 mL de éter, ambos gelados. Rendimento: 63% (0,37 g; 0,40 mmol;
907,20 g mol").



74

1.3.3.3 Sintese do complexo [Fe(L2)OH2](ClO4)s -

O\‘ Fe C|O4) 9H20
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- d (CI04)s
\ /||| HN

OH2

\ HL, OH2

Em um béquer de 50 mL contendo 0,279 (0,60 mmol, 447,62 g mol-') de HL2
e 10 mL de metanol, sob agitacdo, a 45 °C, NaOH foi adicionado gota a gota até
pHaparente) 8,0. Em seguida, foram adicionados, gota a gota, uma solugédo de 10 mL de
metanol e 0,31 g (0,60 mmol, 516,20 g mol') de Fe(Cl04)3.9H20. Apds 15 minutos,
foram adicionados 0,15 g (1,20 mmol, 122,44 g mol-') de NaClO4+ como contraion.
Decorridos mais 30 minutos, a solucao foi resfriada a temperatura ambiente, ainda
sob agitacdo. Em seguida foi realizada filtracdo lenta do precipitado, e a solugao
permaneceu em estufa de recristalizacdo onde foi obtido somente p6 de coloracéo
roxa. Este, juntamente com o precipitado coletado anteriormente foi lavado sob vacuo

com agua e éter gelados. Rendimento: 55 % (0,28 g; 0,33 mmol; 851,87 g mol).

1.3.3.4 Sintese do complexo [Fe(L3)(OH2)2](ClOa)2 -

| _ _
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\ / \Fe'ﬁ
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Em um béquer de 50 mL contendo 0,24g (0,5 mmol, 477,58 g mol') de HL3 e

10 mL de metanol, sob agitacdo, a 45 ‘C, NaOH foi adicionado gota a gota até

P4

\
Z
Z
T

pHaparente) 8,0. Em seguida, foram adicionados, gota a gota, uma solugéo de 10 mL de
metanol e 0,25 g (0,5 mmol, 516,20 g mol') de Fe(ClO4)3.9H20. Apds 15 minutos,
foram adicionados 0,12 g (1,00 mmol, 122,44 g mol-') de NaClO4+ como contraion.
Apos mais 30 minutos, a solugdo permaneceu sob agitacao até resfriar a temperatura
ambiente. Em seguida, foi realizada filtragao lenta do precipitado, de coloragao roxa e
o restante da solugdo permaneceu em estufa de recristalizacido. Decorridos
aproximadamente trés dias, foi obtido um precipitado de mesma cor. Este, juntamente
com o coletado anteriormente foi lavado sob vacuo com cerca de 30 mL de agua e 30
mL de éter, ambos gelados. Rendimento: 64% (0,24 g; 0,32 mmol; 765,11 g mol).
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1.3.3.5 Sintese do complexo [Fe(L4)(OH2)2](ClO4)3 - 5
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Em um béquer de 50 mL contendo 0,28g (0,5 mmol, 577,76 g mol') de HLse

10 mL de metanol, sob agitagdo, a 45 °C, NaOH foi adicionado gota a gota até

A
—Z

PHaparente) 8,0. Em seguida, foram adicionados, gota a gota, uma solugéo de 10 mL de
metanol e 0,25 g (0,5 mmol, 516,20 g mol') de Fe(ClO4)3.9H20. Apds 15 minutos,
foram adicionados 0,12 g (1,00 mmol, 122,44 g mol-') de NaClO4 como contraion.
Apds mais 30 minutos, a solugdo permaneceu sob agitacao até resfriar a temperatura
ambiente. Em seguida, foi realizada filtragado lenta do precipitado, de coloragao roxa e
o restante da solugdo permaneceu em estufa de recristalizacdo, onde apods
evaporagao do solvente, obteve-se um precipitado de mesma cor. Este, juntamente
com o coletado anteriormente foi lavado sob vacuo com agua e éter, ambos gelados.
Rendimento: 56% (0,27 g; 0,28 mmol; 984,03 g mol")
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1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
1.4.1 Caracterizagao dos ligantes

Foram desenvolvidos quatro ligantes inéditos neste trabalho, os quais quando
coordenados a ions metalicos, podem impactar nas propriedades fisico-quimicas dos
seus respectivos complexos. Além disso, essas diferencas entre os complexos,
geradas pelos ligantes, podem influenciar a cinética de degradagao dos substratos
estudados e a reativagao enzimatica (AChE). A principal diferenga entre os ligantes
HL1 e HL2 é o comprimento da cadeia alifatica lateral, sendo HL2 dois carbonos
metilénicos mais longo que HL1. Ambos possuem uma amina terminal, que pode
promover interagdes, tanto com a enzima, substratos e até mesmo com o préprio
complexo. A partir do ligante HLz2, foi sintetizado o ligante HL4 para verificar a atividade
associada a presenga do grupo BIMZ terminal em substituicdo a amina. Ja o ligante
HLs, apresenta o grupo de interesse (BIMZ) mais proximo do restante da molécula
que deve atuar como primeira esfera de coordenagao. O precursor e ligante bpmamff
foi utilizado como complexo controle uma vez que nao possui nem cadeias laterais,
nem grupos BIMZ em sua estrutura quimica. Os ligantes sintetizados no presente

trabalho estdo apresentados na figura a seguir.
Figura 15 - Estruturas propostas e nomenclatura dos ligantes sintetizados.
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Além das técnicas discutidas a seguir, também foram realizadas analises de

espectrofotometria na regido do UV-vis de todos os ligantes e caracterizagao por onda
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quadrada dos ligantes contendo BIMZ. Contudo, a discussao destes resultados é mais
relevante quando correlacionado com os resultados obtidos para os complexos, e
serdo discutidos nas se¢des “1.4.2.6 Espectrometria na Regido do UV-Vis e 1.4.2.7

Medidas Eletroquimicas”.
1.4.1.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR)

A analise de espectroscopia no infravermelho foi a primeira técnica utilizada na
caracterizagdo dos compostos organicos, desde precursores até ligantes finais
inéditos. A partir desta técnica é possivel detectar a presenga de alguns grupos
organicos com base nas vibragées promovidas por grupos funcionais caracteristicos,
que usualmente aparecem em regides especificas do espectro. Os deslocamentos e
atribuicdes das respectivas bandas estao descritos na Tabela 5, assim como a Figura
16 apresenta os espectros de IR dos ligantes (HL1-HL4). Os espectros dos
precursores e bpmamff sdo apresentados nos Apéndices (APENDICE B -
APENDICE D), uma vez que sdo moléculas ja reportadas em diversos trabalhos

académicos e artigos.''3

Tabela 5 - Atribuicbes das bandas (cm™') dos grupos funcionais presentes nos ligantes.

Atribuicoes bpmamff HL+4 HL2 HLs HL4
0(N-H) - 3226 3231 3188 3214
0(C-Haiitrar) 3033-2832 3085-2826 3068-2849 3082-2804 3055-2784
v(C=0) 1679 - - - -
v(C=C; C=N) 1593 e 1597 e 1591 e 1593 e 1585 e
1431 1486 1471 1484 1484
&0-H) 1376 1355 1364 1369 1365
u(C-0) 1226 1220 1231 1220 1216
0(C-N) 1114 1117 1117 1110 1117

&C-Har) 767 751 747 739 739
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Figura 16 - Espectro de IR (resolugédo de 4 cm') dos ligantes inéditos sintetizados
neste trabalho, em ATR (cm’).
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A principal diferenca dos precursores € ligante bpmamff para os espectros de
IR dos demais ligantes é a auséncia de uma banda intensa na regido de 1679 cm-',
sugerindo que a carbonila de aldeido foi substituida pelas aminas de interesse,
juntamente com o aparecimento dos estiramentos das ligagdes NH. Em geral os
espectros dos ligantes sdo similares, onde entre 3500-2800 cm™' notam-se bandas
alargadas e pouco definidas, devido a sobreposigdo dos sinais de C-H alifaticos
(~3000-2800 cm™), aromaticos (~3100-3000 cm™"), O-Hfenol (~3400-3200 cm™') e N-H
(~3500-3200 cm') que também aparecem nessa regido. Em todos os espectros é
possivel observar sinais importantes, como estiramentos C=C/C=N dos anéis
aromaticos, O-H do anel fendlico e C-O na regido de 1590/1430, 1370 e 1220cm"’

respectivamente, além da banda de dobramento de C-Harem ~750 cm'.
1.4.1.2 Ressonancia Magnética nuclear (NMR)

A técnica de 'H NMR foi utilizada para caracterizagdo dos ligantes e seus
precursores. Sendo uma das técnicas mais utilizadas na caracterizagao de compostos
organicos, ela permite identificar atomos magneticamente distintos do is6topo em

estudo. Assim, quando aliada a outras técnicas, permite determinar a conectividade
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dos atomos da molécula de interesse. As analises foram realizadas em cloroférmio
deuterado e para os precursores, os deslocamentos e integrais foram comparados
com a literatura.*>'"3 Além disso, todos os sinais encontrados nos espectros tém
correspondéncia com atomos de hidrogénio presentes em suas respectivas
moléculas. Todos os espectros estao apresentados com integrais e deslocamentos
nos Apéndices (APENDICE E -APENDICE K) e a Tabela 6 resume as atribuicdes
sugeridas para os ligantes.

Comparando os ligantes HL1-HL4 com o bpmamff, a primeira observagao é a
auséncia do sinal em 10,43 ppm atribuido ao hidrogénio do aldeido. Este é um
indicativo que este grupo foi substituido dando origem aos compostos desejados ao
longo do processo sintético. Além disso, nota-se o aumento de sinais referentes a
hidrogénios metilénicos, em concordancia de deslocamento e integral com o sugerido
para cada composto. No ligante HLs, estes sinais sao referentes aos CHz entre anéis,
na forma de simpleto em 4,23 e 3,91 ppm. Para HL1, com os mesmos CH: entre anéis
aromaticos (3,86 ppm) e os sinais referentes a cadeia de -(CH2)s- em 2,69 e 1,56 ppm
sdo observados. Da mesma forma, o espectro de HL2 apresenta sinais na regiao de
1,57 e 2,68 ppm, referentes a cadeia -(CHz2)s- e finalmente para HL4, com os
hidrogénios da cadeia lateral aparecendo em 1,26 e 2,51 ppm e uma metila ligada ao
BIMZ entres os sinais na regido de 3,85 ppm.

Os sinais em regido de hidrogénios aromaticos correspondem as piridinas,
presentes desde o ligante bpmamff (principalmente no hidrogénio do carbono alfa ao
nitrogénio, em ~8,5 ppm), e aos hidrogénios do anel fendlico central. Os ligantes HL1
e HL2 continuam apresentando somente estes sinais nesta regido. Por sua vez, os
ligantes contendo grupamentos BIMZ apresentam novos sinais correspondentes a
esse anel conjugado. O sinal referente a hidrogénio dos grupos amina sé é visivel no
espectro de HL3 em 3,48 ppm. E comum que hidrogénios ligados a heteroatomos
como nitrogénio ou oxigénio ndo sejam detectados em espectros de 'H NMR, ou
aparecam em menor intensidade na analise. Isso ocorre devido a labilidade dessa
ligacao, permitindo a substituicdo de hidrogénio por deutério do solvente, suprimindo
este no espectro de 'H.

Os ligantes inéditos também foram caracterizados por '*C NMR e DEPT-135.
Os deslocamentos e atribuicbes sao apresentados na Tabela 7 e os espectros nos
Apéndices (APENDICE L -APENDICE P). Como observado, todos os sinais dos

espectros possuem atribuicdo de carbono correspondente ao seu respectivo ligante,
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concordando com as demais técnicas na obtencao dos ligantes de interesse. Quando
comparado com o precursor e ligante bpmamff, € observado uma maior quantidade
de carbonos na regido de 20-40 ppm para HL1, HL2 e HLs. Quando esses sinais sé&o
comparados com a analise de DEPT é possivel inferir que s&o referentes a carbonos
metilénicos, presentes nas cadeias laterais de cada ligante. O numero de sinais
também acorda com o esperado crescendo nos ligantes HL2 e HL4, onde a cadeia
lateral conta com (CH2)s, comparado com os 4 sinais observados para HL1. Nessa
regido também se observam os carbonos entre os anéis aromaticos, em mesmo
deslocamento que o bpmamff, o que € esperado tendo em vista que esta parte da
estrutura dos ligantes é mantida em todos eles. Um novo sinal € observado em HLs3,
sendo atribuido ao CH2 entre amina e BIMZ. Além disso, novos sinais na regiao
aromatica, referente a CHar e Car S0 observados para os ligantes onde BIMZ foi
inserido (HL3 e HL4). Em geral, pode-se inferir que os resultados obtidos acordam com
0 esperado para os ligantes. Para os precursores, nao foi realizada analise de NMR
de carbono, pois estes estdo descritos na literatura, e as analises de '"H NMR e IR

concordaram com o reportado previamente.
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos (ppm), multiplicidade e constantes de acoplamento dos hidrogénios atribuidos aos ligantes,
observados em analise "H NMR (400 MHz, em CDClz, TMS - & = 0.00 ppm)

Atribuicao bpmamff HL HL2 HLs HL4
CHaide 10,44 (s, 1H) - - - -
8,56 856 8,55
8,57 (d, J= 5,0 Hz, 2H) (é J=5.0 Hz, 2H) (d, J=5,0 Hz,2H)
(d, J=4,2 Hz, 2H) 7,64 7’é4 ’ ’ 7,62-7,56 (m, 4H)
7,66 (td, J=7,5; 1,5 Hz, 2H) (td, J= 7.7: 1,5 Hz, 2H) 7,36 8,55 (s, 2H)
CHar (td, J=7,4; 1,5 Hz, 2H) 7,41 7 41 (d, J=7,8 Hz, 2H) 7,64-7,75 (m, 6H)
7,40 (d, J =7,5Hz, 2H); ((; J=7.7 Hz, 2H) 7,23-7,21 (m, 2H) 7,17-7,25 (m, 4H)
(t, J= 7,4, 3H) 7,15 7,’16 ’ ’ 7,15 6,88 (s, 2H);
7,20-7,30 (m, 3H) (td, J=5,0; 1,5 Hz, 2H) (td, J= 5.0: 1,5 Hz, 2H) (t, J=5,0 Hz, 2H)
6,88 (s, 1H) 6,88 (s, 2H): 6,90 (s, 1H)
6,86 (s, 1H) ’ ’ ’ 6,84 (s, 1H)
3,97 (s, 2H)
232 E;ng:::; 3,86 (m,6H) 4,23 (s, 2H) 3,90(s, 2H)
CH» 3,90 (s, 4H) 2,69-2 ,61 (m, 4H) 3,75 (s, 4H) 3,91 (s, 4H) 3,85 (s, 2H)
3,81 (s, 2H) 1’57-1’28 (m’ 8H) 2,69-2,61 (m, 4H) 3,87 (s, 4H) 3,74 (s, 2H)
’ ’ ’ ' 1,57-1,28 (m, 8H) 3,78 (s, 2H) 3,68 (s, 2H)
1,26-1,60 (m, 8H)
CHs 2,28 (s, 3H) 2,23 (s, 3H) 2,23 (s, 3H) 2,18 (s, 3H) 2,22(s, 3H)
NH - 3,48 (s, 1H) -
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Tabela 7 - Deslocamentos quimicos (ppm) dos carbonos atribuidos aos ligantes, observados em analise '3C NMR (100 MHz, em
CDCls, TMS - 6 = 0.00 ppm)

Atribuicao bpmamff HL HL:2 HLs HL4
CHaIde 192,3 = = = =
153,6: 149,0;
159,1: 158,3: 158.,6: 153,5: 158.,6; 153,4: 158,0: 153,5;
136,8; 136,7;
148,8: 137,8; 148,9: 136,7; 148,9: 136,7; 149,0:136,8:130,6; 1317 130.0.
Car/CHar 136,8; 128,5; 129,6; 127,4; 129,7; 127,4; 130,5;128,2;124,5 129’7i 127,8j
127.9: 125,1 125,6: 123,1: 125,4: 123,1: 123,3:122.6:122.4 SR
127.6; 122,4;
123,0; 122,2 122,8: 122,1 122,8: 122,1 122,0
122,2:121,7
56,3; 59,2; 56,1
59,2; 56,0; 50,2; 59,3; 55,9; 50,3;
59.,1; 56,8; 53,1; 51,9; 50,1
CH: 59,2; 55,2 48,8:42,0:31,3;:  49,1: 42,0: 33,6;
49.4: 46,3 41,8: 33,1:32,9;
27.3 27.1: 26,7
26,9: 26,6 26,3;
26,2
CHI/CH3 20,2 20,4 20,4. 20,3 20,4
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1.4.1.3 Espectrometria de Massas por electrospray (ESI-MS)

Os ligantes inéditos também foram caracterizados por espectrometria de
massas com ionizagao por electrospray no modo positivo. Para os ligantes HL1—
HLs o sinal de maior intensidade corresponde a um aduto resultante do
respectivo ligante somado a um préton [HLn + H*], o que é comum neste tipo de
analise.'® |sso sugere que a unidade mais estavel da amostra seja o proprio
ligante, gerando uma maior intensidade do sinal referente a essa massa
molecular. Os espectros, assim como a correlagcédo entre distribuicdo isotopica
tedrica e experimental, sdo apresentados nos Apéndices (APENDICE Q -
APENDICE S). A Tabela 8 traz um resumo das relagdes m/z de maior
intensidade em cada espectro em comparagao com o valor calculado para as

respectivas composi¢cdes quimicas atribuidas a cada ligante.

Tabela 8 - Dados retirados das analises de massas dos ligantes HL1-HLa.

Atribuicao m/z

Ligante m/z calculado
[M+H] experimental

HL1 C24H31Ns0 + H* 420,27 420,27

HL2 Ca2rH37Ns0 + H* 448,30 448,30

HLs C29H29N6O + H+ 479,25 479,25

HL4 CasH37N7O" + H* 578,35 578,35

Para o ligante HL4, o pico base apresenta uma quantidade de atomos
concordante com o ligante, mas com a fragmentagado homolitica do grupo metila
ligado ao anel fendlico (Figura 17). Esse fenbmeno € comum em técnicas de
ionizagdo de amostras, onde ocorre a fragmentagcdo em ligagdes entre
heteroatomos ou anéis aromaticos.'®170 Na Figura 17 sdo apresentados, os
espectros de massa para este ligante, bem como seus padrdes de distribuigao

isotdpica tedrica e experimental.
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Figura 17 - Espectro de massas do ligante HLa4. Inserido: distribuicdo isotopica
do pico base em m/z 578,35 (experimental em preto, teérico em vermelho).
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Em geral, a combinagao das técnicas espectroscopicas mencionadas
corrobora a obtengdo das estruturas organicas sugeridas. Desta forma, os
ligantes foram utilizados na preparagéo dos complexos que serao discutidos a

sequir.

1.4.2 Caracterizagcao dos complexos de ferro(lll)

Para caracterizar os complexos sintetizados neste trabalho foram
utilizadas diversas técnicas espectrométricas, analise elementar de C, H, N e Fe,
condutométricas, eletroquimicas, dentre outras. Os resultados sdo reportados
nas segdes a seguir, mostrando dados convergentes com as estruturas
propostas na Figura 18. Infelizmente ndo foram obtidos cristais com qualidade
adequada para resolucado de estrutura por difragdo de raios X, mesmo apos
diversas tentativas de mudancgas de contraion e solventes. Isso € atribuido a
mobilidade dos grupos alquil na segunda esfera de coordenacgéo. Essa parte da
molécula apresenta liberdade de rotagcdo em torno da ligagdo sigma, se

ajustando em diferentes conformacdes, variando a orientagcdo espacial dos
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atomos de carbono ao longo da cadeia. Desta forma, a organizagéo do sistema

€ afetada dificultando a formag¢ao de uma estrutura cristalina para os complexos.

Figura 18 - Arranjos estruturais propostos para os complexos de ferro(lll)
discutidos neste capitulo.
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1.4.2.1 Espectroscopia na regiao Infravermelho

Nos espectros de IR dos complexos (Figura 19) é possivel observar
sinais referentes aos respectivos ligantes de origem, contudo em menor
intensidade e com deslocamentos, sugerindo que houve interagdo entre metal
e ligante. O espectro (a) referente ao complexo 1 é condizente com o observado

na literatura.68
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Figura 19 - Espectros de infravermelho (em ATR, resolugdo de 4 cm™') dos
complexos 1(a), 2 e 3(b), 4 e 5(c)
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Os sinais observados (em cm™') e suas respectivas atribuigdes estio
descritos na Tabela 9. Para todos os complexos (1-5), as bandas na regido de
3070-3000 e 2998-2812 cm™ sdo atribuidas a estiramentos do tipo C-H
aromaticos e alifaticos. Para o complexo 1, a presenca do aldeido pode ser
observada na banda de 2728 cm-'. Os estiramentos C=C, C=N continuam na
regido de ~1600 e 1450 cm™', nos espectros dos complexos 1-5, assim como
em seus respectivos ligantes.

A deformagdo da ligagdo O-H fenol, visivel em ~1300 cm™ nos
espectros dos ligantes, esta ausente nos espectros dos complexos, o que indica
uma coordenacao deste grupo na forma de fenolato, ou seja, com oxigénio
desprotonado, para todos os casos. Em menor energia, observam-se as
bandas de C-O (~1250 cm™') e a deformagdo dos hidrogénios aromaticos em
~750 cm™.

Tabela 9 - Atribui¢des das bandas nos espectros na regido do infravermelho dos
complexos de ferro.

Atribuicao 1 2 3 4 5
o(N-H) - 3544 3529 - 3536

3085- 3028- 2992- 3150- 3008-
0(C-Haiif/ar)

2812 2836 2854 2948 2855
O(C-Haideido) 2728 - - - -
v(C=0) 1677 - - - -

1592 e 1604 e 1602 e 1608 e 1601 e

v(C=C; C=N)

1479 1457 1454 1436 1457
u(C-0) 1255 1258 1247 1250 1244
v(CI-0) - 1047 1059 1079 1062
&C-Har) 757 756 764 747 744

Para os espectros dos complexos 2-5, as bandas em regido de 1050
cm-! aproximadamente, s&do atribuidas a estiramentos CI-O presentes nos
percloratos, utilizados como contraion,'”’ evidenciando o processo de
complexagdo. Finalmente, as bandas alargadas na regido de 3500 cm-' nos
complexos 2, 3 e 5 correspondem a estiramentos de aminas protonadas,'’® o

que também é sugerido por outras técnicas analiticas discutidas mais adiante.
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Esse sinal estda em evidéncia nos complexos contendo aminas primarias - 2 e
3.

Comparando as intensidades relativas das bandas referentes aos
grupos perclorato com as bandas referentes aos estiramentos C=C, em ~1600
cm-'!, se observa um aumento da intensidade do estiramento CI-O, crescendo
de 4 <5 < 3 < 2. Essa tendéncia concorda com o0 aumento do numero de ions
perclorato na amostra, como sugerido na Figura 18. Uma vez que existem
aminas protonadas em 2, 3 e 5, 0 numero de contraions na amostra também
deve aumentar, para manter a neutralidade do complexo. No caso do complexo
2 sugere-se que duas aminas estejam protonadas, totalizando um cation de

carga 4+ e, como consequéncia, maior presenca desses contraions.

1.4.2.2 Dosagens de carbono, hidrogénio, nitrogénio e ferro

Para determinar a férmula empirica dos complexos foi realizada analise
de C, H e N. Nesta analise, uma massa de aproximadamente 2,5 mg de
complexo foi queimada em uma atmosfera de excesso de oxigénio, onde €&
possivel detectar a formacédo de 6xidos de carbono, hidrogénio e nitrogénio
através da cromatografia gasosa. Esses valores foram convertidos em
porcentagem e dispostos na Tabela 10 (referente aos valores experimentais).

A analise elementar se mostrou bastante concordante com as
composi¢cdes quimicas de todos os complexos preparados neste capitulo. Os
resultados corroboram a hipotese de que 2, 3 e 5 se encontrem protonados em
estado solido, onde as porcentagens de C, H e N concordam com a presenca de
uma maior concentragdo de ions perclorato (ClO4’) para balancear as cargas
provenientes da porgao organica. No geral, as atribuicdes feitas correspondem
aos respectivos complexos, e somente no caso do complexo 2 se observa
porcentagem solvente residual proveniente da sintese ou do processo de

lavagem.
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Tabela 10 — Resultados de analise elementar, em porcentagem de C, H e N.

Formulagao proposta Experimental % (Teérico %)
C H N
1 C21H20Cl2FeN302 53,26(53,31) 4,01 (4,26) 8,76(8,88)
2 SR s 34,51(34,48) 4,56 (4,66) 7,32(7,32)
CH40.0,6 C4H100
C28H43ClsFeNsO14 39,85(39,39) 5,07(5,31) 7,96(8,20)
CaoH3s5Cl2FeNsO10 45,56(45,94) 4,52 (4,75) 10,41(10,71)
CasHs51ClsFeN7O1s 43,14(43,42) 4,82 (4,75) 9,86 (10,13)

Com a técnica de absorgcédo atdbmica de forno de grafite (GF-AAS) foi
possivel determinar as porcentagens/teores de ferro presentes nas amostras. Os
valores teoricos calculados para as composi¢gdes quimicas propostas para os
complexos em questdo (Tabela 11), estdo de acordo com os valores
experimentais observados. Assim como nas analises elementares de C, H e N,
os resultados obtidos pela técnica de GF-AAS também concordam com a ideia

de que os complexos 2, 3 e 5, possuem aminas protonadas na sua estrutura.

Tabela 11 - Valores experimentais e teodricos de porcentagem de ferro nos
complexos.

Complexo Experimental (%) Teorico (%)
1 10,40 £ 2,10 11,80

2 5,99+ 1,10 6,14

3 5,82 +2,33 6,54

4 7,40+£2,48 7,12

5 5,78 £ 1,20 5,68

1.4.2.3 Condutividade molar

Para avaliar a proporgao de cations e anions gerados em solugao pela
possivel ionizagao dos complexos, foi empregada a técnica de condutometria
molar. As analises foram realizadas em solvente orgénico e os resultados
comparados com a base de dados reportados na literatura. 44172

Para o complexo 1, foi observado uma baixa condutividade, proxima a

zero,'®® o que era esperado tendo em vista que o complexo & considerado um
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complexo neutro, sem contraions, e em solvente organico os ligantes cloretos

devem permanecer coordenados (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores de condutividade molar (uS cm™) dos complexos 1-5.
Condigoes: [C] = 1,010 mol L-', em acetonitrila.

Complexo Condutividade Proporcgao de eletrélitos
1 4,44 neutro

2 197 2:1

3 192 2:1

4 196 2:1

5 250 2:1

Ja os complexos 2-5 sdo estruturas catibnicas, como apresentado na
Figura 18. Nas estruturas propostas observa-se com balango de cargas positivas
decorrente do centro metalico e, em alguns casos, das aminas da cadeia lateral
na forma protonada. Sendo assim, os contraions anidnicos estdo presentes nas
amostras promovendo a eletroneutralidade em estado sdélido e solventes
préticos. Contudo, a contribuicdo das aminas quando em solvente organico &
muito baixa (eletrdlitos fracos), ndo fornecendo uma variagao de potencial da
mesma forma que os ions inorganicos (eletrolitos fortes). Além disso, este € um
estudo por comparagao a dados que foram determinados na literatura, usando
somete compostos inorganicos para atribuicdo da proporgao de eletrdlitos
descrita acima.'#4'72 Sendo assim, os resultados mostraram proporgao
compativel com a carga resultante do metal (2+) e seus contraions (entre 164 e
345).144 Esse mesmo comportamento também foi descrito por Chaves (2020),'"3
onde os complexos contendo aminas terminais protonadas no estado solido
possuem condutividade comparavel somente com a carga do metal. Assim,
todos os complexos de ferro contendo aminas na cadeia lateral, ou seja, 2, 3 e
5 apresentaram uma proporcéao de eletrdlitos do tipo 2:1. A mesma proporgao foi
observada para 4, contudo, nesse caso, o valor € concordante com a estrutura
proposta, sem grupos amino protonados.

Mesmo que a analise de condutividade molar ndo tenha sugerido a
presenga de carga referente as aminas em 2, 3 e 5 em solugado, as analises

discutidas até o momento indicam a protonagao desses grupos no estado sélido.
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Pelas analises de IR, observam-se as bandas largas em ~3000 cm™, e o
aumento entre a propor¢ao de ligantes e contraion (sugerido pelo aumento do
sinal em ~1060 cm™' em comparagao ao estiramento C=C). Ja as analises de
elementares de C, H, N e Fe concordam com uma massa molar correspondente

com trés percloratos em 3 e 5, e quatro contraions para 2.

1.4.2.4 Espectrometria de Massas

No caso de compostos de coordenagao com alta massa molar e nao
volateis como os complexos utilizados neste trabalho, a técnica de
espectrometria de massas via ionizagdo por electrospray (ESI-MS) é a mais
indicada.'”* Esta também é uma técnica de determinagdo em solugéo, tendo em
vista que o composto solubilizado em solvente adequado é dispersado em uma
camara aquecida, de pressao quase atmosférica.

A analise de ESI-MS (Figura 20) foi realizada para os complexos inéditos
(2-5), tendo em vista que a estrutura de 1 é conhecida na literatura e outras
analises concordam com a obtengdo do mesmo material ja reportado. Para os
demais, foram observados sinais relativos ao proprio ion molecular, e/ou
produtos de fragmentagao derivados dos proprios complexos. Assim como nas
analises de condutividade molar, ndo foi possivel detectar o grupo amino
protonado, o0 que ja era esperado, tendo em vista as discussdes anteriores e a

utilizagdo do mesmo o solvente em ambas as analises.
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Figura 20 - Espectros de massas ESI-MS(+) em acetonitrila, dos complexos (a)
2; (b) 3; (c) 4; (d) 5.
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Para o composto 2 foi atribuido ao pico base, em m/z 255,07, a estrutura
do proprio complexo [Fe(L1)(OH2)2]**, em uma distribuicdo isotopica
correspondente a carga 2+ (Figura 21). O segundo sinal de maior intensidade,
em m/z 237,09 corresponde a espécie [Fe(L1)]?*. Outros sinais de menor
intensidade sao encontrados no espectro, como em m/z 288,08 correspondentes
a espécie [Fe(L1)(OH2)2]>* + CH3OH.

Para os demais complexos, ndo foram encontrados fragmentos que
correspondam ao proprio complexo. Isso € atribuido a uma provavel redugao dos
atomos de ferro durante a analise. Devido a aplicacdo do potencial para
ionizagao, € possivel que o Fe(lll) seja reduzido a Fe(ll), que € mais labil em

solugéo e pode resultar em dissociagdo dos ligantes.”®
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Figura 21 - Distribuicdo isotépica (tedrica em azul, experimental em preto) e
atribuicdo da composi¢cao quimica dos sinais de maior intensidade durante a
analise de ESI-MS para o complexo 2. Em m/z (a) 255,07 (b) 237,09.
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Para complexo 3 €& encontrado o sinal de maior intensidade em m/z
353,17, com distancia de 1 m/z entre os sinais, indicando um fragmento relativo
a carga 1+. Esse sinal foi atribuido a um fragmento do ligante, onde o grupo NH2
terminal e uma piridina sofreram uma cisdo homolitica. Esse tipo de
fragmentagao é comum em analises de ESI-MS devido a voltagem aplicada para
ionizagdo da amostra (Figura 22). Outros sinais de alta intensidade também
foram encontrados, como o sinal em m/z 381,27 correspondente a mesma
fragmentacao do ligante somado a uma molécula de acetonitrila, usada como
solvente. Ja o sinal em m/z 437,37 é atribuido a parte do complexo, onde a

cadeia alquilica lateral sofreu cisdo homolitica
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Figura 22 - Distribuicdo isotépica (tedrica em azul, experimental em preto) e
atribuicdo da composi¢cao quimica dos sinais de maior intensidade durante a
analise de ESI-MS para o complexo 3. Em m/z (a)353,17; (b) 381,27; (c) 437,37.
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O espectro de massa do complexo 4 apresenta uma unica fragmentagao
de alta intensidade em m/z 420,07 (100%) sendo todas as demais, menores que
10%. Esse fragmento referente ao pico base corresponde a uma fragmentacao
do ligante, formando [Fe(C21H22FeN3O2¢)OH]*(Figura 23). Essa composicao
quimica sugere que a parte -NH2CH2BIMZ tenha se fragmentado do restante do
complexo durante a andlise, assim como um dos ligantes aquo. Isso também

corrobora a sugestao que a amina da cadeia lateral ndo esteja coordenada.
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Figura 23- Distribuigdo isotopica (tedrica em azul, experimental em preto) e
atribuicdo da composicdo quimica do sinal de maior intensidade durante a
analise de ESI-MS para o complexo 4, em m/z 420,07.
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O pico base do espectro de massas do complexo 5 (m/z 578,41),
mostrou-se condizente com a composigao quimica do proprio ligante somado a
um préton (Figura 24), provavelmente devido a possiveis reducbes do centro
metalico, como discutido anteriormente. Contudo, em m/z 316,20 e padrao de
distribuicdo referente a carga 2+, foi possivel observar uma formula quimica
equivalente ao [ligante + Fe], sugerindo um fragmento onde o complexo tenha
descoordenado de seus dois ligantes aquo, durante a analise.

De forma geral, as férmulas quimicas determinadas pelo andlises de
espectrometria de massas, também concordam com as estruturas dos
complexos propostos até aqui. A Tabela 13, resume os principais fragmentos
encontrados para cada espectro de ESI-MS de cada complexo, com suas

respectivas intensidades e valor calculado, comparado com o teodrico.
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Figura 24 - Distribuicdo isotépica (tedrica em azul, experimental em preto) e
atribuicdo da composicdo quimica do sinal de maior intensidade durante a
analise de ESI-MS para o complexo 5. Em m/z (a) 578,41 (b) 316,20.
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Tabela 13 - Valores de m/z de sinais de maior intensidade nos espectros de ESI-
MS(+) para os complexos em acetonitrila, atribuicdes dos sinais e erro associado
a distribuicio isotdpica experimental e tedrica.

Intensidade m/z m/z
Atribuicao
(%) experimental calculado
0 [C2s5H3sFeNsO3]?* 100 255,07 255,07
[C25H32FeNsO]%* 60 237,10 237,09
C22H31N302 +H* 100 353,17 353,24
3 C23H32N40 + H* 80 381,27 381,26
[C21H25FeN4O3]* 80 437,37 437,12
4 [C22H26FeN3O2]* 100 420,07 420,07
e C36H47N70O + H* 100 578,41 578,36
[CasHasFeN7OJ?* 20 316,20 316,13
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1.4.2.5 Modelagem tedrica dos complexos

Como discutido anteriormente, nao foi possivel determinar as estruturas
dos complexos pela técnica de cristalografia, uma vez que nao foram obtidos
cristais aptos a difragcdo de raios X. Para auxiliar na modelagem das estruturas
foi utilizada uma abordagem tedrica, através de calculos computacionais por TD-
DFT. As estruturas dos complexos foram calculadas em colaboragao com o Dr.
Giliandro Farias.

Para os calculos foram consideradas as estruturas determinadas como
mais ativas para os estudos cinéticos. Mais detalhes sobre a determinagao
destas estruturas sera feita nas segdes “1.4.2.9 Estudos de equilibrio de
especies” e “1.4.3 Estudos cinéticos”. As estruturas otimizadas séao
apresentadas na Figura 25, a seguir, e foram calculadas com base nos
complexos considerando a coordenagao com os respectivos ligantes, um ligante

aquo e um ligante hidroxo, para 1- 5.

Figura 25 — Estruturas otimizadas para o estado fundamental dos complexos 1-
5, com PBEO0/Def2-TZVP(-f) (atomos de Fe, N e O) ou Def2-SVP (outros
atomos). Hidrogénios ligados a carbonos foram omitidos para clareza. Cores:
Carbonos (Cinza), Nitrogénios (Azul), Oxigénio (vermelho). Somente hidrogénios
(branco) selecionados foram apresentados. Os demais foram omitidos por
clareza.
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Os complexos 1-5 apresentam uma geometria octaédrica distorcida,
com a configuragao mais estavel sendo com os atomos de nitrogénio e oxigénio
em posigcdes faciais. As configuragbes mais estaveis mostraram valores de
comprimento de ligagdo e angulos entre as ligagdes condizentes com a estrutura
de raios X reportada previamente para o complexo 1. Na Tabela 14 sao
apresentados os principais valores calculados e experimentais (complexo 1),
reportados por Vailati et al (2020).68

Tabela 14 - Comprimento de ligagdes calculados para os complexos 1-5 por
PBEQ/Def2-TZVP(-f) (atomos de Fe, N e O) ou Def2-SVP (outros atomos)
comparados com valores experimentais.

Tedrico 1 Experimental® 2 3 4 5

Fe(lll)-Npy-eq 2159 2,180 2161 2,149 2131 2,150
Fe(lll)-Naii 2,297 2,240 2,261 2274 2,315 2,273
Fe(lll)-Npy-ax 2,119 2,211 2105 2,109 2,131 2,107
Fe(lll)-Ofenoxo 1,904 1,929 1,962 1,968 1,951 1,970
Fe(ll1)-Onidroxo 1,831 - 1,843 1,823 1,843 1,822
Fe(lll)-Oaquo 2,218 - 2222 2,221 2135 2,221

aVailati, et al. (2020)}

Notavelmente, a interagdo do tipo m-stacking presente no complexo 1
(Figura 25), entre um anel piridinico e o anel fendlico, ndo existe nos complexos
inéditos. Essa alteragao é atribuida a uma nova interagdo entre o grupo amino
(presente nas cadeias laterais) com o oxigénio do fenolato . Essa interagao esta
presente em todos os complexos, e por isso foram observadas diferengas entre
os comprimentos de ligagdes e para os complexos 2-5. Quando comparado com
o complexo 1, observa-se que essa interagdo amina-fenol promoveu um
pequeno alongamento da ligagdo Fe-Ofenoi Nos complexos inéditos, e
consequentemente encurtou a ligagao Npy-Fe em posicao trans ao fenol. Além
disso, o complexo 4, que apresenta o grupo BIMZ préximo a primeira esfera de
coordenacgao, também apresenta uma ligagao de hidrogénio entre o nitrogénio
do BIMZ e o ligante aquo. Essa interacao acaba alongando levemente as
ligacbes Fe-OH2 em comparagao com os demais complexos. De maneira geral,

esses valores concordam com outros complexos de Fe'!' reportados na literatura
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para ligantes NxOy coordenantes.’®140 A Tabela apresentada nos apéndices
(APENDICE T) descreve os valores de angulos calculados para os complexos
em comparagao com os valores experimentais de 1.

Como forma de corroborar os resultados experimentais e tedricos, os
dados de IR dos compostos foram simulados e comparados com os obtidos
experimentalmente, mostrando uma boa correlagdo. A Tabela 15 mostra os
valores de comprimento de onda calculados em comparagdo com os valores

experimentais.

Tabela 15 — Atribuicbes de bandas do IR para os complexos 1-5 experimental e
calculados por PBEQ/Def2-TZVP(-f) (Fe, N e O) e Def2-SVP (outros atomos).
Valores calculados entre parénteses.

1 2 3 4 5
3525 - 3536
- 3546
v (NH) (3465 - (3475- (3439-
=) (3455-3374)
3382) 3646) 3649)
3444-3656 3444-3676
3135-3655 3182 3173
v (OH) (3808- (3750-
=) (3863-3751) (3885-3750)
3851) 3886)
v 2790-2953 2919-3174 3031-3192
3041 - 2856 3079-2860
(CHar- (2980- (3052- (3044-
(3251-3050) (3251-3043)
CHaii) 3254) 3250) 3251)
1677 - - - -
v (C=0)
(1790) (-) (-) () ()
1611-1443 1613-1457  1611-1457
v 1608-1446  1609-1445
(1483- (1482- (1487-
(C=C,C=N) (1695-1647) (1696-1650)
1693) 1706) 1707)
- 1056 1060 1088 1062
v (CI-0)
(-) (-) (-) () ()
(G-t 755 858-750  860-762 748 740
v (752-790) (947-749)  (960-749)  (747-799)  (750-800)

De maneira geral se observam boas correlagdes entre todos os valores.

Pequenas variacbes sao esperadas, uma vez que os valores simulados sao
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baseados em modelos matematicos. As interferéncias entre os movimentos
vibracionais das moléculas e interac¢des eletrostaticas entre a parte organica dos
complexos e os contraions ndo sdo consideradas nas simulagdes. Além disso,
as condicdes experimentais e/ou pequenos ruidos podem influenciar os valores

experimentais observados.

1.4.2.6 Espectrofotometria na regido do UV-vis

As medidas espectroscopicas de UV-vis foram realizadas em CH3CN e
CH3sCN/H20 (1:1, v/v) para observar possiveis mudangas nos espectros
eletrébnicos dos complexos em diferentes condigdes (Figura 26). Os valores de
concentracao foram variados para realizar uma curva de calibragdo onde valores
de coeficiente de absor¢cao molar foram calculados através da inclinagcao da reta
obtida.

A banda de menor energia em todos os complexos na regiao de 500 nm,
€ atribuida a uma banda de transicdo do tipo LMCT, normalmente dos orbitais
do fenolato para orbitais do centro metalico (prr = Fe!'ldrr*). Um ombro em cerca
de 350 nm é atribuido a uma segunda transferéncia de carga do tipo ligante ao
metal (LMCT), também do orbital prr do fenolato para o orbital do* do centro de
Fe!l.113 Ja as bandas mais energéticas, em cerca de 250 nm, sao referentes a
transigdes internas dos ligantes do tipo pmr = pmr*, relacionadas aos anéis
aromaticos presentes nas estruturas organicas. Os espectros de UV-Vis dos
ligantes (bpmamff e HL1-HLs) estdo presentes no APENDICE U e apresentam
uma boa concordancia com as transi¢des mais energéticas observadas para os
complexos nas regides de maios energia.

Comparando o efeito da segunda esfera de coordenagcdo nas
propriedades espectroscopicas, se observa um deslocamento hipsocrémico das
bandas de menor energia conforme a cadeia aumenta, deslocando para maior
energia na seguinte ordem: 1 < 4 < 2 = 3 < 5. Esse efeito € causado pela
interagdo dos grupos amino com o anel fenolato, simulando um efeito retirador
de elétrons e causando uma distorcdo geométrica como discutido na secao
“1.4.2.5 Modelagem tedrica dos complexos”, sendo mais evidente no complexo
5.1776 No caso dos complexos 2 e 3, ndo sdo observadas diferencas entres os

espectros, indicando que os dois carbonos a mais na cadeia lateral de 3 nao
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influenciam as propriedades espectroscopicas quando comparado com 2. Por

sua vez a inser¢gao do BIMZ em 5 causa um acentuado aumento na energia

necessaria para promog¢ao das transi¢oes eletrénicas.

Figura 26 - Espectro de UV-Vis em acetonitrila e acetonitrila agua (1:1, v/v) dos

complexos.
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O efeito do solvente foi avaliado pela mudanga de polaridade do
solvente, de CH3CN para CH3CN/H20 (1:1, v/v). Para o complexo 1, os ligantes

cloretos sao substituidos por ligantes aquo, quando em meio aquoso, devido a
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labilidade dos cloretos. A mudancga espectral observada nesse caso é
principalmente relacionada a estas mudangas na esfera da coordenagao do
metal, influenciando nas contribuicbes das bandas de transferéncia de carga.
Para os demais complexos, o efeito hipsocrémico observado pode ser atribuido
a interagbes da cadeia lateral com o solvente (interagdes de hidrogénio) que
estabiliza o complexo no seu estado excitado.’® Esse tipo de interagdo e
deslocamento, € comum em complexos contendo heteroatomos na segunda

esfera de coordenacédo, como apresentado na Tabela 16.

Tabela 16 - Comprimento de onda maximo A (nm) e coeficiente de absorgéo
molar £ (L mol"' cm™) para os complexos de ferro.

CHsCN CH3CN/H20

Complexo
Anm (¢/ Lmol" cm)  A/nm (¢/ L mol! cm™)

1 587(2491) 539(1194)
355(10208) 349(6080)
566 (1850) 534 (1304)
566 (1847) 534 (1509)
576 (1071)

4 537 (978)
338 (ombro)
552(1496)

5 533 (944)
329 (ombro)

pb 562 (2080) -

Q° 512 (2100) -

wa 512 (2215) 512 (2326)

aHeying, et al. (2019)'3%; ®°Camargo, et al. (2018) 176

Assim como em solvente organico, quando em mistura de solventes
(CH3CN/H20), as bandas se deslocam para maior energia conforme a cadeia
lateral aumenta, mantendo a sequéncia descrita acima: 1 <4 <2 =3 <5. Os
comprimentos de onda maximo observados apresentam uma boa correlagao
com valores reportados para complexos similares na literatura, e para o
complexo 1, séo similares ao reportado previamente.3%139.140,168

Os espectros eletrénicos também foram simulados por DFT, mostrando
uma boa correlagao entre o experimental e tedrico. Como exemplo, a Figura 27

mostra o espectro simulado de 1 e 5, os demais s&o apresentados no APENDICE
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V. A principal diferenga entre os espectros simulados e experimentais se deve
ao alargamento das bandas nos espectros experimentais, causado pelas
interferéncias vibracionais da molécula, que aumentam as possibilidades de
estados excitados. Isso também gera pequenos deslocamentos nos valores de

Amax € na definicdo das bandas (que aparecem sobrepostas em alguns casos).

Figura 27 - Espectro de absorgédo simulado para os complexos 1 e 5 (eixo y a
esquerda — linhas continuas), com PBEOQO/Def2-TZVP(-f) (Fe, N e O) ou Def2-SVP
(outros atomos) e curvas experimentais em CH3CN (eixo y a direita — linhas
tracejadas).
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Os caélculos mostraram que para todos os complexos, a banda LMCT em
menor energia € uma transigdo do fenolato para o orbital dx2-y?2 do atomo de
ferro, concordando com os resultados experimentais. Ja a banda em
aproximadamente 350 nm é uma combinacdo de varias transi¢des, como as
bandas de TC dos orbitais prr do fenolato para orbitais dxy ou dz? do ferro(lll),
no caso de 1. Para 5, por exemplo, além dessas bandas de TC, ainda ha
contribuicdes de transicdes provenientes dos ligantes piridinas aos orbitais dx2-
y2 e dyz. Ainda em mistura de solventes, observa-se um aumento da intensidade
da banda em 350 nm para o complexo 1 em comparagao com solvente organico.

Esse efeito é relacionado a uma transi¢céo do tipo LMCT dos ligantes aquo para
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o orbital dyz do Fe'"' que ocorre com uma maior forgca do oscilador. Ja as
mudangas de geometrias causadas pela segunda esfera de coordenagao
geraram uma significante diminuicao da intensidade da banda para os demais
complexos, suficiente para que a banda proxima (de alta intensidade) cubra parte
desta. Além disso, no caso dos complexos 4 e 5,0 grupo BIMZ também causa
um alargamento das bandas, contribuindo para esta sobreposicdo. O
APENDICE W mostra uma descricdo das atribuicdes destas bandas com suas

respectivas transi¢des associadas.

1.4.2.7 Medidas Eletroquimicas

A voltametria € uma técnica largamente utilizada no ramo da quimica
para determinacado de processos redox de compostos quimicos em diferentes
meios. Os complexos foram analisados por Voltametria Ciclica (CV) em CH3OH
espectroscopico e tetrafluorborato de tetrabutilamonio (TBAPFs) como eletrélito
de suporte. Os potenciais redox foram corrigidos em fungao do eletrodo normal
de hidrogénio (NHE) pelo uso de padrao de ferroceno (E%2 = 0,400 V vs NHE).'4°
Os voltamogramas dos complexos 2-5 foram medidos de -0,6 até 1,30 V vs NHE
em 100 mV s (Figura 28).

Comparando os valores de potenciais anddicos, € observado um
deslocamento a potenciais mais baixos indo do complexo 3>2=4>5>1. Essa
variagao é atribuida as ligagdes de hidrogénio observadas nas cadeias laterais.
Os potenciais sao reportados na Tabela 17, e concordam com o previamente
reportado para o complexo 1 e outros na literatura para processos de reducgao e
oxidacao de Fe'//Fe!l.139.168,176 Pg|os valores calculados de diferenga entre Epa e
Epc, bem como os valores de ipalipc, pode-se inferir que os potenciais descrevem
processos quasi-reversiveis. Isso significa que os processos apresentam
caracteristicas de reversibilidade (processos de redugao e oxidagdo) mas com
contribuicdes diferentes, onde um processo €& mais evidente que o
complementar. Esse efeito deve ocorrer pelas distorcbes na geometria dos
complexos causadas pelos processos de redugao e oxidacao do centro de ferro.
Além disso, processos de redugado do ferro(lll) a ferro(ll) podem causar
dissociagao do ligante, uma vez que esse ion apresenta uma maior labilidade

em solugao, justificando a quasi-reversibilidade dos processos.



105

Figura 28 — Voltamograma ciclico dos complexos 2 (a); 3 (b); 4 (c); 5 (d).
Condigbes: CH3sOH, Eletrodo de trabalho (Carbono vitreo), eletrodo de referéncia
(Ag/Ag*), Auxiliar (Pt), TBAPFs 0,1 mol L', Velocidade: 100 mV s™'.
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Tabela 17 - Potenciais redox (Epa € Epc em V vs NHE) determinados através de
voltametria ciclica a 100 mV s™'-e pardmetros de reversibilidade.

Epa Epc ipa/ipc
Complexo E12 AEp

FeII/FeIII FeIII/FeII
12 0,10 -0,08 0,09 0,18 0,90
2 0,17 -0,28 0,22 0,45 1,19
3 0,32 -0,40 0,30 0,72 1,10
4 0,17 0,06 0,05 0,11 1,28
5 0,14 0,00 0,07 0,14 1,08

8 Em CH3CN, reportado por Vailati e colaboradores 68,

Para auxiliar nesta discussdo, foram calculadas as energias e

contribuicdes dos orbitais de fronteira. Nos complexos, o orbital ocupado de

maior energia (HOMO, do inglés highest occupied molecular orbital) tem uma

maior contribuicdo do anel fendlico coordenado ao metal, como mostrado na
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Figura 29. Ja o orbital desocupado de menor energia (LUMO, do inglés lowest

unoccupied molecular orbital) é descrito pelo orbital d do préprio metal.

Figura 29 - Orbitais de Fronteira para os complexos 1, 2, 3, 4 e 5, calculados por
PBEOQ/Def2-TZVP(-f) (Fe N, e O) ou Def2-SVP (outros atomos). Os hidrogénios
ligados a carbono foram omitidos para aumentar clareza.
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Como discutido anteriormente, o calculo mostrou que existem interacoes
de hidrogénio entre as aminas na cadeia lateral com o fenolato da primeira esfera
de coordenacdo. Além disso, o complexo 4 também apresenta uma interacéo do
grupo BIMZ com um ligante aquo. Essas interagdes extras (quando comparado

com 1) promovem uma estabilidade extra aos orbitais 7 do fenolato (HOMO
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destes complexos). Comparando os complexos 1, 4 e 5, observa-se que a ordem
de energia dos orbitais HOMO seguem a mesma tendéncia do potencial anédico,
sendo maior para o complexo 4. Ja o complexo 5, por apresentar uma interagao
de hidrogénio entre estes grupos possui uma energia do HOMO intermediaria
entre 1 e 4, sendo que 1 apresenta o HOMO mais desestabilizado. Da mesma
maneira, a energia dos orbitais LUMO seguem a mesma ordem do Epcpara 1, 4
e 5. Apesar da estabilidade do HOMO gerada pelas interagdes de hidrogénios,
elas também atuam em um efeito retirador de elétrons nos orbitais dx2-y? do
metal (o LUMO destes complexos) fazendo com que a energia destes orbitais
diminua e deslocando o potencial ao sentido positivo. Estes resultados também
concordam com o observado em estudos espectrofotométricos, com compostos
contendo segunda esfera de coordenagao e com os proprios resultados da se¢ao
“1.4.2.6 Espectrofotometria na regido do UV-vis”.138.176

Para os complexos 2 e 3, também € observada uma interacéo do grupo
amina com o fenolato, diminuindo a energia dos orbitais HOMO e
consequentemente um valor de Epa mais alto. Esse seria um indicativo que o
efeito retirador nos orbitais HOMO é maior que o calculado. E possivel que
existam interagdes extras das aminas terminais destes complexos quando em
solugao além nas observadas por DFT (energia dos orbitais de fronteira foram
calculado sem considerar o solvente - metanol). Ja para o potencial catédico, um
efeito contrario & observado, onde o valor de Epc de 2 e 3 € mais negativo que o
os demais complexos. Esse feito também pode ser relacionado a estas
interacdes de hidrogénio entre os ligantes aquo/hidroxo, e as aminas terminais.
Enquanto com o BIMZ, em 4, o nitrogénio do anel atua interagindo com o
hidrogénio do ligante aquo, fazendo um efeito retirador no atomo de ferro e
deslocando o potencial para valores positivos, para 2 e 3, € possivel que o
oxigénio do hidroxo atue na abstracdo de um préton do nitrogénio, diminuindo a
energia dos orbitais LUMO, e gerando valores de Epc negativos.

Para o complexo 4, também ¢é possivel observar um processo de
oxidagado em aproximadamente 0,85 V vs NHE. Esse processo é atribuido ao
grupo BIMZ, que pode sofrer oxidagdo a N-Oxido de benzimidazol, ou sofre
abertura do anel pela aplicacao do potencial. Sendo assim, também foi realizada
a analise eletroquimica dos ligantes contendo BIMZ (HL3 e HL4). Os melhores

resultados foram obtidos em metanol usando a técnica de onda quadrada e os
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voltamogramas s&o apresentados na Figura 30. Além disso, € possivel observar
que houve um deslocamento catodico do potencial de oxidagédo do BIMZ do
ligante HL3 para o complexo 4. Isso pode sugerir que este processo tenha
ocorrido acima do potencial 1,3 V aplicado para o complexo 5. Para os demais

ligantes n&o foi observado nenhum processo redox.

Figura 30 — Voltamograma de onda quadrada dos ligantes HL2 e HL3, em
metanol. Eletrodo de trabalho (carbono vitreo), eletrodo de referéncia (Ag/Ag*),
auxiliar (Pt), TBAPFs 0,1 mol L.
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1.4.2.8 Espectroscopia Mossbauer de *’Fe

A espectroscopia Mossbauer de °’Fe tem a capacidade de medir
pequenos deslocamentos na energia nuclear, proporcionando informacgdes
detalhadas sobre o ambiente local do nucleo atémico.’”” Além disso, a técnica
também pode detectar pequenas impurezas (contendo Fe) provendo
informacdes sobre a pureza da amostra. Assim, a técnica foi utilizada para
determinar o estado de oxidagdo e o estado de spin do ferro nos complexos
inéditos. Os espectros foram medidos no estado sdlido a 298 K para todos os
quatro compostos (Figura 31), e a 4 K para os complexos contendo BIMZ (Figura
32). Para todos é possivel observar um UuUnico dupleto paramagnético
experimental (circulos) e sua devida simulagao (linha preta), indicando um unico

sitio de Fe em cada complexo.
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Figura 31 -Espectros Mdssbauer para os complexos 2-5, a 298 K.

Absorcao Relativa (a.u.)

O
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Entre os complexos n&o sao observadas grandes variagdes espectrais e
dos valores dos parametros de ajuste livre, 0 que ja era esperado devido ao
ambiente de coordenacado dos complexos ser similar. As pequenas diferencas
encontradas podem ser relacionadas a distor¢des da molécula (como discutido
durante a secao de “1.4.2.5 Modelagem tedrica dos complexos”) causados por
interagdes entre a primeira e segunda esfera de coordenacgao.

Quando a 298 K, observa-se que o comportamento do dupleto é
assimétrico, indicando a presenga de um campo elétrico ndo uniforme no
ambiente ao redor do nucleo. Usualmente isso indica que pelo menos uma das
ligacbes ao redor do atomo de ferro deve ser alongada quando comparada as
demais. Isso também ¢é observado pelo valor de desdobramento quadrupolar
(AEQ) que indica o grau de distorcao em relagdo a microssimetria cubica do sitio
de ferro. Pelo deslocamento isomérico (8), que fornece informagdes sobre o
ambiente quimico ao redor do nucleo, pode-se determinar o estado de oxidacao
e spin do nucleo de ferro. Os valores em torno de ~0,3-0,4 sdo tipicos de

complexos de ferro(lll) de alto spin, e concordam com o observado para o AEa.
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Além disto, estes valores se mostram em boa concordancia com o observado

em complexos com ambiente de coordenagao ricos em nitrogénio e oxigénio.

Figura 32 -Espectros Mdssbauer para os complexos 4 € 5, a 4 K.
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Os valores obtidos (Tabela 18) sugerem um atomo de ferro(lll) em

campo ligante fraco, onde um ligante apresenta um alongamento distinto em sua

distancia de ligagdo.%* As distancias de ligagcdo previstas pelo célculo DFT

(Tabela 14, pag. 98) mostraram que a ligagéo Oreno-Fe (~ 1,90 A) é mais curta

do que as outras (~2,1 e 2,3 A) em 4 e 5, concordando com o valor de AEaq.

Tabela 18 - Parametros obtidos via espectroscopia Mdssbauer de ’Fe para os

nucleos de ferro a 298 K e 4K.

Complexo 6 (mml/s) AEy (mm/s) I' (mm/s)
298 K

2 0,373 0,693 0,607

3 0,374 0,665 0,499

4 0,374 0,727 0,643

5 0,406 0,809 0,729

4K

0,455 0,695 0,294
0,454 0,733 0,363
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Nos espectros de 4 e 5 a 4 K, observa-se uma intensa diminuicdo da
largura das linhas quando comparado a 298 K (veja largura de linha I" — Tabela
18). Em temperatura ambiente, os sinais podem aparecer alargados devido a um
desdobramento adicional das linhas causado pelo efeito Goldanskii-Karyagin.
Esse efeito esta relacionado a orientagdo dos momentos magnéticos nucleares
e eletrébnicos em relagdo ao campo magnético externo. A figura acima mostra
que os dupletos passam a ser mais simétricos em menor temperatura,
concordando com a observacao deste efeito. Uma vez que a temperatura
diminui, a orientagdo magneética torna-se mais ordenada, e como consequéncia

o efeito Goldanskii-Karyagin diminui.

1.4.2.9 Estudos de equilibrio de espécies

Uma vez que os estudos cinéticos, foco deste trabalho, sdo realizados
em condigdes de misturas de solvente (CH3CN/H20, 1:1, v/v), é imprescindivel
entender o comportamento dos complexos quando o pH é alterado. Estes s&o
susceptiveis a mudangas em solugdo aquosa devido aos grupos protonaveis
presentes tanto nas porgdes organicas quanto os proprios ligantes aquo. Essas
mudancas estruturais afetam diretamente as propriedades fisico-quimicas dos
complexos e, consequentemente, sua atividade hidrolitica.

As titulacbes potenciométricas e espectrofotométricas foram realizadas
em condi¢cdes semelhantes, em meio de CH3CN/H20 (1:1, v/v), usando KCI 0,1
mol L' para manter a forga ibnica constante, e variando o pH da solugéo de ~2,6
até 12,0. A Tabela 19 resume os valores de pKas encontrados para cada
complexo, bem como a comparagao com alguns ja reportados para complexos
similares.

Como discutido na sec¢ao “1.4.2.6 Espectrofotometria na regido do UV-
vis”, quando em solugdo aquosa, os ligantes cloretos do complexo 1, séo
trocados por ligantes do tipo aquo, resultando na espécie [Fe''L1(OH2)2]?*, (1a -
Esquema 5). Para esse complexo, o primeiro pKa observado, por titulagao
potenciométrica, é relacionado a desprotonagdo de um destes ligantes aquo,
(pKa = 3,36) gerando a espécie [Fe''L1(OH2)OH]* (1b). A espécie [FeL1(OH)]
(1c) é formada apds a desprotonacdo da segunda agua em pK.= 8,18 ¢ é a
ultima espécie do equilibrio para este complexo.
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Tabela 19 - Valores de pKa para os complexos via titulacdo potenciométrica e
espectrofotométrica.

pKa1 pKa2 pKas pKas pKas
(OH2) (BIMZ) (OH2) (NH2) (NH2)
Titulagcao potenciométrica
1 3,36£0,02 - 8,18+0,01 - -
2 414+0,02 - 7,3310,04 10,4040,24 11,66+0,24
3 3,71%0,04 - 7,610,170  9,91+0,13 10,70+0,26
4 3,86+0,03 - 7,23+0,02  9,1110,03
5 3,7540,01 5,38+0,02  7,6840,02 10,83+0,33 11,81+0,14
P2 - - - 10,24+0,15 11,01+0,17
Vb 421+0,03 - 6,85 +0,02 9,0940,02 11,39+0,04
Titulagao espectrofotométrica
1 4,95+0,08 - 8,12+0,03 - -
2 3,67+0,11 - 7,39+0,03 - -
3 520+0,10 - 7,22+ 0,05 - -
4 460+0,06 - 7,62+0,04 - -
5 481+0,06 - 7,84+0,06 - -
We 6,77 - 8,64 - -

bChaves, et al. (2020)'38; PCamargo, et al. (2018)'75; °Heying, et al. (2019) 39

Esquema 5 — Proposta de equilibrios de desprotonacao do complexo 1.

1 1a 1b 1c

N N N
N\;TI/O H,0 N0 pKa, N.J O PKay N1 O
eN = FenN = FeN =—= FeN

- H,O" | H,O" | HO" |
g 2~ OH, 2~ OH OH

Para os complexos 2 e 3, foram observados valores de pKasemelhantes.

Estes complexos, no inicio da titulagdo encontram-se completamente
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protonados (Espécies 2a e 3a - Esquema 6). Assim como o complexo 1, o
primeiro pKa € relacionado a desprotonagdo de um ligante aquo, em
aproximadamente pKa ~ 4,0, formando a espécie 2b e 3b. O segundo pKa, em
aproximadamente 7,3 € atribuido a desprotonagédo da segunda agua formando
as espécies [FeLn(OH)z]. Finalmente, os dois ultimos equilibrios se referem a

desprotonacgédo das aminas da cadeia lateral.

Esquema 6 — Proposta de equilibrios de desprotonacdo dos complexos 2 e 3.
Complexo 2:

22 2b 2¢c
N N . pKa, N @ PKay N D
N0 HaN o~y N\ O HN o~ ~\i, 5 'e/?\leg\/\/\NHg,
e~ - N NN
H0" o N H20" 61 HO" oH 1 oK
3
2 N 2d
e
N Ka, N_| O HN @
N\F| /O HN\/\/\NH P 4 \F: /\N \/\/\NHg
e HO
TESN H
HO" 6H ©
Complexo 3:
3a 3b 3c
" e " ﬂ@HZ
N_ O _NH; pKay N_3 O _NH; pKap :Fle{
H,0~ ©°N HO TSN HOH(’) N
H,O H,O
® ® NH,
NH3 NH3 3 IL pKa3
3e 3d R
N
NN o NH PKas N O NH
HO~" °°N HO™ | "N
HO HO
@
NH, NHs

Para avaliar a existéncia de interacbes entre as aminas terminais dos
complexos 2 e 3 e o ligante hidroxo, os ligantes HL1 e HL2 também foram
titulados. O efeito gerado pela coordenacao do ligante com o complexo nao deve
alterar os valores de desprotonacdo destas aminas uma vez que elas se
encontram distantes da primeira esfera. Assim, alteracdes de valores de pKa das
aminas coordenadas quando comparados com o ligante isolado podem significar
uma interagao entre a primeira e segunda esfera. Os ligantes foram titulados nas
mesmas condicdes que os complexos, via titulagdo potenciométrica e foram

obtidos os valores de 9,40 e 10,70 para HL1 e 9,01 e 9,64 para HL2. Em ambos
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0s casos, os valores de pKa das aminas dos ligantes livres sdo cerca de uma
unidade de pH menores que o obtido para os complexos. Esse efeito ajuda a
corroborar que exista uma interacédo entre as aminas terminais e o ligante
hidréxido (formado apds pKat). Caso uma interagcéo entre o oxigénio (OH) e o
hidrogénio da amina terminal exista, a estabilidade desse grupo aumenta (fica
menos propensa a perder um préton) e, consequentemente, eleva-se o valor de
pKa dessa amina. Essa interagdo também ajuda a explicar os deslocamentos de
potencial eletroquimicos observados na seg&o anterior, assim como alguns
aspectos cinéticos que serao discutidos na proxima secao.

Para os complexos contendo BIMZ, 4 e 5, suas estruturas também se
encontram completamente protonadas no inicio da titulagcao (4a e 5a -Esquema
7). A primeira desprotonagdo, assim como os demais complexos, também é
referente a um ligante aquo, em aproximadamente pKa = 3,6, formando as
especies 4b e 5b. Para o complexo 4, a segunda constante de desprotonacéo é
relacionada a dois processos envolvendo dois prétons. Neste pKa = 7,24 ocorre
a desprotonagéo de uma agua e do proéprio grupo BIMZ, gerando a espécie 4d.
Isso pode ocorrer também devido a proximidade e interagao destes dois grupos,
como mostrado nas simulagdes da estrutura, fazendo com que 0s processos
sejam indistinguiveis.’”® Ja para o complexo 5, & possivel observar a
desprotonagcdo do grupo BIMZ em pKa = 5,38 (espécie 5c¢), seguido pela
desprotonagao do segundo ligante aquo, em 7,68 (5d). Uma vez que a interagéo
entre o BIMZ e a primeira esfera de coordenacao é enfraquecida pela distancia
entre os grupos, foi possivel determinar cada pKa separadamente. Finalmente,
assim como os complexos 2 e 3, ocorrem as desprotonacdes das aminas das
cadeias laterais, formando as espécies 4e (pKas) € 5e e 5f (pKas € pKas).'38

Observando a tendéncia dos valores obtidos para as constantes de
desprotonacado dos complexos, observa-se o complexo 1 apresentou o menor e
maior valor de pKa relacionado aos ligantes aquo. Esses valores podem ser
associados a um efeito retirador causado pelas interagdes de hidrogénio dos
grupos amino ou BIMZ com a primeira esfera de coordenagéo, e indicam que as
interacdes das cadeias aminicas laterais sdo mais fortes e evidentes nos
complexos 2 e 3. Uma vez que a primeira molécula de agua € desprotonada, €

possivel que ocorram novas interagdes de hidrogénio, que afetem a estabilidade



115

da espécie, fazendo com que a desprotonagdo do segundo ligante aquo seja

facilitada.

Esquema 7 — Proposta de equilibrios de desprotonacao dos complexos 4 € 5.
Complexo 4:

4a ab 4c
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Para a titulacdo espectrofotométrica, um deslocamento para maior
comprimento de onda é observado na banda LMCT de menor energia, em meio
acido (pH ~2,8) quando comparado com CHsCN/agua (1:1, v/v). Essa variagao
espectral é relacionada a diminuigdo da contribuigdo do grupo fenol, devido a
interacdo deste grupo com hidrogénios dos solventes, efeito comumente
observado para estes grupos.''”'7® Ao se adicionar pequenas porgbes de
solugao alcalina, sdo observados os efeitos hipsocrémico e hipocrémico, para
todos os complexos. Também é visivel a formacao de dois pontos isosbésticos
(pH~2.6 — 6.5 e pH ~6.5 — 11) indicando a presenga de duas espécies em
equilibrio que sao diretamente relacionadas a modificagcbes na esfera de
coordenacdao do atomo de ferro. Especificamente, estes equilibrios sao
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relacionados a desprotonagéo dos ligantes aquo, comegando da espécie di-aquo
dos respectivos complexos (espécies a — Figura 33), formando a espécie
[FeL(OH2)OH]* (espécie b - pKa1) e seguido por [FeL(OH)2], (espécie ¢ - pKaz).
Os espectros obtidos estdo disponiveis nos apéndices (APENDICE Z - Célculos
dos valores de pKa dos complexos (a) 2; (b) 3, por titulacdo espectrofotmétrica
em determinados comprimentos de onda, pela inflexdo da curvatura dos pontos
com o aumento do pH. Valores experimentais em preto, ajuste da curva em
vermelho.APENDICE Z - APENDICE AA), como exemplo a Figura 33 mostra
os dados coletados para o complexo 5 e um esquema de desprotonagao
atribuido aos valores dos pKas coletados, que representa os obtidos a todos os

demais.

Figura 33 - Titulagdo espectrofotométrica do complexo 5, em CH3CN/H20.
Eletrdlito suporte KCI 0,1 mol L', pH 2,57 até 10,33. Espécies determinadas por
titulacdo espectrofotométrica.
R=CHO=1

R= CHzNHz(CHz)sNHZ =2

R= CHQNHz(CH2)4NH2 =3

R = CH,NH,CH,BIMZ= 4

R = CHyNH,(CH4)sNH,CHoBIMZ = &

300 400 500 600 700 800 ' 300 400 500 600 700 800
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Os valores das constantes de protonacdo observados pela titulagao
espectrofotométrica estdo dispostos na Tabela 19 e concordam com a literatura

e valores observados por titulagdo potenciométrica.?32558 As diferengas entre os
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valores atribuidos pelas titulagdes se deve a mudanca de atmosfera entre as
analises (titulagado potenciométrica foi realizada sob atmosfera inerte, enquanto
a espectrofotométrica ndo) que pode ter interferido nos resultados, assim como
pequenos erros de pipetagem, concentragdo e operador durante a analise
espectrométrica.

A partir dos dados coletados pela titulagao potenciométrica, foi possivel
gerar um grafico de distribuicdo de espécies (Figura 34), que mostra a

disponibilidade de cada espécie de acordo com o pH.

Figura 34 - Distribuicdo de espécies de acordo com os pKas de cada complexo.
(a) 1; (b) 2; (c) 3; (d) 4; (e) 5.
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A primeira vista é possivel notar que para o complexo 1, Figura 34(a),
em alguns valores de pH como 2, 6 e 11, ndo ha misturas de espécies em
solugdo. Ja para os complexos 2 e 3, Figura 34(b) e (c), respectivamente, as
curvas relacionadas as espécies geradas pela desprotonagao dos ligantes aquo
(espécies 2b/3b e 2c/3c), se encontram em alta disponibilidade (~90%),
enquanto as curvas onde as aminas estao desprotonadas se sobrepdem no final
do grafico (2d/3d e 2e/3e). Para o complexo 4, Figura 34(d), referente a curva
4b/4c envolve a desprotonacéo do grupo BIMZ e ligante aquo, justificando a sua
presengca em uma larga faixa de pH e alta intensidade, quando em comparagao
as demais espécies. Finalmente, para o complexo 5, nota-se que as
desprotonacdes das aminas formando as espécies 5e e 5f, formam curvas de
menor intensidade (~50%), enquanto a curva envolvendo a desprotonagao do
grupo BIMZ se destaca no grafico (~90%).

Estes dados ajudam a entender melhor o perfil de atividade cinética de

acordo com o pH, como sera discutido na proxima secao.
1.4.3 Estudos cinéticos

Como o principal objetivo deste trabalho é avaliar a capacidade
hidrolitica dos complexos, esses foram testados como catalisadores da reagao
de hidrélise do DEDNPP.'%0 A atividade catalitica foi avaliada em condigbes de
excesso de substrato, a 25 °C, pelo método das velocidades iniciais,'®! onde as
reacdes foram monitoradas espectrofotometricamente em 400 nm pela formacao

do 2,4-dinitofenolato (DNP) como produto (Esquema 8).

Esquema 8 - Hidrolise do DEDNPP.
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1.4.3.1 Efeito da variagao de pH na reacgao catalisada

Como discutido na secao anterior, os complexos sofrem processos de
desprotonacédo de acordo com o pH da solugao, formando diferentes espécies.
Estas espécies podem apresentar maior ou menor atividade hidrolitica frente ao
substrato devido as diferentes interagdes geradas com ele. Sendo assim, foram
desenvolvidos estudos cinéticos variando o pH das reagdes para todos os
complexos, as curvas de velocidade de reacdo pela variagdo do pH sé&o
apresentados na Figura 35.

Para todos os casos, se observaram perfis de “sino”, onde a atividade
comega baixa em meio acido, aumentando até alcangar a maior atividade, para
em seguida diminuir. Nos complexos de 2-5 ainda se observa um novo aumento
de atividade quando em meio alcalino. Esse perfil € concordante com as
mudancas de espécies observadas nas titulagbes. Inicialmente os complexos
sao formados por espécies diaquo [FeLn(OH2)2]?*, sem a presenca de nucledfilos
fortes em solugcdo, aumentando a atividade pela formacdo da espécie
[FeLn(OH2)(OH)]*. Com esse arranjo de ligantes, o complexo possui tanto uma
posigéo labil, onde o substrato pode se coordenar ao centro de Fe'', quando um
nucledfilo que pode atuar na reacdo de hidrolise. No caso do complexo 1,
observa-se que a atividade maxima (pH 5,5), € concordante com a maior
abundancia dessa respectiva espécie (Figura 35). A diminuigdo da atividade
(apdés pH 5,5) conforme o pH aumenta é atribuida a formagdo da espécie
[FeLn(OH)], onde a falta de ligantes aquo impede a coordenagdo complexo-
substrato.

O aumento das barras de erro em maio alcalino para o complexo 1 pode
estar relacionado a baixa atividade apresentada pelo catalisador nesses pHs.
Um valor baixo de atividade pode aumentar consideravelmente os erros da
leitura. Além disso, € possivel que em meio alcalino algum dimero seja formado

durante a reacao interferindo na analise.
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Figura 35 - Efeito da variagdo do pH na reagéao catalisada de hidrolise do triéster.
Condigoes: [Clcompiexo=6,00x10° mol L', [Clsubstrate ~5,0x10* mol L7;
CH3CN/tamp3ao (1:1, v/v), [Cltampao= 0,05 mol L', /=0,05 mol L. MES (5,0- 6,5),
HEPES (7,0-8,5) CHES (9,0-10,0),25°C. (a)1 (b)2(c)3(d)4 (e) 5
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Para os demais complexos € observado um deslocamento deste maximo
para regides neutras (pH 7,0) ou alcalinas (pH 10,0). Esse comportamento
sugere que os mecanismos de hidrolise sejam diferentes entre os complexos.
No caso do complexo 1, a hidrélise deve estar somente associada as moléculas
de agua coordenadas ao centro de ferro. Ja os complexos 2 e 3 tém maior

atividade em pH 10,0, em uma regido proxima ao pKa de desprotonacédo das
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aminas laterais (Espécie 2d -Figura 34), indicando que esse processo afeta o
mecanismo. Também se observa uma atividade consideravel destes complexos
em pH~7,0 provavelmente relacionada ao atomo de ferro e a primeira esfera de
coordenacgao, pela formagao da espécie catalitica [Fe(Ln)OH20H]*. A formagéo
da espécie di-hidroxo, parece diminuir a atividade destes complexos assim como
para os demais (menores atividades entre pH 7,5-9,0). Finalmente, as interagdes
sugeridas entre o grupo hidroxo e a amina terminal, parecem aumentar
novamente a atividade. Sugere-se que nessa regido ocorra a abstragdo de um
préton pelo ligante hidréxido, fazendo com que se obtenha novamente a espécie
[FeLn(OH2)(OH)]* mesmo em pH alcalino.

Por sua vez, grupos mais acidicos, como BIMZ promoveram a catalise
em valores de pH proximos a neutralidade, onde ha maior interesse ambiental e
bioldgico. O efeito destes grupos na segunda esfera é evidente também na
inclinagdo do declinio da atividade dos complexos (Figura 35). Para 1, apos
atingir o maximo em pH 5,5 ocorre um decaimento acentuado da atividade
conforme a espécie di-hidroxo é formada. Ja para os demais, a formacgao desta
espécie diminui a atividade, mas continua a ser relativamente catalitica, por
influéncia destes grupamentos laterais.

No caso dos complexos contendo grupos benzimidazéis, o pH 6timo foi
observado em pH 7,0 que assim como 1, também corresponde a espécie
[FeL(OH2)OH]*. O deslocamento para uma regido mais alcalina quando
comparado com o primeiro complexo € atribuida principalmente ao efeito
causado pelo BIMZ. Mesmo que a desprotonagao da primeira agua ocorra em
pKa similares entre os complexos, para que 4 e 5 atinjam um maximo de atividade
€ necessario que o grupo BIMZ também esteja desprotonado. Isso coincide com
a distribuicao de espécies, onde 4b e 5¢ (Figura 34) sdo as mais abundantes no
pH 6timo. Além disso, observa-se aumento da atividade em pH mais basicos
para estes complexos, assim como para 2 e 3 é relativo as desprotonacdes das
aminas, que podem interagir com o substrato (através de ligagdes de hidrogénio)
estabilizando o intermediario da reagdo e auxiliando na catalise. A Figura 36
resume a especie de cada complexo atribuido aos pHs 6timos determinados.

De maneira geral, além de determinar os pHs mais ativos para cada
complexo, e juntamente com as titulagées, compreender as espécies envolvidas

no mecanismo de hidrdlise, outras consideracdes importantes podem ser feitas
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nessa sec¢ao. Em geral, observa-se que a insergdo de uma cadeia lateral ndo
coordenada promove interagdes importantes com o substrato, auxiliando no
mecanismo de hidrélise e aumentando a velocidade das reagdes. Contudo, o
efeito destes grupos é muito dependente das espécies envolvidas. No caso das
aminas, é necessario que elas possam promover interagdes de hidrogénio com
0 substrato e com o complexo, e consequentemente a maior atividade é

observada em valores de pHs elevados, onde essas estao desprotonadas.

Figura 36 - Espécies referentes aos pHs com maior atividade hidrolitica.
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A partir dos dados coletados até aqui, foi possivel prosseguir com um
estudo cinético mais aprofundado dos complexos 1-5 para determinar os

parametros cinéticos relevantes, associados a reagao.

1.4.3.2 Efeito da Concentracédo de Substrato na Reacao Catalisada

Os ensaios para obtencdo dos parametros cinéticos foram realizados
pela variagdo da concentragao de substrato a 25 °C. Os dados foram tratados
pelo método de Michaelis-Menten (complexo 1 e 2) e pela linearizagao dos
dados, segundo o método de Lineweaver-Burke (Complexos 3-5).161.162 Qs
resultados obtidos sdo apresentados na Figura 37 em funcdo das velocidades

vs concentracao de substrato. A partir destes resultados, foi possivel determinar
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0s parametros cinéticos relacionados a reacao catalisada. A Tabela 20 combina
os valores de velocidade maxima, constante catalitica, constante de Michaelis-

Mentes, eficiéncia e os compara com outros reportados na literatura.

Figura 37 — Cinética de variagdo da concentragdo do substrato. Condigdes:
[Clcomplexo= 6,00x10° mol L, [Clsubstrato= 4,93x10% a 2,90x10°3 mol L'1;
CHsCN/tampao (1:1, V/V), [Cltampao= 0,05 mol L'1, 1=0,05 mol L. [Clcomplexo=
6,00%x10°mol L, [Clsubstrato= 4,93%x10*a 2,90%10-® mol L-'; Tampao: (1) MES, (2
e 3) CHES (4 e 5) HEPES.
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Para os complexos 1 e 2, observa-se um comportamento linear da

dependéncia da velocidade em baixas concentracdes de substrato. Porém, com
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0 aumento da concentracdo ocorre um desvio da linearidade, tendendo a
saturacdo. Para os demais, dentro da faixa de concentracdo de substrato
analisada, nao foi possivel alcangar a regiao de saturagdo. Como a associagao
complexo-substrato foi determinada pelo inverso da constante de Michaelis
Menten (1/Kwm), esse resultado indica que a interagdo dos complexos contendo
segunda esfera de coordenagao com o substrato € menor que o complexo 1. Os
valores obtidos para esta constante confirmam essa observagao, sendo que o
Km cresce de 1 <3 <2 <4 <5. Esse efeito pode ser explicado pelo efeito estérico
gerado pelos grupos de cadeia lateral e pelas interagdes de hidrogénios
determinadas pelo calculo.

Tabela 20 - Parametros cinéticos obtidos a partir da variacdo da concentracao
do substrato. Condigdes: CH3CN/tamp3&o (1:1, v/v), [Cltampao= 0,05 mol L, /=0,05
mol L. [C]complexo= 6,00x10'5 mol L'1, [C]substrato= 4,93x10'4 a 2,90"10'3 mol L'1;
Tampao: (1) MES, (2 e 3) CHES (4 e 5) HEPES.

Vimax (¥109)  Kwm (x103)  keat & .
Substrato (x10-2) kcat/ko
mol L s mol L (x104)
L mol' s
12 DEDNPP 4,44 3,0 0,74 2,4 12
2®> DEDNPP 12,07 7,0 1,66 2,3 20
3* DEDNPP 2,34 4,3 0,39 0,9 5
4¢ DEDNPP 12,8 8,0 2,14 2,7 27
5¢ DEDNPP 17,4 15 3,00 2,0 38
F¢ DEDNPP 251 100 125 12 -
G¢ DEDNPP 42,2 60 141 2,0 -
Jf BDNPP 0,01 1,0 2,94 0,03 -
Wwe BDNPP - 8,0 14,3 17,0 -
Z" BNPP 2,66 4,0 0,11 0,20 -

*E= keat/Km **Constante ndo catalisada ko = 8x10% s-1;180 apH 5 5; bpH 10; ¢ pH 7,0; Luiz, et al.
(2022), pH=8,0"8"; eLuiz, et al. (2022)=8,8'8"; Pathak, et al.- (2018), pH=6,512%, 9Heying, et al.
(2019), pH=7,5'39%; "Duitta, et al. (2018), pH=9,5182;

Os valores de parametros cinéticos de 2 e 3 foram concordantes com os
observados para os demais complexos, sugerindo que o mecanismo de hidrélise
deve ser similar. Para que isso ocorra, € necessario que a espécie catalitica de

2 e 3 também seja a espécie aquo/hidroxo (assim como 1, 4 e 5) mesmo que em
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meio alcalino. Mais detalhes sobre hipdtese seréo discutidos na préxima secgao,
na sugestao de mecanismo.

A distancia entre ferro-substrato mostra alguma variagao ao determinado
experimentalmente para os valores de Ku: 1-PO (2,130 A) < 2-PO (2,173 A) < 3-
PO (2,183 A) < 5-PO (2,185 A) < 4-PO (2,258 A). Em geral, este aumento da
distancia de ligagao e, consequentemente, interagdo € causado pelo aumento
do impedimento estérico em decorréncia dos grupos laterais em torno do sitio
metalico. Ambos, os calculos e valores experimentais, concordam com uma
maior associagdo de 1 com o substrato, devido a falta de grupos laterais que
diminuam a aproximacao do substrato da primeira esfera. Além disso, fica claro

o0 aumento desse efeito com a presencga de cadeias aminicas laterais e de grupos

BIMZ, nessa ordem.

Figura 38 - Geometrias do estado fundamental otimizadas para o complexo 1-
PO, 2-PO; 3-PO; 4-PO e 5-PO, com PBEOQ/Def2-TZVP(-f) (d&tomos de Fe, N, e O)
ou Def2-SVP (outros). Hidrogénios ligados a carbonos omitidos para clareza.
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Comparando os complexos contendo BIMZ, esperava-se, pelos
calculos, que o complexo 5 mostrasse uma associagao maior com o substrato
que 4. No caso do complexo 5, mesmo que este apresente um grupo lateral
volumoso (cadeia + BIMZ), este esta afastado da regido da primeira esfera de
coordenacao, onde é esperado que o substrato se coordene Ja no complexo 4,

0s grupos secundarios se encontram em volta da primeira esfera, dificultando o
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acesso do DEDNPP ao centro de Fe'', resultando na maior distancia Fe-PO.
Contudo, os valores experimentais mostraram uma inversao do esperado pelos
calculos, onde o Ku de 4 € menor que 5. Esse efeito pode ser causado por
interacédo de hidrogénio do grupo BIMZ (que em 4 & préximo a primeira esfera)
com o proprio substrato, sobrepondo o efeito estérico.

Os complexos 2 e 3 também mostram valores de Kwm invertidos quando
comparando dados experimentais e tedricos. Devido ao maior volume de 3,
esperava-se um maior impedimento estérico diminuindo a interagdo com
substrato. Contudo, novamente, as interagcdes que devem existir entre as aminas
terminais e o grupo hidréxido fazem com que a cadeia se distorga e fique muito
proxima a primeira esfera de coordenacdo. Assim, ocorre o aumento do
impedimento em torno do centro de ferro, sendo esse efeito mais nitido no
complexo 2, de cadeia menor.

Ja a constante catalitica (kcat) claramente mostra o efeito da segunda
esfera no catalisador. Comparando os valores dos complexos 2 e 3 (que contém
cadeias laterais contendo aminas), e 4 e 5 (cadeias laterais que contém BIMZ),
com o complexo 1 (sem nenhum grupo lateral), nota-se que a atividade catalitica
decresce de 1 para 3. Por outro lado, o kcat referente aos complexos 2, 4 e 5, séo
maiores. Como discutido anteriormente, a presenca de cadeias laterais na
segunda esfera de coordenagédo causa um impedimento estérico em volta no
centro metalico. Isso justifica a atividade apresentada pelo complexo 3. Assim
como nos demais complexos, 3 também apresenta menor interacao entre ferro-
substrato (vide valores de Kwm), mas, a contribuicdo catalitica dos grupos
presentes na segunda esfera (aminas) € menor que o caso daqueles contendo
BIMZ (4 e 5). Isso faz com que a atividade catalitica seja dificultada.
Surpreendentemente, o comportamento de 2, foi diferente do seu analogo. A
atividade observada para 2 foi maior que 3, mesmo que o valor de Kwm indique
menor associacdo com o substrato. Essa melhor atuacdo de 2 como catalisador
pode indicar um efeito sinérgico positivo, entre a distancia das aminas, na
estabilidade do estado de transicdo (TS) que pode sobrepor o efeito negativo
causado pelo efeito estérico, resultando em maiores atividades.

Sobre o aumento da atividade dos complexos 4 e 5, propde-se que se
deva as interagdes de hidrogénio dos grupos NH e BIMZ com o complexo e com

o substrato. As estruturas otimizadas do complexo 4-PO, mostram uma distancia
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de 2,193 A entre NH e o substrato. Essa interacdo promove um decréscimo de
energia do TS, e consequentemente uma maior atividade. Para o complexo 5-
PO, essa distancia aumenta em aproximadamente 0,3 A devido ao aumento da
cadeia alifatica, indicando uma interagdo mais fraca. Contudo, o valor de Kcat de
5 é maior que o0 4 sendo relativo ao aumento do impedimento estérico em volta
do centro metalico, como discutido anteriormente.

Um parametro importante nas discussdes cinéticas € a eficiéncia
catalitica (E). Esse fator leva em conta o balango entre a associagdo complexo
substrato (Kv) e a atividade hidrolitica (kcat). Para que um catalisador seja
eficiente é necessario que ele apresente uma boa atividade hidrolitica, assim
como uma boa associagdo com o substrato. Contudo, se a associagao entre
complexo-substrato for muito alta € possivel que, apds a catalise, o substrato
nao se dissocie do catalisador, atrapalhando no principio de reciclagem. Neste
aspecto, o 3 apresenta os menores resultados, mostrando que a relagao entre
kcat/Km néo foi eficiente. O uso de uma cadeia alongada, sem um grupo
nucleofilico eficiente terminal, mostrou um impacto negativo na atividade geral
do complexo. Para os demais complexos, os valores de eficiéncia foram
similares, mesmo que os kcat dos complexos contendo BMIZ sejam maiores. A
eficiéncia dos exemplos cresceu na ordem 5 < 1 < 2 < 4, corroborando as
discussdes acerca do balango entre proximidade do grupo lateral da primeira
esfera de coordenacido. O mesmo efeito € observado em 2 e 4, onde mesmo que
haja um grande impedimento estérico em torno do nucleo de ferro, causado pela
proximidade da cadeia, as interagcdes causadas pelos grupos terminais, geraram
os melhores resultados observados. O complexo 4 mostrou o melhor equilibrio
entre as constantes, sugerindo o melhor balango entre o uso de grupos
aromaticos-nucleofilicos (em comparagdo com grupos amina — complexo 2 e 3)
e distancia entre esses grupos e a primeira esfera de coordenagao (em
comparagao ao complexo 5 com cadeia longa).

A atividade hidrolitica do complexo 1 também foi avaliada pela adigdo de
BIMZ in situ. Para isso, as cinéticas foram acompanhadas em pH 5,5 (pH étimo
do complexo 1) em pH 7,0 (pH 6timo dos complexos contendo BIMZ),
adicionando quantidades equivalentes de BIMZ e complexo. Os resultados foram
tratados linearmente por Lineweaver-Burk e sdo apresentados na Figura 39. Os

parametros cinéticos obtidos em pH 5,5 sao bastante similares aos obtidos para
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2 e 3 (pH 5,5: Km= 11,1%x10* mol L™, keat= 1,43%x10*s™!; pH 7,0: Ku= 24,0x103
mol L' kca= 4,45%10* s') mostrando o efeito sinérgico dos catalisadores
sintetizados nesse trabalho, como discutido até aqui. Contudo, a adi¢ao de BIMZ
em pH 7,0 afetou significativamente a constante de Michaelis-Menten, sugerindo
que o efeito do impedimento estérico reportado para 4 e 5, na aproximacao do
substrato também esta presente nesse caso, de maneira mais evidente. Mesmo
que o valores de kcat tenham sido maiores nesse experimento que os demais, a
restricdo gerada pela baixa associagdo complexo-substrato (Kwm alto) resultou em
uma eficiéncia catalitica bastante baixa (E = 1,28x10? e 1,84x102L mol"' s*' em
pH 5,5 e 7,0, respectivamente), sendo menor até que o complexo 1 isolado. Esse
experimento também corrobora a discussdo feita até o momento, onde o
complexo 3, mesmo contendo segunda esfera de coordenagédo, mostrou ainda
menos eficiéncia que a adicdo in situ do co-catalisador. A partir disso,
compreende-se que a relevancia dos complexos 4 e 5 € bastante significativa,
sendo que estes positivamente combinam os aspectos cataliticos destas duas

moléculas distintas em um mesmo composto.

Figura 39 - Ensaio cinético do complexo 1 adicionando BIMZ in situ nos pHs 5,5
e 7,0. Condigdes: CH3sCN/tampao (1:1, v/v); em pH 5,5 — tampao MES; em pH
7,0 tampéo - HEPES; [Clcomplexo= 6,00%x10° mol L', [C]simz= 6,00%x10-° mol L
[Clsubstrato= 4,93%x10-° até1,97x103 mol L.
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De maneira geral, os resultados cinéticos obtidos com os complexos

mostram claramente que existe um equilibrio entre a presencga de grupos laterais
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com potencial nucleofilico e o impedimento estérico gerado por eles. Somente a
presenca de atomos nao coordenantes que desempenhem o papel de segunda
esfera de coordenacdo (ou cadeias muito alongadas) podem provocar efeitos
negativos na catalise promovida pelos compostos de coordenagédo (baixa
atividade de 3). Contudo, a insercdo de moléculas que tenham potencial de
interagir com o substrato, seja por interagcbes eletrostaticas, de ligacdo de
hidrogénio, ou com potencial nucleofilico podem aumentar a atividade destes
catalisadores. Além disso, a distancia destes grupos da primeira esfera de
coordenacgao, também gera efeitos a serem considerados (maiores Km de 2 e 4).
Grupos proximos, podem interagir diretamente com o substrato mais
efetivamente que quando estes se encontram distantes. Porém, o efeito de
impedimento estérico ao redor do centro metalico pode suprimir o efeito positivo,
fazendo com que a atividade catalitica de grupos mais distantes seja maior
(maior kcatdo complexo 5). Mais sobre os efeitos causados pela segunda esfera
serao discutidos junto com a proposta do mecanismo, na proxima segao.
Comparando os resultados descritos neste trabalho com os reportados
pela literatura (Tabela 20), é observado que os complexos mononucleares
promovem uma interacdo mais forte entre substrato e catalisador (menores
valores de Kwm), mostrando uma vantagem destes complexos quando comparado
com exemplos binucleares. Em um primeiro momento, é esperado que as
reacoes utilizando complexos binucleares como catalisadores possam ser mais
ativas que complexos mononucleares. A presenca de dois sitios metalicos
proporciona um mecanismo coordenado, onde um centro metalico é responsavel
pela coordenagcdo com o substrato, e o outro em promover o ataque
nucleofilico.#5128.135 A rigidez desses sistemas também contribuiram para que
haja uma menor contribuicdo entrépica o que pode favorecer a cinética. Os
resultados dos complexos mononucleares aqui reportados se mostraram
bastante efetivos como catalisadores, ndo apresentando desvantagens quando
comparados aos binucleares. Por exemplo os complexos de FeMn (exemplo F —
Tabela 20) e MnMn (G) sdo complexos binucleares, contendo uma estrutura
central similar ao complexo 1, onde o fenol se encontra como ponte entre os
centros metalicos.*® Estes complexos foram testados frente ao mesmo substrato
reportado aqui, e mostraram um valor de Km cerca de 10 vezes (em alguns

casos) maior que os complexos mononucleares. Como discutido anteriormente,
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uma baixa associagao entre complexo-substrato pode desencadear uma baixa
constante catalitica, diminuindo a atividade do catalisador. Como consequéncia,
a eficiéncia catalitica dos complexos contendo BIMZ se mostrou comparavel ao
complexo G.

Devido a falta de resultados cinéticos frente a hidrolise do triéster de
fosfato, a Tabela 20 também compara os resultados com outros substratos
modelos e diferentes sitios metalicos. O exemplo W, traz os resultados de um
complexo mononuclear de Fe' frente ao substrato BDNPP.'3° A maior atividade
apresentada para esse complexo pode estar relacionada a estrutura do proprio
substrato, uma vez que este € anidnico e espera-se uma maior interagao com o
complexo catidnico. Mesmo assim, os complexos 4 e 5 se mostraram mais ativos
que outros complexos reportados com este mesmo substrato, incluindo
complexos tetranucleares e binucleares de ferro(lll), exemplos Z e J,
respectivamente.

Finalmente, apds os ensaios cinéticos, outros experimentos foram
conduzidos, buscando elucidar as diferengas entres os mecanismos de hidrdlise

promovidos pelos complexos, como discutido a seguir.

1.4.3.3 Proposta de mecanismo

Apos determinar quais espécies estao envolvidas na catalise, e como os
complexos se comportam nas reagdes de hidrolise, buscou-se determinar os
possiveis mecanismos que estes complexos atuam. Inicialmente, ensaios de
efeito isotdpico de deutério foram realizados e procederam igualmente aos
respectivos testes cinéticos discutidos previamente, contudo utilizando tampdes
deuterados. Este teste fornece indicios dos mecanismos de hidrolise de ligagdes
fosfoéster através da razao entre as constantes cataliticas (kcat) em H20 e D20.
Como a labilidade do hidrogénio e deutério se diferem, caso haja uma molécula
de agua envolvida no mecanismo, as constantes devem se diferenciar entre si.
Quando kn/kp> 2, 0 mecanismo atua na forma de catalise basica, ou seja, a agua
no meio reacional desempenha um papel importante na clivagem destas
ligagdes. Quando este valor varia entre 0,8 e 1,5, considera-se que a reagao
ocorre por um mecanismo nucleofilico, sem interferéncia do solvente.’® Os

resultados foram compilados na Tabela 21. Triésteres de fosfato tendem a ser
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mais susceptiveis a mecanismos de hidrolise basica comparado a outros
ésteres, e como consequéncia isso ocorre em pH alcalino, onde a formacgao de
grupos hidroxido é favorecida.?*184

Tabela 21 - Valores de constante catalitica em agua deuterada, relagdo Kcavko,
atribuicdo de tipo de mecanismo associado com o resultado, quantidade de
moléculas hidrolisadas por uma molécula de catalisador ao longo do tempo.

Turnover

Complexo :(01 09 kulkp Catalise (moléculas
em 8h)

1 9,48 0,78 Intramolecular 1

2 2,80 5,74 Basica 2

3 0,36 10,6 Basica 2

4 14,80 1,43 Intramolecular 3

5 16,00 2,11 Basica 2

Para o complexo 1, observou-se um mecanismo intramolecular, sem
efeito evidente do solvente. Como esse complexo ndo contém grupos de cadeia
lateral, € proposto um mecanismo hidrolitico, considerando que o ligante aquo &
liberado promovendo a coordenagédo do metal com o substrato, e que o ligante

hidroxo seja o nucledfilo da reacdo (Esquema 9).
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Esquema 9 - Proposta de mecanismo para o complexo 1.
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No caso dos complexos 2 e 3, ja era esperado que O mecanismo
seguisse um mecanismo basico geral, principalmente pela disponibilidade dos
grupos hidréxidos em solugdo. Contudo, como mencionado anteriormente,
acredita-se que as interacdes de hidrogénio entre os ligantes hidroxidos e o
hidrogénio da amina terminal da segunda esfera de coordenac&o, causam uma
abstracao de proton que forma a espécie catalitica aquo/hidroxido, assim como
os demais complexos. Caso os complexos atuassem por meio da espécie di-
hidroxo (veja diagrama de Distribuicado de Espécies - Figura 34 - e Titulacbes —
Secgao 1.4.2.9), seria esperado valores discrepantes dos demais, tendo em vista
que essa espécie ndo permite a saida de um grupo para que haja coordenacao
complexo-substrato.

Uma vez que a espécie aquo/hidroxo (Esquema 10) é formada da-se
inicio ao mecanismo de hidrélise, onde o substrato é coordenado ao complexo,
pela dissociagao do ligante aquo assim como acontece com o complexo 1. Em

seguida, o ligante hidroxido (seta azul), ou por agdo das aminas das cadeias
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laterais (seta vermelha), abstraem um proton da propria agua (solvente), que age

como nucledfilo, atacando o fésforo e causando a hidrélise do substrato.

Esquema 10 - Proposta de mecanismo para os complexos 2 e 3.
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Os resultados obtidos sugerem mecanismos diferentes para os
complexos contendo BIMZ. Novamente, o efeito desses grupos na segunda
esfera de coordenacéo e sua proximidade com a primeira esfera ficam evidentes.
O valor obtido pelo efeito isotdpico, sugere uma catélise intramolecular para o
complexo 4 (ku/kp=1,43). Para ambos os complexos 4 e 5, € proposto uma
coordenacao do substrato ao complexo, pela saida do ligante aquo, assim como
acontece com o complexo 1. Contudo, mesmo que o mecanismo 4 seja também
intramolecular (Esquema 11 - lado direito), ndo é possivel determinar, sem mais
estudos, se o ataque nucleofilico é feito pelo ligante hidroxo (seta azul), ou pelo
BIMZ (seta vermelha). E possivel também que os diferentes mecanismos
ocorram simultaneamente, onde os dois grupos performam esse papel durante

a catalise.
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Esquema 11 - Proposta de mecanismo para os complexos 4 e 5.
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Quando a distancia entre o BIMZ e a primeira esfera é estendida pela
introdugédo de 6 carbonos entre eles (complexo 5§), o mecanismo € alterado de
um mecanismo intramolecular para uma catalise basica geral (ku/kpo = 2,11).
Como a principal diferenca entre os complexos 4 e 5, é a distancia do BIMZ do
atomo de ferro, essa mudanga no mecanismo evidencia a participagao do grupo
na catalise e no ataque nucleofilico. Se o BIMZ nao estivesse envolvido, deveria
ser observado um mecanismo similar para ambos os complexos (mecanismo
intramolecular). Contudo, a entropia necessaria para aproximar esse grupo (no
caso do complexo 5) do substrato que se encontra coordenado ao atomo de ferro
€ muito alta. Como consequéncia, o caminho da reacio € alterado para uma
catalise basica, onde os grupos hidréxido do solvente sao os nucledfilos, como
ilustrado no Esquema 11 (lado esquerdo). Nesse caso, é dificil afirmar se o
ligante hidroxo (seta azul) ou o BIMZ (seta vermelha) apresenta uma maior
contribuigdo na ativagdo da agua.

Uma das condi¢gdes para que um composto seja considerado um
catalisador, € que este seja capaz de ser reutilizado. Por esse motivo, foi
realizado um teste cinético durante 8h, com excesso de substrato, em

estequiometria 50:1, para avaliar o numero de moléculas de DEDNPP que os
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complexos sao capazes de hidrolisar. O experimento foi monitorado
espectrofotometricamente em (¢ = 3 600 mol L' cm™") 445 nm, a 25°C, em pH
otimos de cada teste cinético. Foram observados que uma molécula do complexo
4 ¢é capaz de hidrolisar trés moléculas de substrato em 8 horas, ja o complexo 5,
duas unidades de substrato, assim como os complexos 2 e 3. Ja o complexo 1,
dentro desse mesmo periodo hidrolisou somente uma unidade de DEDNPP
(Tabela 21). Esses resultados novamente mostram a vantagem do sistema
contendo BIMZ e/ou segunda esfera para reagdes de hidrélise.

Estudos variando a temperatura das reacdes de hidrélise foram
realizados para determinar as contribuicdes entalpicas e entropicas da segunda
esfera. Para isso, as cinéticas foram realizadas nas mesmas condi¢des
previamente escritas para os estudos de variacdo de substrato, mas nas
temperaturas de 20, 25, 30, e 40 °C. As equagdes de Arrhenius e Eyring foram
utilizadas para obter os parametros: Energia de ativacdo (Ea), entalpia de
ativagédo (AH¥), entropia de ativagao (AS¥), e energia livre de Gibbs de ativagao
(AGH).

A partir da equacéo de Arrhenius € possivel de se expressar, de uma
forma geral, o efeito da temperatura na velocidade de uma reagédo quimica,
sendo possivel de se obter a energia de ativagao de determinada reacdo. Uma
relacéo similar pode ser também obtida a partir da equagéo de Eyring, onde se

obtiveram os demais paréametros termodinamicos (Tabela 22).

Tabela 22 - Parametros termodinamicos para a hidrélise do DEDNPP.

AH* AG*
Complexo Ea (kJ mol) TAS* (J mol)?

(kJ mol) (kJ mol")
1 109,01 106,49 681,17 96,59
2 196,70 194,20 968,61 94,60
3 136,00 133,86 778,25 98,17
4 103,49 100,97 654,07 94,05
5 139,40 136,49 769,10 92,82

Os graficos de linearizagdo das equagdes de Arrhenius e Eyring, séo
apresentados nos apéndices (APENDICE BB e APENDICE CC). As

semelhangas entre os resultados obtidos também ajudam a corroborar a
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proposta que o mecanismo de 2 e 3 seja similar ao demais complexos, e que
haja a formacao da espécie aquo/hidroxo para dar inicio ao ciclo catalitico.
Dentre os complexos, 4 mostrou a menor energia de ativagcao, enquanto
2 mostrou o maior valor. Durante a cinética, para o complexo 4 a distancia entre
o grupo NH e o grupo etil do substrato é 2,193 A, indicando uma interagéo de
hidrogénio fraca, que pode diminuir a energia do TS. Ja para o complexo 5, essa
interacéo é alongada a 2,492 A, causando este aumento da Ea, que indica que o
impedimento estérico causado pelo aumento da cadeia desestabiliza o TS. O
mesmo pode ser inferido sobre os 2, 3 que tem Ea aumentada devido ao mesmo
impedimento estérico observado para 5. Além disso, como discutido acima, o
mecanismo basico observado para 2, 3 e 5 requer uma molécula de agua do
solvente para acontecer, adicionando mais uma molécula a ser considerada no
TS, o que aumenta o impedimento estérico. Essa tendéncia € também observada
nas contribui¢des entropicas, que seguem a ordem 1 <4 <5< 3 <2 e podem
ser causadas por essas mesmas interagdes entre complexo- substrato. Para
todos os complexos, um valor positivo de AS* sugere um TS menos estruturado
que os reagentes, com o complexo 4 e 1 mostrando o menor valor, devido as
interagbes mencionadas e mecanismo intramolecular. Ja 5, 3 e 2 apresentam os
maiores valores, devido a sua larga cadeia alifatica e mecanismo basico.
Comparando os mecanismos basicos, o comportamento de 5 ainda € menos
entropico que os demais, possivelmente devido a interagbes BIMZ e substrato
durante a reagdo. Como resultado, o AG* indica que as barreiras de ativagao
para 0os complexos sdo menores que para o complexo 1, com excecédo do
complexo 3. Essa reducao nas barreiras de ativacdo aumenta a espontaneidade
da reagdo, o que aumenta a eficiéncia catalitica, explicando a tendéncia (e
seguindo a mesma ordem) que foi observado para os valores de kcat (3 <1 <2<
4 < 5). Esses resultados ajudam a corroborar a potencial contribuicdo da
segunda esfera de coordenacgédo na estabilidade dos intermediarios durante

catalise.

1.4.4 Estudos biolégicos

Além dos estudos cinéticos apresentados nesse capitulo, também se

buscou parcerias com instituicbes estrangeiras para promover ensaios
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biolégicos utilizando os compostos aqui desenvolvidos. Os resultados
apresentados a seguir constituem uma parcela do progresso alcangado até o
momento, considerando que investigagbes adicionais estdo em curso para

ampliar o escopo de uso destes materiais.

1.4.4.1 Testes de inibicdo e regeneragcao da enzima Acetilcolinesterase (AChE)

Como discutido na secdo 1.1 Revisdo Bibliografica deste trabalho, um
dos principais problemas do uso de OPs € a interacdo com a enzima AChE,
causando inibigdo desta e consequentemente causando graves problemas ao
sistema nervoso central.

Para avaliar se os complexos podem ser regeneradores da enzima,
precisa-se primeiro investigar a interagdo do complexo com a enzima. Nesse
caso, se os complexos interagirem fortemente com a AChE, eles podem agir
como inibidores dela, de maneira semelhante ao pesticida. Estes estudos foram
realizados pela Professora Aleksandra Bondzic, na Universidade de Belgrado,
Sérvia.

E possivel observar que os complexos 1-4 ndo mostraram inibigdo da
enzima quando comparados com o controle (Figura 40). Ja o complexo 5
mostrou 43 % de inibicdo da enzima. Esse resultado mostra que o design
sugerido nos objetivos deste trabalho e as consideragbes feitas durante a
Revisao Bibliografica foi assertiva. Neste trabalho, além da investigacdo dos
efeitos de BIMZ em segunda esfera de coordenacao, se buscou desenvolver
complexos mononucleares para que este pudesse adentrar a cavidade do sitio
ativo da enzima. Contudo, além da regido catalitica, esta enzima apresenta duas
outras regides interessantes: um sitio anidénico, e um sitio com grupamentos
aromaticos. Sendo assim, o ligante HL4 foi modulado para que este tivesse
grupos aromaticos que pudessem interagir com a regiao aromatica da propria
enzima, assim como um sitio catidbnico (complexo 5), que pudesse promover
interagdes com a regido anibnica. Essas porgdes também foram combinadas a
uma distancia adequada da regido onde o nucledfilo se encontra (BIMZ). Os
resultados da Figura 40 sao excelentes para esse trabalho, deixando claro que
esse objetivo foi atingido, tendo em vista que somente o complexo 5 mostrou

interacao com a enzima.
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Figura 40 - Estudos de inibicdo da enzima Acetilcolinesterase pelos complexos
1-5.
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Mesmo que o complexo tenha interagido com a enzima, promovendo
uma porcentagem de inibigao, frisa-se que ele ndo pode ser considerado um
inibidor da enzima. Inibidores, na sua maioria apresentam uma taxa de
desativacédo acima de 50 %. Sendo assim, foi possivel investigar a atividade do
complexo 5 frente a regeneracdo da enzima, apds esta estar inibida com
pesticidas.

O complexo foi testado como regenerador da enzima inibida por
paraoxon — etilico (POX) e cloropirifés. Infelizmente, ndo foi possivel observar
reativagao da enzima apoés tratamento com o complexo 5. Esta falta de atividade
regeneradora € atribuida as altas constantes de interagcdo entre os pesticidas
testados e a enzima.'® Mesmo que o complexo tenha apresentado potencial de
hidrolisar substrato modelo de triéster de fosfato, os pesticidas utilizados sao
compostos menos ativados, que diminuem a capacidade hidrolitica do complexo.
Além disso, uma vez coordenados a enzima esse processo € dificultado. Neste
experimento nao foi possivel utilizar o0 mesmo substrato modelo estudo das
reacoes de hidrélise como inibidor da enzima, para verificar se nessas condicoes
5 poderia ser um regenerador.

Mesmo que os resultados ndo tenham concordado com o esperado,
estes sao encorajadores, haja vista a possibilidade de continuar investigando

complexos desse tipo, contendo grupos aromaticos na segunda esfera de
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coordenacao. Existem possibilidades que podem aumentar a eficiéncia da
catalise via primeira esfera de coordenagao, como utilizar complexos de metais
mais acidos que o ferro (como Zr'V),3% ou a base de lantanio (que mostraram bons
resultados na forma mononuclear'8®) ou até ligantes que aumentem o potencial

hidrolitico destes compostos.'40

1.4.4.2 Estudos de citotoxicidade

Devido a atividade de complexos similares em estudos de hidrdlise de
diésteres de fosfato, foram realizados ensaio de citotoxicidade com alguns dos
complexos discutidos neste capitulo. Estes estudos foram desenvolvidos pelo
professor Ignacio Leon, na Universidade de La Plata, Argentina. Os estudos de
atividade antitumoral foram conduzidos via ensaios MTT com os complexos 1, 4
e 5, em células humanas MDS-MB-231 (cancer de mama) e MG-63 (cancer de
ossos). Cisplatina foi utilizada como referéncia e a Tabela 23 compila os
resultados obtidos para valores de LDso apds 24h de incubagéo. Testes de
citotoxicidade em relacdo a células ndo tumorais nao foram realizados até o

momento.

Tabela 23 - LDso dos complexos e cisplatina contra células cancerigenas de-MB-
231 e MG-63 apos 24h de incubacéo.

Complexo MDA-MB-231 MG-63

1 93,6 +4.6 >100

4 >100 63,1+0,7
5 40,3+ 2,3 65,1 10,7
cisplatina 131 + 18787 39+1,8

O complexo 5 mostrou valores similares de viabilidade celular para os
dois grupos de células cancerigenas testados, na regido de 25-75 umol L.
Enquanto isso, o complexo 1 apresentou a menor atividade anticancer, com uma
taxa de LDso maior que 100 umol L' contra cancer de ossos. Ja o complexo 4
diminuiu a viabilidade celular de osteosarcoma humano, mas ndo demostrou

efeitos nas células de cancer de mama.
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Assim, esses resultados demonstram que o complexo 5 é o mais ativo
entre os testados, sendo mais ativo que a prépria cisplatina, mostrando valor de
LDso 3 vezes menor que os medicamentos.'®” Na literatura é possivel encontrar
valores similares aos obtidos para o complexo 5, para diferentes complexos de
ferro.188

Estes resultados, também mostraram o efeito sinérgico positivo entre os
complexos e a presenga dos grupos BIMZ na segunda esfera de coordenacgao.
Além disso, fica claro o potencial diverso dos compostos desenvolvidos nesse

trabalho.
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1.5 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE O CAPITULO 1

Neste primeiro capitulo, foi descrito o desenvolvimento de novos ligantes
e complexos de ferro(lll), desenhados para atuarem como catalisadores da
clivagem hidrolitica de ésteres de fosfato e renegadores da enzima
acetilcolinesterase. Cada parte dos ligantes foi projetada para desenvolver uma
determinada fungao nas reag¢des de hidrélise e promover compreensao sobre o
efeito da segunda esfera de coordenacgéo e dos grupos BIMZ no processo de
catalise. Todos os ligantes e complexos foram devidamente caracterizados por
diversas técnicas analiticas, incluindo a modelagem molecular via calculos
computacionais de DFT, que ajudam a corroborar as estruturas propostas.

Os grupos laterais ndo coordenantes influenciaram diretamente as
propriedades fisico-quimicas dos complexos. Interagdes de hidrogénio entre as
cadeias laterais e o grupo fendlico distorceram a geometria destes compostos
quando em comparagao com o complexo mononuclear de ferro usado como
referéncia. A quebra da interagcdo mr-stacking entre o anel fendlico e piridinico
(presente em 1) aumentou a energia entre orbitais HOMO e LUMO, deslocando
os potenciais eletroquimicos dos complexos, assim como aumentou a energia
necessaria para promogao das transicoes eletrénicas. O ambiente quimico em
torno do atomo de ferro também se tornou mais assimétrico quando comparado
com 1.

Ja nos ensaios cinéticos, os complexos foram testados na hidrdlise de
um substrato modelo de triéster de fosfato, apresentando atividade catalitica em
todos os casos. O uso de grupos de segunda esfera causou deslocamento do
pH de maior atividade, para regides neutras (com BIMZ) e basicas (grupos
amina), através da formacao de espécies ativas em diferentes condigbes. A
variagdo da cadeia impactou diretamente a associagdo entre complexo-
substrato, diminuindo conforme a cadeia aumenta. Contudo, a presenca destes
grupos aumentou a eficiéncia dos complexos, principalmente quando o grupo
BIMZ se fez presente. O uso destes grupos laterais mostrou um aumento na
entropia do sistema (causados por aumento de efeito estérico), mas aumentou
a constante catalitica da reagao. Dentre todos os exemplos, o complexo 4 foi o

que mostrou o balanco mais positivo entre tamanho de cadeia e atividade,
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gerando a melhor eficiéncia catalitica. Ja complexo 3, de cadeia alongada com
amina terminal, foi o menos eficiente.

Buscou-se elucidar o mecanismo, avaliando o impacto das mudancas
estruturais na atividade, como forma de avancar no design de compostos
bioinspirados aumentando a eficiéncia dos modelos sintetizados. O alongamento
da cadeia promoveu a transigdo de um mecanismo intramolecular (observado
para 1 e 4) para uma catalise basica geral (demais complexos) deixando claro
que a segunda esfera tem um papel importante no mecanismo reacional. Os
parametros termodindmicos se mostram muito similares entre si, indicando que
todos os complexos diminuem a energia necessaria para que a reagao ocorra
(atuam como catalisadores). Finalmente, os ensaios de turnover mostraram que
2-5 sdo capazes de hidrolisar mais de uma unidade de substrato por unidade de
complexo.

De modo geral, o trabalho aqui reportado € bastante promissor,
mostrando a capacidade catalitica de compostos mononucleares contendo
segunda esfera de coordenagdo. Além disso, o uso destes catalisadores para
hidrélise de triésteres de fosfato ainda € uma area pouco explorada. Acredita-se
que este trabalho pode impactar diretamente o desenvolvimento de novas
pesquisas na area de desenvolvimento de novos catalisadores com esse
objetivo.

Nao obstante, os estudos de interacdo com a enzima acetilcolinesterase,
revelaram que o complexo 5 promoveu 43% de inibicdo enzimatica. Isso
confirma a assertividade da hipotese proposta no trabalho, que buscava
desenvolver complexos mononucleares capazes de interagir com o sitio ativo da
enzima. Apesar do catalisador ndo ter sido capaz de promover a regeneragao da
enzima apos contaminagao com OPs, os resultados indicam que a inclusao de
grupos BIMZ na segunda esfera de coordenacéo, juntamente com modificagdes
no ligante para possibilitar interagcbes com regides especificas da enzima, foi
eficaz e abrem um 6timo precedente para mais estudos na area.

Finalmente, os ensaios de citotoxicidade indicam que o complexo 5 é o
mais ativo entre os testados, demonstrando uma significativa reducdo na
viabilidade celular em comparagdao com os outros complexos e até mesmo com
a cisplatina. Esses resultados, em conjunto com os dados de hidrolise de

triesteres de fosfato e interacdo enzimatica, evidenciam o potencial dos



143

complexos desenvolvidos neste estudo para aplicagdes em diversas areas do

conhecimento.



2 SEGUNDO CAPITULO:
CLUSTER DE ZIRCONIO COMO O PRIMEIRO EXEMPLO DE SITIO M"-M"
BIOINSPIRADO EM PAPS E MATERIAIS HIBRIDOS DERIVADOS DE MOFS
DE ZIRCONIO E COMPLEXOS METALICOS DE FERRO(II)
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2.1 REVISAO DA LITERATURA

No estudo de degradacao de ésteres de fosfato, € comum observar o
uso catalisadores sintéticos bioinspirados, com sitios metalicos binucleares do
tipo MI-M!, MI-M!! e até M-I 45.111,115,116,128,136,138,189 Og compostos do tipo M!-
M'" comumente sdo ativos em pH alcalinos, sendo miméticos a fosfatases
alcalinas, como a PTE,'®1% enquanto as unidades M'"-M"' costumam ser
comparadas as fosfatases acidas, demostrando boa atividade em pHs acidos e
neutros. 110117136 J3 os exemplos do tipo M"-M"' normalmente sdo apresentados
como exemplos estruturais, e/ou estdo ligados a estudos de formacao de
espécies heterovalentes in situ, para demostrarem atividade.'?>'8 Como
discutido no primeiro capitulo, a dependéncia da eficiéncia destes complexos é
diretamente relacionada as capacidades destes metais em gerar os sitios
adequados para coordenacgado e hidrolise dos substratos. Tendo em vista a
menor atividade relacionada a complexos homo-trivalentes,'?® os estudos de
hidrélise envolvendo compostos de coordenacdo em maiores estados de
oxidacéo, foram pouco explorados quando comparado aos exemplos divalentes.

Ao mesmo tempo, a utilizagdo de Metal Organic Frameworks (MOFs)
para reacgoes de hidrdlise de triésteres de fosfato, pesticidas e gases de guerra,
tem gerado 6timos resultados ao longo dos anos, utilizando metais em estados
de oxidacdo mais altos.'®-192 Contudo, enquanto diversos avangos foram
promovidos na quimica de coordenacdo relacionando a atividade destes
complexos com a sua estrutura, pouco é conhecido sobre como os MOFs
performam estes excelentes resultados na hidrélise de fosfatos. O estudo
mecanistico de processos cataliticos heterogéneos (como € o caso dos MOFs)
geralmente dificulta a elucidacdo do caminho reacional. Por isso, € comum
observar estudos tedricos envolvendo estes compostos como forma de
interpretar os resultados experimentais observados.*31% Todos esses estudos
concordam que a catalise deve ocorrer na superficie das subunidades que
formam esses MOFs. Essas subunidades, em sua maioria, sdo estaveis e podem
ser isoladas e estudadas separadamente, sendo conhecidas como clusters. As
particularidades e funcionalidades desses catalisadores merecem destaque,
principalmente no estudo de hidrélise de ésteres de fosfato, como sera

apresentado a seguir.
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2.1.1 Estrutura e reatividade dos MOFs

Os MOFs tém sido o principal foco de estudos de aplicagao de materiais
porosos nas Uultimas duas décadas, principalmente como catalisadores de
diversas reacbdes e processos de desintoxicacdo e biorremediacdo. Estes
compostos consistem em estruturas supramoleculares organizadas formadas
por ions metalicos ou clusters inorganicos (subunidades) e conectores (linkers)
organicos (Esquema 12). Sdo materiais interessantes devido a sua capacidade
de ajustes finos em suas estruturas, de acordo com a fungéo desejada.'®* Podem
ser desenhados para exibir diferentes estados de oxidagdo e geometrias que
podem influenciar as suas propriedades cataliticas. Além disso, os ligantes
podem ser modelados para exibirem grupos funcionais especificos que podem
promover funcionalidades adicionais no material.’®® Sua sintese normalmente
envolve uma reagdo do metal com o ligante em solvente adequado, em
condicdes de alta temperatura e pressao, e pequenas variagdes nas condigdes

reacionais podem influenciar a estrutura cristalina do material.

Esquema 12 - Formacado dos MOFs a partir dos ligantes organicos e clusters
metalicos.
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MOFs podem apresentar altas areas superficiais e poros que podem
medir desde menos de 1 nm até centenas de nanémetros. O tamanho e formato
desses poros também podem ser controlados com boa preciséo pelo ligante
organico usado. Por exemplo, ambos os MOFs de zirconio NU-1000 e UiO-66
sao formados a partir de clusters metalicos do tipo {ZréOs}, mas o uso de

diferentes componentes organicos promove a formagdo de macroestruturas
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diferentes (Figura 41). Enquanto o MOF UiO-66 utiliza o ligante acido 1,4-
benzenodicarboxilico (bdc) e apresenta um poro de cerca de 11,7 A, o MOF NU-
1000 utiliza um ligante muito mais volumoso, o 1,3,6,8-tetrakis(acido p-

benzéico)pireno (H4TBAPY), o que gera um poro de cerca de 31 A,

Figura 41 - Estruturas dos MOFs UiO-66 e NU-1000.
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MOFs sao catalisadores de uma variedade de reagbes, incluindo
oxidagao, reducéo e formacao de ligagdes carbono-carbono. Eles exibem alta
atividade catalitica, principalmente por prover um alto numero de sitios ativos em
cada um dos seus poros.'%® A estabilidade quimica e térmica desses materiais
varia de acordo com sua composigdo e estrutura, mas, no geral estes séo
compostos resistentes a variagdes de pH e temperatura. Essas caracteristicas
permitem com que eles sejam bons substitutos ao uso de enzimas em processos
cataliticos. Por muitas vezes, eles sao capazes de mimetizar a atividade das
enzimas, superando essas tanto na variedade de substratos em que atuam como
em diversidade de condi¢des reacionais. Outra vantagem desses sistemas vem
do seu baixo custo, uso de materiais facilmente disponiveis e sua possibilidade

de reuso.9%?
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Uma das principais aplicacdes destes compostos € na catalise
biomimética, como enzimas artificias para a hidrélise de ligagdes fosfato e de
ligacbes peptidicas. Por exemplo, a hidrélise de ligagdes peptidicas por MOFs
contendo unidades de Zr'"V é particularmente efetiva devido a sua acidez de
Lewis. Uma aplicagao direta envolvendo estes estudos é para o sequenciamento
de proteinas via espectrometria de massas, para os quais € necessario clivar a
enzima em fragmentos menores, cuja detecgao e estudo sdo menos complexos.
Um dos principais desafios nesse processo é a seletividade da reacdo de
hidrélise, uma vez que esta simplifica a interpretacdo dos dados, e permite um
melhor planejamento dos experimentos a serem executados.'%

Por serem uma classe de materiais porosos e cristalinos, de alta area
superficial especifica, eles sdo capazes de adsorver pequenas estruturas de
poluentes. Estudos vém mostrando que essas estruturas também sao capazes
de fotocatalisar a degradagdo destas substancias. No trabalho de Liu et
al.,(2017) foram utilizadas algumas estruturas MOFs como catalisadores de
reacdes de hidrolise de ligagdes P-O em ésteres de fosfato utilizando o paroxon-
etilico como substrato modelo. Os resultados, expressos em tempos de meia
vida, indicam a eficiéncia das estruturas como catalisadores da degradagao
deste triéster, quando comparado com sua degradacgao natural. Além do triéster,
a hidrolise de outros compostos neurotoxicos também foi testada. 0’

Muitos outros trabalhos ja foram reportados na area, evidenciando a
eficacia de MOFs de zirconio como catalisadores dessas reagdes.33197-199
Alguns desses também tentaram elucidar, por meio de aproximagéao teodrica, a
acao dos catalisadores no processo de hidrdlise,’®® e desvendar as condi¢oes
reacionais de maior atividade.?029" A atividade hidrolitica destes
nanocatalisadores pode ser estendida a clivagem de diésteres de fosfato,
mostrando atividades que realgam a importancia destes compostos e seus
estudos.202-204

Além do uso dos MOFs de forma isolada, também é possivel aumentar
a atividade desses catalisadores pela insergdo de novos grupos funcionais na
superficie do material. Esse processo de modificagdo pos sintética pode ser
realizado pelo tratamento do MOF em solugdo contendo as moléculas de
interesse, ou através da formacéao de ligagbes covalentes entre essas moléculas

e os MOFs durante a sintese do proprio material.'®® Esse processo de
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incorporagao é normalmente utilizado para promover sistemas de “drug delivery’
pela insercdo de medicamentos e biomoléculas nos poros desses
materiais.3476.205206 Qutra possibilidade é o uso de linkers que permitam a
interacdo com outras moléculas de interesse, como alternativa a incorporacao
delas aos poros. A inser¢gdo desses grupos pode aumentar a atividade de
interesse dos MOFs, por exemplo, a modificagao pés sintética do MOF-808-NHz,
pela insercado de 4-(2-cloroetil)morfolina (Figura 42a), aumentou a atividade do
material frente a hidrélise de um triéster de fosfato, diminuindo o tempo de meia
vida de 57 para 24 min."®! Outro exemplo é o uso de ligantes com grupos
bipiridinas que permitiram a coordenacdo de atomos de Zn (Figura 42b) a

estrutura dobrando a taxa de hidrdlise de bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato.20”

Figura 42 - Exemplos de modificacbes pds sintéticas nos MOFs. (a) grupo
etilmorfolina foi adicionado; (b) coordenacgao das piridinas ao zinco.
(a) (b)

O %r %r
()

Mesmo que muitos avancgos tenham sido realizados no desenvolvimento
de MOFs como catalisadores, pouco se sabe sobre os mecanismos em que
esses materiais atuam. Por aproximacgdes tedricas, sabe-se que as reagodes de
catalise costumam ocorrer sobre os chamados defeitos sob a estrutura de rede
desses MOFs. Nesses casos, parte dos clusters nao estdo coordenados aos
ligantes orgénicos, apresentando ligantes aquo e/ou hidroxo na esfera de
coordenagdo do centro metalico.'9%208 Assim, esses clusters s&do os
responsaveis pelo processo catalitico de diversas reag¢des envolvendo os MOFs.

Na proxima secéo, o efeito catalitico desses clusters continuara a ser explorado.
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2.1.2 Clusters de Zirconio

Mesmo que boa parte da atividade dos MOFs seja atribuido aos seus
clusters, a utilizagdo dessas subunidades (Figura 43) ainda é pouco explorada
quando em sua forma isolada. Comparando, por exemplo, Zr-clusters com os Zr-
MOFs, observam-se algumas similaridades, principalmente no que diz respeito
a estrutura, modulacdo do material e porosidade. Além disso a maior forca de
ligacdo Zr-O confere caracteristicas superiores aos clusters que aumentam

estabilidade e solubilidade, permitindo aplicagdes em solug&o.?%®

Figura 43 - Estrutura do MOF Zr-UiO-66 e suas subunidades formada por
clusters de Zrs.

{ZrgOg} cluster

Clusters metalicos sao sistemas organizados que combinam estruturas
organicas e inorganicas. Sua formagdao pode depender de fatores como
temperatura, pressao, concentragdo dos metais, proporgao entre os conectores
inorganicos/organicos, dispersdo e outros parametros no processo de sintese.?%®
Devido a essa gama de possibilidades, estes materiais apresentam propriedades
particulares devido ao seu tamanho e organizagdo estrutural,?'° que podem ser
moduladas de acordo com a fung¢ao desejada, de maneira muito similar ao que
se observa para os MOFs.

Utilizando os mesmos constituintes em uma sintese é possivel se obter
diversos clusters diferentes. Além disso, estes podem ser modificados apos a
sintese, alterando suas propriedades. Clusters metalicos podem ser obtidos a
partir dos sais de metais correspondentes por meio de reacdo com acidos

carboxilicos insaturados ou sais de carboxilatos. Quando certos alquil 6xidos ou
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haletos metalicos reagem com acidos carboxilicos, um ou mais ligantes alquil
oxido sdo substituidos por grupos carboxilato na primeira etapa da reag&o.?'' O
alcool assim liberado pode entédo passar por formacao de éster, na qual a agua
€ produzida. Isso € a fonte dos grupos Oxido ou hidroxido nos aglomerados
formados do tipo Mx(O/OH/OR)y(carboxilato). A presenga dos ligantes organicos
inibe o crescimento do aglomerado e impede a formacgédo de géis de éxidos
metdlicos,?'? resultando em compostos finais geralmente neutros. Normalmente
sdo formados por metais dos grupos IlI-VI, cujos estados de oxidagdo mais
elevados permitem as multiplas ligagbes de oxigénio, resultando em
nanoclusters poliédricos. Em comparagao com outros elementos (por exemplo,
lantanideos), os metal-oxo-clusters baseados no grupo |V apresentam alta
estabilidade e estruturas facilmente isolaveis.?'32'4 Por exemplo, Zr-oxo-clusters
podem ser preparados tanto em solu¢des aquosas quanto em meios organicos.
Em solugdes aquosas, sulfatos e peroxidos frequentemente atuam como ligantes
de cobertura comuns, enquanto meios organicos possibilitam a formacao de
clusters a base de alcoxidos ou carboxilatos com nucleos de 3 a 26 atomos de
Zr.

Clusters de Zr podem ser formados por varias nuclearidades, e sao
facilmente obtidos em reacdes a temperatura ambiente. A quantidade de atomos
metalicos impacta diretamente no arranjo dos atomos e, por consequéncia, em
suas atividades cataliticas. Por exemplo, clusters menores sao obtidos via
condicbes especificas: Enquanto clusters de Zrs tendem a ser planares e
simétricos, os de Zrsa com metacrilato como ligante, podem ser obtidos em
arranjos simétricos e nao-simétricos, de acordo com a sintese. Ja para formar
um cluster de Zrs, € necessario se utilizar ligantes de cobertura com grande
impedimento estérico, prevenindo a organizacdo em um sistema do tipo Zrs.
Alguns exemplos de arranjo dos clusters ainda nao foram observados
isoladamente, como os clusters de Zrs e Zrg, que sao estaveis como subunidades
em MOFs. Grandes clusters, com mais de dez atomos de metal, também podem
ser obtidos, mas nesses casos € comum observar os ligantes, ndo somente
como cobertura do cluster, mas atuando também como ponte (além das pontes
oxo e hidroxo).2"®

Apesar da vasta gama de clusters de Zr, os de Zrs € Zr12 S40 0S mais

comuns e explorados. Estes materiais sdo bastante estaveis ao ar e agua em
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condigbdes neutras contudo, sdo degradados em condi¢gdes basicas ou acidas,
formando espécies de menores nuclearidades ou se polimerizam.?'" Clusters de
Zrs possuem uma estrutura bastante universal que pode ser obtida com
diferentes ligantes, como acido metacrilico, acético, isobutirico, benzoico, entre
outros. Em Zrs, cada atomo de Zr é coordenado a outros 8 atomos, sendo trés
pontes oxo e trés pontes hidroxo (us3-O e p3-OH). Os atomos do metal se
organizam normalmente em um arranjo octaédrico, cobertos por cerca de 12
ligantes carboxilatos. E comum que esses ligantes se organizem em trés, nas
faces dos octaedros, formando um sistema de simetria Cay.2"

Ja os clusters de Zr12 s&o usualmente constituidos de duas unidades de
Zrs interconectadas por quatro pontes dos mesmos ligantes de cobertura. Essa
dimerizagao pode acontecer principalmente quando o efeito estérico dos ligantes
€ pequeno. Em solucdo, é possivel que os clusters de Zrs e Zri2 se
interconvertam, o que usualmente gera maior reatividade nos clusters de Zr12.216

No geral, mesmo sendo moléculas grandes (de alta massa molecular),
sdo normalmente soluveis em agua, podem ser purificados e analisados por
técnicas analiticas e espectroscopicas, bem como atuarem como catalisadores
homogéneos. Em geral, estes clusters combinam as melhores caracteristicas de
catalisadores homogéneos como estudo da reatividade e design, com a
robustez, eficiéncia e reciclabilidade dos heterogéneos. Normalmente eles
também apresentam resisténcia térmica e oxidativa maior que moléculas
organicas que permitem que sejam usados em condigdes reacionais
extremas.?'"2'7 Muitos destes materiais podem ser facilmente separados da
solucdo, podendo ser recuperados e reutilizados, caracteristica normalmente
nao encontrada em catalisadores a base de acidos de Lewis como os compostos
de coordenacgao usuais. Sendo assim, o uso deles representa uma oportunidade
no desenvolvimento de uma nova classe de catalisadores que pode ter um

impacto direto na atividade e aumento da sustentabilidade.
2.1.3 Atividade catalitica dos clusters
Atualmente, catalisadores inorganicos predominantemente dependem

de complexos metalicos homogéneos convencionais ou materiais heterogéneos.

Em particular, materiais baseados em clusters, os MOFs, foram exaustivamente
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utilizados para facilitar reagcdes de hidrélise de fosfoésteres e peptideos em
solugdes aquosas (Esquema 13). Como catalisadores da hidrélise de mono- di-
ou triésteres, os MOFs a base de Zr tem recebido destaque na literatura nos
ultimos anos. Para OPs, eles tém servido tanto para processos de adsorgao e
desintoxicacdo, quanto para processos de degradacao, promovidos por reagoes
de hidrélise.34'9 MOFs como Zr-NU-1000 e UiO-66 foram extensivamente
explorados ao longo dos anos, apresentando alta eficiéncia principalmente em

condigbes alcalinas.90:218

Esquema 13 - Reagdes catalisadas por subunidades de Zr-MOFs.

®* Hidrdélise de ésteres
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® Hidrolise de peptidios
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Os Zr-MOFs foram pioneiros no uso de catalisadores heterogéneos na
hidrolise de varios peptideos e na clivagem especifica de proteinas. Apesar dos
diferentes MOFs utilizados como catalisadores desta reagao, € comum a todos
que a estrutura seja baseada nas subunidades do tipo ZreOs.'®2 Uma andlise
especifica comparativa entre o MOF-808 e o NU-1000 destacou ainda mais o
papel crucial do nucleo de Zr durante os processos de catalise. MOF-808, com
menos ligantes coordenados ao oxo-cluster, expde mais sitios ativos do que NU-
1000, resultando em uma notavel diminuigdo no tempo de meia-vida da reagao
de hidrdlise de peptideos de 120 para 0,72 h.219

No nivel molecular, o sitio ativo desses materiais foi demonstrado por
meio de diversos estudos de modelagem. Esses trabalhos evidenciaram os
centros Zr'V dos clusters como ativadores dos grupos de amida e fosfoéster em
diregdo ao ataque da agua, como elucidado no Esquema 14. O mecanismo
passa por intermediarios de reacdo muito similares aos descritos para

compostos de coordenacgao usuais. Em geral, pode-se dizer que se os MOFs
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sao comparados a enzimas artificiais, os clusters metalicos, sdo os seus sitios

ativos.

Esquema 14 - Proposta de intermediarios cataliticos nas reagdes de hidrélise
catalisadas pelas subunidades de Zr-MOFs

Intermediario de reacao

de hidrélise:

(a) de ésteres (b) de peptideoos
OO\C/O NO HNJLgD
“~TP :
I N NO-H
-—" 0 H OH HoN 4 O
HO | -“\O/" | \ \\O/, \
Zr~o-4' Zri -z

Contudo, mesmo que seja evidente que boa parte da atividade dos
MOFs é decorrente da disponibilidade dos clusters no material, 0 uso desses
como catalisadores isolados ndo € amplamente explorado. Eles apresentam
uma relagado de composigao-estrutura bastante nitida que pode ser utilizada para
elucidar o mecanismo das reag¢des, uma clara vantagem quando comparado aos
MOFs.?20 Além disso, os clusters apresentam propriedades fisico-quimicas
extremamente atrativas para o desenvolvimento de catalisadores, dispositivos
eletrénicos e fotoquimicos, com uma infinidade de aplicacbes potenciais em
areas como quimica e tecnologia. Além disso, ja demonstram atividade
promissora antiviral, antibacteriana e anticancer, e tém sido extensivamente
estudados em pesquisas cristalograficas envolvendo proteinas e acidos
nucleicos.??"

O potencial desses clusters como catalisadores foi recentemente
explorado como proteases artificiais, na clivagem de proteinas através de
clusters de Hf"V e polioxometalatos a base de Zr (Zr-POMs — clusters anidnicos
de alta massa molecular). Além de serem eficientes na hidrélise destas ligagoes,
eles também foram seletivos ao promover a clivagem de residuos de
aspartato.??1:222. Além disso, Zr-oxo-clusters (Zrs e Zri2) foram recentemente
explorados como novos catalisadores discretos para a formagédo de ligagdes
amida. Esses catalisadores possibilitaram a formacao de um escopo de amidas
sem a necessidade de condi¢cdes anidras ou técnicas de eliminagcdo de agua,
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resultando em produtos com bons rendimentos, de até 95% (Esquema 15). Todo
0 caminho reacional pode ser otimizado através das mudangas de condigdes,
elucidando a relagao entre componentes e rendimento. Além disso, o catalisador
pode ser recuperado e reutilizado, mesmo em baixas concentragcdes. Assim,
pode-se considerar que o uso de catalisadores a base de clusters metalicos abre
caminho para reagdes mais eficientes realizadas em condigdes mais simples. No
caso das amidificagdes, por exemplo, isso poderia significar a realizagdo de

reagOes sem a limitagdo industrial da eliminagéo de agua.??3

Esquema 15 - Reagao de formagao de amidas catalisada por Zr-cluster.
o~ Zr12 (0,5 mOl%)

H
Ph"™ SCOH + Ho,N" Ph — g Ph/ﬁvaPh
1,4-Dioxano o

Considerando o uso de clusters e o potencial de Zr-MOFs como
fosfoesterases, € surpreendente que estes nunca tenham sido investigados
isoladamente como catalisadores da hidrolise de ésteres de fosfato. Observando
0 mecanismo de acao sugerido para as reagoes de hidrolise e formacao de
peptideos, fica evidente a semelhanga do sitio de coordenagao desses clusters
com o sitio ativo da PAPs. E comum observar MOFs (e consequentemente os
clusters) como catalisadores alcalinos de OP, sendo que, por algumas vezes
esses materiais sdo comparados a PTE, por atuarem em pH alto. Contudo,
alguns estudos demonstraram que MOFs também podem ser ativos em pHs
mais baixos.?°© Mesmo assim, sabe-se pouco sobre o mecanismo de atuacéo
destes compostos e como os clusters podem atuar isoladamente em reagdes de
hidrdlise, abrindo espago para maiores estudos na area. Ao entender a relagao
entre estrutura do catalisador e rendimento, € possivel avangar na busca e
design de catalisadores mais eficientes, assim como foi feito para compostos de

coordenacgao ao longo das ultimas quatro décadas.
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2.2 OBJETIVOS

2.21

Objetivos gerais

Avaliar a atividade de clusters de Zircdnio como catalisadores da reacéo

de hidrolise de ésteres de fosfato e primeiro exemplo de sitio M'VM' bioinspirado

em PAPs, buscando entender a relacdo entre o mecanismo de reacdo com

estrutura dos catalisadores.

2.2.2

Objetivos especificos

Sintetizar o cluster [ZrsO4(OH)4(C2H302)s(H20)(OH)Cl3];

Testar a atividade do cluster frente ao substrato etil paraoxon;

Promover ensaios cinéticos que permitam avaliar o0 mecanismo de agao
deste cluster, assim como utilizar estudos tedricos para corroborar os
resultados experimentas;

Realizar ensaios cinéticos utilizando outros clusters e MOFs para elucidar
a relacao entre mecanismo e estrutura dos catalisadores;

Comparar o mecanismo atribuido com o descrito para a enzima;
Sintetizar materiais hibridos a base de Zr-MOFs e complexos metalicos;
Testar a atividade desses materiais hibridos como catalisadores da

hidrolise do paraoxon etilico.
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2.3 PARTE EXPERIMENTAL

Todos os estudos reportados no segundo capitulo foram desenvolvidos
na Universidade Catodlica de Lovaina (KU Leuven), em Lovaina, Bélgica. As
atividades foram conduzidas no Laboratorio de Bioinorganica (LBC), com
supervisao da Professora Tatjana Parac-Vogt no periodo de oito meses como
parte do Programa de Internacionalizagdo da Fundacdo de Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoas de Nivel Superior (PrINT-CAPES), no formato de

doutorado sanduiche.

2.3.1 Materiais e Métodos

Os clusters de Zrs e Zr12 utilizando os ligantes: acido acético, 2% acido
benzdico, %?° acido propidnico,??* acido acrilico,??® acido butandico,?'® acido
metilbutandico?'® e acido metacrilico??” foram sintetizados de acordo com a
literatura, e cedidos por membros do LBC (KU — Leuven, Bélgica). Da mesma
forma, os MOFs de Zr UiO-66 e NU-1000228 também foram cedidos pelo
laboratério. Todos os reagentes e solventes foram utilizados sem purificagao
prévia: Acetonitrila (Aldrich, >99,9%), Acetona (Aldrich, >99,9%), Cloreto de
Zirconio (Aldrich); Acido Acético Glacial (Aldrich, 99,7%), HEPES (Aldrich,
99,5%), Isopropanol (Aldrich, >99,9%), Paraoxon-etilico (Aldrich, 90%), TRIS
(Aldrich).

2.3.1.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho (IR) e na regido do UV-Vis

Os espectros de anadlise de Infravermelho foram coletados em um
equipamento Bruker Vertex 70 com transformada de Fourier (FTIR). Os
espectros na regido de ultravioleta -visivel foram medidos em um
espectrofotdbmetro Agilent Cary 6000i UV-Vis-NIR, em cubeta de quartzo

(caminho 6ptico de 1 cm).
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231.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (NMR)

Os espectros de NMR de 'H foram registrados em um espectrémetro
Bruker Avance 400 em agua deuterada (D20 - sinal residual em 4,91 ppm) com
uma concentragdo de 0,0016 mol L' de 3-(trimetilsilil) propanoato-2,2,3,3-d4 de

sédio (TMSP-d4) como referéncia interna.

2.3.1.3 Analise de digestdo por NMR

A digestao do cluster foi realizada dissolvendo 12,0 mg de cluster de Zrs
em 700 yL de NaOD 1 mol L', a temperatura ambiente. Apds 24 horas, a
amostra foi centrifugada por 3 minutos a 15000 rpm. 600 pL da solugéo
sobrenadante foi transferida para um tubo de NMR com 15 uL de uma solucao
de TMSP-d4 0,055 mol L', e o espectro de "H NMR desta amostra foi medido
em um espectrémetro Bruker Avance de 400 MHz. O mesmo procedimento foi

utilizado na digestdo dos materiais hibridos sintetizados.

2.3.1.4 Difracao de raios X de p6 (PXRD)

O padrao de difracédo de raios X de pd (PXRD) foi obtido em um
difratbmetro Empyrean da Malvern PANalytical (em modo de transmissdo) em
uma faixa de 1,3 a 45° 20, utilizando um detector de estado solido PIXcel3D e
um anodo de Cu (Cu Ka1: 1,5406 A; Cu Ka2: 1,5444 A).

2.3.1.5 Titulagao Potenciométrica

A titulacao foi realizada em um titulador automatico Mettler-Toledo T5. A
calibracao foi efetuada com solugcdes tampao comerciais de pH 2,00, 4,00, 7,00
e 12,00 (Chem Lab). Zre (52 mg) e KCI (29 mg) foram dissolvidos em agua (40
mL). A solugéo foi coberta com Parafiim® deixada sob agitagdo para equilibrio
do sistema por 2 horas antes da titulacdo. O pH inicial foi medido e, em seguida,
titulado com KOH aquoso 0,1 mol L' até atingir pH 11,5. Os volumes de injegcao
variaram entre 0,05 mL e 0,005 mL. As titulacdes foram conduzidas em duplicata.

Os pontos de equivaléncia foram calculados usando a primeira derivada das
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curvas, seguindo a variagao de pH em fung&o do volume de titulante adicionado.
Os pontos de maximo da derivada indicam os pontos de equivaléncia. Os valores
de pKa foram determinados como o pH da solugdo quando metade do volume de

titulante necessario para atingir um ponto de equivaléncia foi adicionado.
2.3.1.6 Espectroscopia de Estrutura Fina de Absorcao de Raios X (EXAFS)

As andlises e tratamento de dados foram realizados pelo Dr. Angelo
Mullallui, da Universidade Catdlica de Lovaina, Bélgica. Experimentos de
Espectroscopia de Estrutura Fina de Absorgéao de Raios X foram conduzidos na
linha de feixe XAFS 11.1 da Elettra - Sincrotrone Trieste (Italia). O anel de
armazenamento operou a 2,4 GeV no modo de recarga continua, com uma
corrente tipica de 310 mA. Dados de XAFS foram registrados na borda K de Zr
no modo de transmissdo, utilizando pastilhas preparadas misturando uma
quantidade apropriada do cluster e celulose. Espectros foram adquiridos de
17698 eV a 19522 eV ao redor da borda K de Zr, com um passo k constante de
0,03 A' e tempo de aquisicdo de 2 s/ponto.

A analise estendida de XAFS (EXAFS) foi realizada utilizando o pacote
GNXAS, baseado na teoria de espalhamento multiplo (MS). O sinal senoidal dos
espectros experimentais de EXAFS foi descrito considerando apenas algumas
contribuicdes-chave do modelo estrutural mostrado no Esquema 16. Dois termos

de dois corpos (y®)foram utilizados para considerar os dois diferentes
oxigénios estruturais no ambiente da primeira camada de Zr (yl(z)(Zr —01) e
yz(z)(Zr — 02), cada um com degenerescéncia N = 4), enquanto dois sinais de
dois corpos adicionais foram usados para descrever os pares )/3(2) (Zr — Zr) com

N=4¢e y4(2)(Zr—Zr) com N =1).
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Esquema 16- Representacdo grafica do modelo estrutural utilizado para a
analise de EXAFS. Cada Zr (por exemplo, Zr azul na parte superior) coordenados
a oito atomos de oxigénio (4u3-0~2,1 A e 4p2-O ~2,2 A, descritos por y.e y,,
respectivamente), quatro atomos de Zr equatoriais (atomos azuis-claros a ~3,6
A) e um atomo de Zr apical (4tomo violeta a ~5,0 A).

2.3.1.7 Estudo de hidrolise do paraoxon-etilico (POX)

Em um microtubo de centrifugagao de 1,5 mL, o cluster de Zre (2,0 mg;
1,5 umol) foi dissolvido em 1 mL de solvente (HEPES 0,1 mol L' pH= 7,0, TRIS
0,1 mol L' pH= 9,8 ou agua destilada). O pH da solugéo foi medido, e 6 uL de
paraoxon-etilico (25 umol) foram adicionados. A reacao foi realizada em um
agitador térmico a 60 °C. Amostras (10 pL) foram coletadas em momentos
especificos apos centrifugagéo rapida da mistura reacional (3 minutos, 15000
rom) e imediatamente diluidas com agua (1 mL) e analisadas em um
espectrofotdmetro UV-Vis, onde se observou a formacéo do produto 4-NP em
317 nm (9021 L mol* cm™). A reacéo foi monitorada por 31 horas, e o pH foi
medido novamente neste ponto. O mesmo procedimento foi seguido para
experimentos realizados a 37 °C.

A hidrdlise espontanea foi investigada realizando reacdes a 60 °C em
condicdes idénticas as descritas acima para Zrs, mas sem adi¢gao de qualquer
catalisador. POX (6 pL, 25 ymol) foi adicionado em agua (pH 3,0 corrigido com
HCI, 37%) ou em tamp&o (HEPES 0,1 mol L-! pH= 7,0). Assim como para Zrs,
amostras (10 yL) foram coletadas em momentos especificos, diluidas em agua
e analisadas usando um espectrofotdmetro UV-Vis no mesmo comprimento de

onda previamente citado.



161

Experimentos envolvendo outros clusters de Zrs e Zri2 e os MOFs NU-
1000 e UiO-66 foram realizados conforme descrito para Zrs, utilizando 6% em
massa de catalisador no estado sélido. Da mesma forma, a investigagao dos
efeitos isotdpicos na taxa de hidrolise promovida por Zrs foi realizada nas
mesmas condigdes descritas acima, mas utilizando agua/tampdes deuterados
(HEPES 0,1 mol L' — pH 6,0) como solvente de reagao.

Para os experimentos utilizando ZrCls como catalisador, o sal de Zr foi
adicionado usando solugdes estoque de ZrCls em agua ou tampéo HEPES. Para
as reagdes em agua, 600 pL (1,5 pmol de Zr) da solugdo estoque de ZrCl4
(2,57%x10-3 mol L' de Zr) foram diluidos em 400 pL de agua. Para a reagdo em
tampao HEPES, 200 L da solugdo estoque de ZrCls (9,40%10-3 mol L' de Zr)
(1,5 pmol) foram diluidos em 800 pL de tampao (HEPES 0,1 mol L' pH= 7,0).
As reacgdes foram realizadas e monitoradas como descrito para Zrs por 31 horas
a 60 °C.

Para as reagdes de hidrolise com os materiais hibridos (MOFs +
complexos sintetizados no primeiro capitulo) os MOFs sintetizados (1,5 mmol L-
1) foram adicionados a um microtubo de centrifugagcdo de 1,5 mL e 1 mL de
solvente CH3CN/HEPES 0,1 mol L-' pH 7,0 (1:1, v/v). Em seguida, 6uL (25 mmol
L-') de POX foram adicionados. A reagdo permaneceu sob agitagéo a 25 °C, e
foi monitorada por até 48 h. Amostras de 10 pL foram retiradas periodicamente
e diluidas em 1 mL do mesmo solvente para analise via UV-vis.

Os experimentos utilizando os complexos (Capitulo 1) foram realizados
também em CH3CN/HEPES 0,1 mol L-' pH 7,0 (1:1,v/v), utilizando 1,5 mmol L
de cada complexo em 1 mL de solvente. Apds a adigdo de 6L (25 mmol L") de
POX a mistura reacional foi mantida sob agitacéo a 25 °C e acompanhada por
60 h, através da retirada de aliquotas de 10 uL periodicamente. Estas foram

dissolvidas em 1 mL do mesmo solvente e analisadas por UV-vis.

2.3.1.8 Estudos computacionais via DFT

Calculos de DFT foram realizados pelos colaboradores Albert Solé-
Daura, Jordi Puiggali-Jou, e Jorge J. Carb6 da Universidade Rovira | Virgili,
Espanha, utilizando o cédigo Gaussian 16 (rev. A01).22° As geometrias de todos

os sistemas foram completamente otimizadas sem quaisquer restricbes de
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simetria no nivel B3LYP-D3BJ"51.152230-232 tilizando o conjunto de base 6-
31G(d,p)?3-2% para elementos do grupo principal e o conjunto de base
LANL2DZ?3%¢ complementado por fungdes de polarizagao do tipo f de Frenking?®”
para atomos de Zr. Efeitos de solvente da agua foram incluidos por meio do
modelo de solvente IEF-PCM?%® implementado no Gaussian 16. A natureza de
minimo ou ponto de sela de todas as espécies foi confirmada por meio do calculo
de frequéncia. Energias eletronicas foram corrigidas realizando um calculo de
ponto unico em estruturas otimizadas usando um conjunto de base mais
estendido triplo-{ (LANL2TZ(f) 23723 para Zr e 6-311G(d,p) 2*° para os elementos
restantes). As energias livres foram calculadas na concentragao padrao de 1 mol
L-'a 60 °C usando o codigo GoodVibes,?*! exceto aquelas usadas para construir
o modelo de especiagcdo, que foram obtidas a uma temperatura de 25 °C.
Variagdes de energia livre associadas ao deslocamento do equilibrio acido-base

(AG) foram estimadas por meio da Equacao 2:

Equagio 2: AG = AG/1M 60°C)_§Gy,(1atm, 60 °C > 1M, 60 °C) 4 § (5, (1atm, 60 °C > nM, 60 °C)

onde AG{M.60°C) ¢ 3 energia livre de desprotonagéo obtida a partir do pKa por
meio da Equagéo 2, e dGh.(1atm. 60 °C > nM, 60 °C) congidera a variagéo de energia
livre a0 mudar de um estado de referéncia (de 1 atm a 60 °C) para prétons em
um estado diferente que corresponde a sua concentragao (n) no pH

experimental.

Equagdo 3 : AG(™.80°C) = _|n(10) RT pKa

Equacdo 4: 3Gn.(1atm 60°C>nM.60°C) = RT In(n RT)

Assim, dGH-(1atm. 60 °C > 1M, 60 °C) foj determinado como +2,19 kcal mol,
enquanto dGn.(1atm. 60°C > nM, 60 °C) ggsume valores de -2,38 e -0,86 kcal mol' a
pH 3,0 e 2,0, respectivamente. Um conjunto de dados com as estruturas
otimizadas das espécies mais relevantes esta disponivel no repositorio ioChem-
BD 242 e pode ser acessado em https://iochem-
bd.urv.es/browse/handle/100/1190.
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Determinar valores de pKa com precisdo com base exclusiva em dados
computacionais ainda € um grande desafio para a quimica computacional,
devido as dificuldades inerentes a modelagem de prétons em solugao aquosa.
Para contornar esse problema, os valores de pKa para as espécies baseadas em
Zre foram estimados da seguinte forma. Primeiro, calculamos as diferencas de
energia livre entre o conjunto de acidos inorganicos compilados no APENDICE
DD, para os quais valores experimentais de pKa estéo disponiveis,?* e suas
bases conjugadas. Esses dados foram entdo ajustados a um modelo de
regresséo linear, mostrado no APENDICE EE que fornece uma equacéo linear
para calcular valores de pKa a partir de diferencas de energia livre entre acidos
e suas bases conjugadas, contornando assim a necessidade de usar qualquer
valor para a energia livre de um proton em solugdo para calcular energias livres
de protonacdo. As diferengas de energia livre entre os aglomerados de Zre
protonados e desprotonados foram finalmente interpoladas no ajuste

representado no APENDICE EE para obter os valores de pKa discutidos no texto.

2.3.2 Sintese do Zr-Cluster (Zre)

O cluster [ZrsO4(OH)4(C2H302)s(H20)2Cls] (Zrs) foi sintetizado conforme
descrito por Dai et al. (2021).222 ZrCls4 (10 g) foi adicionado a uma mistura de
CH3COOH (15 mL) e isopropanol (25 mL). Apés homogeneizagao, a mistura de
reacao foi agitada (500 rpm) sob refluxo (em banho de 6leo a 120°C) por 60
minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente, o cluster foi coletado por
centrifugacdo a 5000 rpm por 30 minutos. O sélido branco coletado foi
posteriormente lavado duas vezes com acetona (15 mL por 2 h cada porg¢éo) e

permitido secar ao ar por 3 dias antes da caracterizagao.

2.3.3 Sintese dos materiais hibridos

Em tubos de centrifugacdo de 20 mL, foram adicionados
aproximadamente 1,5 mmol dos MOFs UiO-66 e NU-1000. Em seguida, cerca
de 3,6 mmol dos complexos 1-5 foram adicionados (mantendo uma proporgao
de 2,4 vezes de excesso de complexo) a cada tubo contendo os MOFs,

totalizando 10 amostras diferentes. Foram adicionados 20 mL de acetonitrila, e
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a suspenséo foi agitada a temperatura ambiente por aproximadamente 24 h.
Apos decorrido este tempo, os tubos foram centrifugados por 15 min a 10000
rom. O sobrenadante foi coletado e analisado via UV-vis para determinagao da
concentracao resultante da solugéo. O sdélido colorido foi lavado com acetonitrila
(20 mL) agitando por 30 min, seguido de centrifugagédo (15 min, 10000 rpm) e
descarte do sobrenadante, até se observar descarte de solucéo incolor. Os

soélidos resultantes foram secos sobre pressao reduzida por 24 h antes do uso.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Caracterizagao do Cluster

O cluster [ZreO4(OH)4(CH3CO2)s(H20)2Cls] Zrs, foi escolhido para o
desenvolvimento deste trabalho, devido sua estrutura ser muito bem definida na
literatura, e uma rota sintética de facil preparagcédo utilizando ZrCls e acido
acético.??® Ele é composto por um centro oxo-metalico do tipo {ZrsO4(OH)4}, de
arranjo octaédrico onde os seis atomos de zircdnio estao interligados por pontes
oxo ou hidroxo. Esta estrutura esta presente em varios Zr-MOFs utilizados na
hidrélise de ligagdes fosfoester.?** Para estabilizar essa estrutura, ligantes
derivados de acidos carboxilicos sdo utilizados formando uma capa em torno
desse oxo-centro. Os ligantes acetatos sdao entdo coordenados usualmente de
maneira bidentada. Alguns defeitos podem ser encontrados na estrutura, onde
ligantes aquo ou cloreto (derivados do acido cloridrico usado na sintese) podem
ser encontrados no lugar de acetatos. Um esquema geral da estrutura proposta

para o cluster utilizado neste trabalho é apresentado na Figura 44, a seguir.

Figura 44 - Representacdo do Cluster de Zircbnio Zrs. (a) poliedros azuis
representam o atomo de Zr e sua esfera de coordenacao, circulos vermelhos
representam oxigénios dos ligantes. (b) atomos de Zr estdo contidos nos
poliedros azuis, circulos cinza mostram os atomos de carbono dos ligantes
acetatos.

(@)

T

Apos a sintese, o cluster foi submetido a algumas analises e comparado
com os resultados descritos na literatura. Outras caracterizagdes foram
realizadas para melhor entender a relagdo da estrutura do cluster em solugao
com a atividade cinética. Estas analises serdo discutidas posteriormente nas

secoes de “2.4.5 Consideragdes sobre o0 mecanismo” e “2.4.6 Estudos tedricos”.
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2.4.1.1 Espectrofotometria de Infravermelho (IR) e difracdo de Raios X de po6
(PXRD)

Assim como para os complexos do capitulo 1, a primeira analise
realizada foi IR. O espectro disponivel na Figura 45 concorda com o disponivel
na literatura.??® As bandas em 1457 e 1547 cm™! sdo referentes aos estiramentos
simétrico e assimétrico, respectivamente, dos grupos acetatos coordenados aos
atomos de Zr de maneira bidentada (Av < 180 cm).7" Além disso, observa-se
as bandas em 649 cm™' relacionada a um estiramento da ligagdo Zr-O, e uma
banda de estiramento O-H de agua, em 3270 cm-!, ambos relacionados a

presenca de agua como ligante no cluster.

Figura 45 - Espectro na regido do infravermelho do cluster Zrs.

VR

1

3270 cm”
©
[&]
[
I
& /1'
S 1545 cm’
— e
© 1457 cm™’!
3
649 cm”

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

A técnica de difragao de raios X de p6 (PXRD) também foi utilizada para
observar a cristalinidade do material e compara-lo com a literatura para
corroborar a obtencdo do material. O padréo de difracdo do cluster (Figura 46)
também se mostrou condizente com o esperado.??8 E observado somente um
sinal de alta intensidade, em aproximadamente 10 (em valores de angulo de 20)
sugerindo um unico padrdao de difracdo, que indica um sistema bastante

organizado e simétrico. Em clusters do tipo [ZrsO4(OH)4(OOCR)12] € comum que
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os atomos de Zr se organizem como um octaedro e estdo conectados por us-
pontes de oxigénio. Cada atomo de Zr esta coordenado a outros oito atomos em
um sistema cubico, justificando o unico sinal observado na analise de raios X de

p(’)_216

Figura 46 - Padrao de difracado de raios X de p6 do cluster de Zre.
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2.4.1.2 Analise, por "H NMR, dos produtos de digestéo do cluster

O uso de bases fortes na presenca do cluster tende a promover a
degradagdo do material pela dissociagdo dos grupos acetatos periféricos ao
entorno do arranjo de {ZrsOs}. Essa dissociacdo permite que o sinal de
hidrogénio referente a esses acetatos seja integrado e comparado com algum
padrao externo. Assim, apds deixar o material em contato com NaOD 1 mol L,
por 24 h, a analise de NMR foi realizada utilizando uma concentragdo conhecida
de padrao TMSP-d4. Pela integragdo dos sinais de hidrogénio, observa-se a
propor¢cao de, aproximadamente, 1:23 (padréo:cluster), contudo, o sinal do
padrao é referente a 9H, enquanto o sinal de acetato é referente a 3H, gerando
a proporcao de aproximadamente 1:8 acetatos. Valor concordante com o
proposto para a estrutura do cluster. O espectro de NMR da digestao do material
é apresentado no APENDICE FF. Mais consideracdes sobre a estrutura do
material serdo realizadas na secdo “2.4.6.1 Determinagdo da espécie em
solugcao”.
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2.4.2 Atividade hidrolitica frente ao substrato paraoxon

A atividade de clusters de zircbnio para hidrélise de ésteres de fosfato
nunca foi explorada de maneira isolada. Como discutido anteriormente, estes
clusters, neste caso especificamente oxo-clusters do tipo ZrsOs, sdo comumente
encontrados como subunidades dos MOFs. Estas, quando interconectadas por
moléculas organicas denominadas linkers ou conectores formam essa
macroestrutura, um catalisador em potencial. Mesmo assim, como discutido na
secao anterior, a atividade dessas moléculas € normalmente atribuida a agcéo do
proprio cluster.

Para avaliar o potencial de Zre como catalisador de hidrodlise de triésteres
de fosfatos, o POX foi selecionado como substrato modelo. Os estudos cinéticos
foram realizados em condicdes acidas e neutras e acompanhados em 37 e 60°C.
Para reagbes em condi¢cdes acidas, o cluster foi simplesmente dissolvido em
agua, e devido a acidez intrinseca do centro metalico ocorre a desprotonagao de
algumas aguas coordenadas aos sitios de Zr, acarretando a acidificagcdo da
solucdo até pH 3,0. Para as reacbes em condicdo préoxima a neutralidade foi
utilizado tamp&o 0,1 mol L' - HEPES, pH 7,0. A utilizagdo do tamp&o diminui a
influéncia do cluster no pH da reacédo, resultando em pH inicial de 6,4. O

Esquema a seguir, resume as condi¢des reacionais avaliadas.

Esquema 17 - Condigbes experimentais para hidrélise do POX usando Zre como

catalisador.
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Primeiramente os estudos focaram em elucidar, de maneira mais
abrangente, o efeito da temperatura e pH nas reagdes. Nestas condigbes, foram
desenvolvidos estudos cinéticos em ftriplicata por 31 h, aliquotas foram retiradas
em 5 h e 24 h e analisadas por técnica espectroscopica acompanhando a

liberacdo do produto 4-NP.
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O efeito da temperatura no resultado da reag¢ao € mais claro quando em
pH 3,0. O aumento de atividade pelo aumento de temperatura é mais evidente
nessa condicdo do que para o pH 6,4, mesmo que também seja visto um
aumento da concentragao de produto quando a temperatura € elevada, mas de
maneira menos evidente. A Figura 47 mostra as concentragdes de 4-NP obtidas
apo6s 5 h (cores claras) e 24 h (cores escuras) de reacao, paraospH 3,0e 6,4 e
temperaturas de 37 e 60 °C. Como esperado, as reagées em 37°C foram menos
eficientes que as conduzidas em 60°C, para os dois pHs analisados, e as
reacdes em pH 6,4 foram mais rapidas quando comparado aquelas em pH 3,0,
como observa-se nos resultados de 5 h. Contudo, em 60 °C, a reagdo conduzida
em pH acido teve aumento significativo na conversao de reagente em produto,

gerando um resultado similar a reagéo de pH 6,4 apos as 24h.

Figura 47 - Concentracao de nitrofenolato (4-NP) liberado na reagao de hidrolise
catalisada, apos 5h (cores claras) e 24h (cores escuras), em 37°C e 60°C em pH
6,5 e 3,0. [Zre] = 1,5 mmol L™"; [POX] = 25 mmol L™'.*

[4-NP] ( x 10° mol L)

0 1 ool ™
37°C 60 °C 37°C 60 °C
pH 6,4 pH 3,0

*As colunas em branco representam a hidrélise espontanea, sem catalisador. A 37 °C n&o foram
observados valores consideraveis de hidrdlise espontanea.

Para reacao em pH 3,0, depois de decorridas 24 h observou-se um
rendimento 12 vezes maior em 60°C, quando comparado com a mesma reacgao
a 37°C. Por outro lado, o aumento da temperatura triplicou o rendimento da
reacdo em pH 6,4. Essa diferenca da influéncia da temperatura no rendimento
sugere que o mecanismo hidrolitico seja parcialmente diferente e que o estado

de transicdo (TS) da reacao conduzida em pH 3,0 € mais energético que a
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reacdo em pH 6,4 (uma vez que a influéncia da temperatura € mais evidente
nesta reagao). Mesmo que mais valores experimentais sejam necessarios para
confirmar essa sugestao, ela esta condizente com o observado na literatura e
com os valores tedricos que serdo discutidos na secdo de “2.4.6 Estudos
tedricos”.

Devido a acidificagdo das solugdes induzidas pelo cluster em solugéo, e
sua clara dependéncia da temperatura, o pH das reagdes foram medidos no
inicio das reacdes e apos 31 h. Observou-se acidificagdo da solugao durante
todas as reagbes, contudo, temperaturas mais altas causaram maiores
mudancas no pH final. Em 60°C, as reagdes em agua, inicialmente em pH 3,0,
acidificaram até pH 2,0, enquanto em HEPES, observou-se um decaimento de
pH de 6,4 a 4,2.

Ja em 37°C, as mudangas foram menos significativas, quando usando
tampéao, indo de pH 6,4 para 5,3 e menores ainda quando em agua, mudando
de pH 3,0 para 2,7. Essas varia¢des indicam que a mudanga de pH durante a
reacao possa estar relacionada com a formacgao dos produtos, uma vez que as
variagoes de pH acordam com os rendimentos observados. Neste caso, a acidez
da mistura de reacao deve estar relacionada com a formagdo do produto
dietilfosfato (DEP — Esquema 17) que possui pKade 1,42.

Uma vez que a dependéncia da temperatura foi avaliada, e os resultados
mostram maiores rendimentos em condi¢des de maior temperatura, optou-se por
continuar os estudos de avaliagao cinética e do mecanismo em pH 3,0 € 6,4 em
temperatura de 60°C. Assim, as reagdes foram conduzidas nas mesmas
condigdes, por 31 h, e aliquotas foram coletadas em determinados intervalos de
tempo e analisadas por espectroscopia de UV-Vis, assim como as analises
anteriores. A Figura 48 mostra a curva obtida, em fung¢ao da concentracado do
produto 4-NP, para ambas as condicdes analisadas. Também foi realizado o
acompanhamento cinético da reagcdo sem os catalisadores, em condicbes
semelhantes. Para pH 3,0, utilizou-se HCI 1,0 mol L-! para se alcancar o pH de
interesse, e o tampédo HEPES em pH 7,0. Em ambos os casos, as reacdes sem
catalisador demostraram o mesmo comportamento, gerando valores de
liberagdo de produtos similares. Portanto, a tendéncia da reagao sem catalisador

€ resultado de uma média entre as duas reagdes.
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Figura 48 — Reacéo de hidrolise de POX em 60°C, pelo cluster Zre, em pH 3,0 e
6,4, e nas mesmas condigdes sem catalisador. [Zré] = 1,5 mmol L'; [POX]= 25
mmol L'; em agua (pH 3,0); HEPES, 0.1mol L-' — pH 7,0 (pH 6,4 ), em 60°C.
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Além de influenciar o pH da reacao, a formagao dos produtos parece
influenciar o rendimento final. Surpreendentemente, as rea¢des em pH 3,0 € 6,4
atingem a saturacdo em uma quantidade de produto similar. Quando em
aproximadamente 19% de conversdo de reagente em produto (~5,35 x 10~ mol
L-') ambas as reacgbes atingem estabilidade. Esses rendimentos limitados
também sao observados em algumas reagdes envolvendo MOFs de zircdnio
como catalisadores destas reacgdes (veja “2.4.4 Estrutura do catalisador vs
reatividade). Acredita-se que esse limite de conversdo seja relacionado a
inibicdo causada pelo produto fosfato formado que pode se ligar aos atomos de
Zr, uma vez que ligantes fosfatos possuem uma maior afinidade com o centro
metalico que os ligantes carboxilatos e agua (veja “2.4.3 Analise de estrutura
apos recuperagao e reuso).

Observando-se a figura acima, fica evidente que a reacdo em condi¢cao
neutra € mais rapida que em condig¢des acidas. A reacdo em pH 6,4 alcanca seu
valor maximo em cerca de 8 h, enquanto em pH 3,0 esse mesmo valor é obtido
ap6s 30 h. As constantes observadas (kobs) foram obtidas por um ajuste da
variagao da concentragdo de 4-NP durante o tempo, por uma equacido de
primeira ordem (Tabela 24). As reacdes utilizando o catalisador ndo se

comportam nem de acordo com um grafico de primeira ordem, nem de segunda
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ordem. lIsso fica claro principalmente quando estes sao linearizados, e de
maneira alguma mostram uma reta para os dados. Isso pode ocorrer por uma
inibicdo do catalisador causada pela formagao dos produtos. Como discutido, &
possivel que conforme o produto € formado, esse se coordene ao catalisador,
diminuindo sua atividade. Por isso, os graficos foram usados até 10% de
conversao para determinacao da constante (via equagao cinética de primeira
ordem), onde a quantidade do produto ainda € muito baixa para influenciar a
curva cinética.’® Para a reagdo espontanea, também foi possivel linearizar os
dados, resultando em um valor de kobs, bastante similar ao ajuste nas primeiras

5-7 h de reacdo. Os gréaficos estdo apresentados no APENDICE GG.

Tabela 24- Valores de constantes calculados para Zrs, ZrCls e outros
catalisadores reportado na literatura para hidrélise de POX.*

Catalisador pH k (x10° s™)
Zres 3,0 8,00

Zres 6,4 46,60
ZrCls 2,7 5,30

ZrCls 6,7 6,50
Zn?*_[12]aneN 8,1 1,012
[Zn2(HL1 )2(Py)4].2H20 8,5 0,25
[Zn2(H2L3 )2(NO3)2] 8,5 0,4QP

*Hidrélise espontanea = 4,5x10% s'. 2850% de H20, 37,5% de D20 e 12,5% de CD3CN a 50 °C,
[12]aneN = 1,4,7,10-tetraazaciclododecano; em DMSO/agua tamponada (1:1) a 50 °C, 245 PHL=
3-[(1E)-N-hidroxietanimidoil]-4-metil-1H-pirazol-5-carboxilico, py = piridina, HzLs = (E,E)-(4-metil-
1H-pirazol-3,5-diil)bis(metilmetanona)dioxima.?46

Embora as PAPs geralmente exijam um nucleo binuclear heterovalente,
alguns miméticos estruturais se mostram eficientes mesmo com metais
bivalentes. No entanto, nestes casos, € normalmente necessario aumentar o pH
para obter a espécie catalitica. Com clusters de Zr"V, é possivel alcancar a
especie catalitica em pH acidico, semelhante ao ambiente enzimatico natural do
que para compostos miméticos anteriormente relatados. Além disso, a utilizacao
de catalisadores inorganicos homogéneos para clivar organofosfatos téxicos é
salvo engano, um campo pouco explorado. Uma comparagao dos resultados
com outros compostos de coordenacdo previamente relatados destaca o
potencial promissor dos catalisadores de cluster Zr (Tabela 24).
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Para avaliar se atividade cinética é referente ao cluster ou ao atomo de
Zr isoladamente, foram feitos experimentos utilizando cloreto de zircénio (ZrCls)
como catalisador (Figura 49). Nenhum efeito positivo foi observado em
condigbes acidicas, ja que a taxa de hidrolise foi a mesma que a reagdo sem

catalisador.

Figura 49 - Reacgao de hidrolise de POX, catalisada por ZrCls, a 60°C. Condigodes:
[ZrCl4] = 1,5 mmol L; [POX]= 25 mmol L'; em agua (pH 2,7); HEPES, 0.1 mol
L-'—pH 7,0 (pH 6,7), em 60°C.
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Observou-se que as reacdes com ZrCls se comportaram de maneira
similar durante as primeiras horas de reacao, tanto para a reacdo em condi¢cao
neutra quanto acida. Contudo, a atividade gerada pelo sal tende a aumentar
depois de algumas horas, quando em pH 6,4. Essa variagcdo de comportamento
pode ser relacionada a quimica do Zr em condigbes aquosas.?'® Quando o sal é
dissolvido em agua, ele rapidamente € hidrolisado formando tetrameros
[Zra(OH)s(OHz2)16]%*, similares ao Zre, os ligantes aquo deste cluster podem se
desprotonar em solugdo, gerando um ambiente mais acido. Em concordéancia
com isso, observa-se que a reagao do ZrCls em agua apresenta pH inicial de 2,7,
enquanto isso em tampao HEPES (pH 7,0 — 1 mol L*') pHi=6,7. Sendo assim, a
hidrolise com ZrCls pode ser mais ativa nessas condicbes apds passar por
restruturacdes desses tetrameros em espécie mais ativas, que podem acelerar

as reagdes em 6,7 de maneira mais efetiva que 2,7.
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Esses experimentos mostraram que mesmo que as reag¢des usando o
cluster alcancem saturacdao em um rendimento consideravelmente baixo, elas
sao eficientes na hidrolise de triésteres. Considerando os valores de constantes
de primeira ordem (Tabela 24) observa-se que a catalise em condi¢gdes neutras
usando Zre acelera a reagcado 7 vezes mais que o sal de zircbnio, e € 20 mais
rapida que a hidrélise espontanea. Em pH acido isso também é observado,
sendo o cluster 1,5 vezes mais rapido que a reagdo usando ZrCls ou sem
catalisador. Além disso, mesmo que a cinética usando o sal seja mais rapida em
condicdo neutra que em condi¢cdo acida, ndo se observa uma mesma taxa de
reacdo, mostrando que o arranjo estrutural do cluster tem um papel importante
na reacgao.

Para tentar elucidar a causa da inibi¢do do catalisador, uma reagcdo em
condigdes similares foi realizada utilizando quantidade estequiométrica (em
nuamero de mols) de substrato e catalisador (Zrs) (Figura 50). Se a inibicdo do
cluster pelo fosfato for o unico fator influenciando o rendimento da reacao,
espera-se que a reacao atinja 100% de conversdo, ao se utilizar a mesma
quantidade de cluster e substrato. Primeiramente, observa-se que o pH inicial
das reacdes se encontra mais acido que os anteriores. Esse fator é ocasionado
pelas maiores concentragdes de cluster em solugdo, que aumentam a
disponibilidade de grupos que podem ser desprotonados acidificando o meio
reacional.

Os resultados obtidos mostram uma conversao de 40% de reagente em
produto, um aumento de 20 % em comparagao com as reagdes em excesso de
substrato, mesmo que a quantidade de catalisador tenha sido aumentada em 10
vezes. Esses resultados indicam que a interagao do cluster com o fésforo néo é
unico fator a ser considerado para a limitagdo da hidrélise do substrato. Isso
levantou a hipotese de que o pH e consequentemente o decréscimo deste
durante as reacdes possam estar inibindo a continuidade da reac&o. Mais sobre
isso sera discutido na secao “2.4.5 Consideracdes sobre o mecanismo” e “2.4.6

Estudos tedricos”.
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Figura 50 — Reacdo de hidrolise de POX, em quantidade equimolar de
catalisador e fosfato. Condigées: [Zrs] = 12 mmol L'; [POX]= 14 mmol L'; em
agua (pH 2,4); HEPES, 0,1 mol L' — pH 7,0 (pH 4,0), em 60°C.
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2.4.3 Analise de estrutura apds recuperagao do catalisador e reuso

ApoOs as reagdes, que se iniciam homogéneas, observa-se a formagao
de um precipitado. Este foi recolhido, lavado com acetona e submetido a analises
para avaliar sua composicdo. Inicialmente, buscou-se compreender se o
precipitado encontrado se tratava ainda do cluster, ou se a reag¢ao poderia ter
destruido a estrutura do material, formando sais de zircénio em solugao. Além
disso, através destas analises também foi possivel observar a presenca dos
grupos fosfato no material, corroborando a ideia de que o catalisador sofre

inibicdo dos seus sitios ativos durante a cinética.
2.4.3.1 Espectroscopia de IR e digestao por NaOD

Primeiramente o sdlido branco foi submetido a analise de Infravermelho
0 espectro obtido é apresentado na Figura 51, juntamente com o espectro do
cluster antes da reacdo de hidrdlise. E possivel observar que, depois da reaco,
o material recuperado ainda apresenta os estiramentos simétricos e assimétricos

dos ligantes carboxilatos, em 1567 e 1447 cm -, respectivamente, assim como
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o obtido para Zrs. O sinal de estiramento Zr-Cl em 649 cm™', também continua
visivel apos a cinética, indicando que o cluster deve continuar organizado de
maneira semelhante antes e depois das reagdes. Além disso, € visivel a
presenca de estiramentos P-O em 1034 cm-', corroborando a ideia de que o
cluster esta sendo inibido pela coordenagdo de grupos fosfatos aos centros

metalicos.

Figura 51 - Espectro na regido do Infravermelho (em ATR) de Zre antes e depois
das reacdes de hidrdlise.
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Com o objetivo de se verificar a presenga dos grupos fosfatos no material
recuperado, foi realizada a digestdo do composto em NaOD, e analisado por
NMR, assim como feito anteriormente para a caracterizagdo do Zrs. A Figura 52
mostra o espectro obtido para o material recuperado apos cinética em pH 3,0.
Em 1,28 ppm é observado um ftripleto, atribuido ao grupo etil de DEP, assim
como o quintupleto aparente em 3,93 ppm. A auséncia de sinais na regido de 5-
7 ppm indica que nao ha presencga de grupos fendlicos e, consequentemente,
que o composto presente no material coletado é referente ao produto 2
(Esquema 17), e ndo ao reagente POX. Além disso, o sinal referente aos ligantes
acetatos (1,92 ppm) também permanece aparente no espectro, concordando
que o cluster permanece presente, como observado pela analise por

infravermelho.
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Figura 52 - Espectro de "H NMR apos digestao do cluster em NaOD, apds reagéo
de hidrélise de POX, em pH 3,0.
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Os resultados obtidos para o material apés reagcdo em pH 6,4 séo
similares (APENDICE HH) aos apresentados para pH 3,0, mas também é
encontrado sinais referentes ao tampéao organico utilizado na reagéo, sugerindo
que este também seja adsorvido pelo material. A referéncia (3 = 0 ppm, TMSP-
d4) foi utilizada para integrar os sinais, uma vez que sua concentragdo é
conhecida. Assim, também foi possivel observar que a absor¢do de produto
(DEP) pelo cluster € maior em pH 3,0 do que pH 6,4. Esse efeito pode estar
relacionado com uma mudanca na espécie catalitica entre as reacdes, ou pela

absorcao de tampao que também é visivel no espectro.

2.4.3.2 Espectroscopia de Estrutura Fina de Absorcao de Raios X (EXAFS)

O EXAFS permite obter informacgdes valiosas sobre a estrutura local de
materiais, especialmente em relagao a vizinhanca imediata dos atomos de um
elemento especifico na amostra. Sendo assim, a analise de EXAFS também foi
realizada para os materiais recuperados, no Elettra Sincrotrone Trieste (Italia),

pelo pds-doutorando Angelo Mulalliu (KU Leuven). Na Figura 53 sé&o
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apresentados os resultados obtidos sobrepostos aos sinais calculados pelo
modelo apresentado (Esquema 16), mostrando uma excelente correlagdo. Como
o modelo utilizado para previsao tedrica € a estrutura do oxo-cluster {ZreéOs}, é
possivel inferir que as estruturas dos clusters continuam intactas apés as

reagdes (em ambas as condigdes).

Figura 53 — Dados extraidos do EXAFS para os clusters recuperados das
reacdes em (a) pH 3,0 e (b) pH 6,4. Sinais depois da transformada de Fourier
para os clusters recuperados apoés reagao em (c) pH 3,0 e (d) pH 6,4.
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As contribuicbes mostram uma boa correlagao entre as distancias entre
os atomos adjacentes de zirconio (Zr-Zr, em ~3,5 A) no material coletado quando
comparado com as medidas relacionadas ao cluster antes das reagdes. O
mesmo se aplica as contribuicbes em ~1,8 A, referente as distancias entre Zr-O,
e contribuicdo em ~4,7 A (Figura 53) que foi ajustada considerando o
espalhamento Zr--Zr de atomos de Zr opostos.
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Ao examinar mais de perto os dados pela Transformada de Fourier,
observa-se que o segundo pico, relacionado a coordenagao da segunda camada

(Zr--Zr), diminui de intensidade a pH = 6,4. Isso se reflete na reducao da
degenerescéncia do caminho ygz), conforme indicado na Tabela 25 (de 4,0 para
3,6). No entanto, os parametros estruturais obtidos s&o estatisticamente
equivalentes, ja que as barras de erro se sobrepdem, sugerindo que a estrutura

do cluster nas duas condi¢cdes nado se diferem significativamente.

Tabela 25 -Parametros relevantes de EXAFS em pH = 3,0 e pH = 6,4. Distancias
interatémicas (R), fatores de Debye-Waller (02) e degenerescéncias do sinal (N)
sao relatados com os respectivos erros entre parénteses.

pH = 3,0 pH=6,4
R/A 2,148(12) 2,160(10)

y? @r-0) oA 0,007(2) 0,007(2)
N 4,0(4) 4,0(4)
R/A 2,226(12) 2,213(13)

yP (@r-0) oA 0,008(2) 0,011(3)
N 4,0(6) 4,0(6)
R/A 3,63(2) 3,63(2)

yP @r-zr) oA 0,010(2) 0,012(3)
N 4,0(8) 3,6(9)

2.4.3.3 Reacgdes de hidrolise utilizando os clusters recuperados

ApOs as caracterizagdes do material recuperado, e as indicagdes que 0
cluster se manteve intacto apds a primeira catalise, se avaliou a possibilidade de
reutiliza-lo para uma segunda reacdo de hidrélise. Para isso, o cluster
recuperado apods reagcao em pH 3,0 foi submetido a uma nova reagdo nas
mesmas condi¢des descritas previamente, em agua a 60°C por 24h (Figura 54).
Um experimento de controle também foi realizado, dissolvendo o cluster

recuperado em agua, sem adicdo de POX.
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Figura 54 - Reacdo de hidrolise de POX, utilizando o cluster recuperado.
Condigdes: [Zre] = 1,5 mmol L'; [POX] = 25 mmol L-*; Solvente (1 mL — dgua pH
5,0), 60 °C.
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Nesta reacao, a acidificagao da solucao pela adigao do material nao foi
tdo intensa quanto na primeira reagdo. Quando em agua, o cluster diminuiu o pH
para aproximadamente 5,0 (quando na primeira reacao esse valor era ~3,0).
Contudo, o pH final apds as 24 h foi similar a primeira vez, sendo ~1,8. Isso se
atribui a troca dos ligantes fosfatos por novos ligantes aquo e/ou hidroxo
diretamente na solucdo, sem ocorrer o0 processo de desprotonacdo como
discutido anteriormente. Contudo, ao final da reacéo, a liberagédo do produto DEP
continuou por acidificar a solugao, devido ao seu baixo pKa.

Além de se manter estavel durante os ensaios cinéticos e ser
recuperavel, o cluster também se mostrou reutilizavel, apresentando uma
conversao bastante similar a primeira reacdo. O experimento controle mostrou
que nenhum produto é observado em decorréncia do fosfato absorvido no
catalisador. Isso ja era esperado tendo em vista que o material adsorvido no
cluster é o produto DEP, ndo o reagente. Sendo assim, observa-se um padréo
de hidrélise muito similar a primeira reagao, onde a atividade também é limitada
a 20% de conversdao. A reagdo também atinge seu valor maximo em

aproximadamente 7 h, assim como a reagao em pH 6,4, sendo mais rapida que
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a primeira reacdo somente em agua. Contudo, esse fator deve estar
primordialmente relacionado com o pH da reagdo do que com uma maior
eficiéncia do catalisador na segunda reacgao.

Infelizmente, devido a perda de material durante a recuperacéo e
lavagem, ndo foi possivel realizar outros experimentos de reuso para verificar

em quantas reagdes um mesmo catalisador poderia atuar.
2.4.4 Estrutura do catalisador vs atividade hidrolitica

Uma vez que os principais aspectos envolvendo a reatividade do cluster
na hidrolise do paraoxon foram elucidados, uma investigagcdo mais detalhada da
relagcdo entre estrutura-reatividade do cluster foi realizada. Para isso, foram
utilizados diferentes clusters com diferentes nuclearidades (arranjo dos clusteres
—ZrsOs e Zr120x) e ligantes carboxilicos para avaliar o impacto destas diferengas
na reacao de hidrolise, como apresentado no Esquema 18. As reagdes foram
conduzidas em pH 3,0 em 60°C, de maneira similar ao descrito previamente, e
os rendimentos foram calculados apés 5 h e 24 h, assim como feito

anteriormente.

Esquema 18 - Estrutura dos (a) Clusters de Zrs e Zri2 e (b) dos ligantes
carboxilicos utilizados nessa segéo.

(a) Zré (b)
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Os clusters de Zrs possuem mesmo arranjo espacial que o cluster
acetato estudado até aqui. A principal alteragao sao os ligantes que auxiliam na
estabilidade do oxo cluster. No caso dos Zri2, eles sdo formados por dois oxo
clusters de ZrsOs, conectados por pontes entre si.2"®

Em geral, a hidrolise de POX n&o é influenciada pela nuclearidade do
cluster. Assim como Zrs, 0s demais clusters também mostraram
aproximadamente 20% de conversao do produto 4-NP apds 24 h (Figura 55 e
Tabela 26). Além disso, os clusters com ligantes similares, como os pares
Zre/Zr12(OAC)2a e Zrs(OMc)12/Zr12(OAcr)24 mostraram rendimentos similares.
Todos os catalisadores testados foram utilizados na mesma quantidade (em
pmol), o que significa que os clusters do tipo Zri2, possuem o dobro de sitios
coordenantes quando comparado com os tipos Zrs. Contudo, considerando que
as pontes carboxilatos entre as unidades Zrs nos catalisadores Zr12 ndo tenham
se rompido, tem-se uma limitagdo da coordenacgédo dos substratos aos atomos
metalicos nas extremidades. Neste caso, assim como para os clusters de Zrs, ha
somente seis atomos de Zr disponiveis para a catalise nos clusters de Zri2. Os
rendimentos similares entre todos os exemplos avaliados deixam claro que a
nuclearidade, ou seja, a estrutura oxo-Zr, tem pouca influéncia no resultado da
cinética. Além disso, os resultados também sugerem que nao ha interconversao
entre Zrs/Zr12 (caso houvesse, teriamos o dobro de atividade nos clusters Zr12,
uma vez que eles representam o dobro de unidades do Zrs) sendo um contraste
interessante a resultados previamente publicados,?'® bem como os melhores
rendimentos reportados aos clusters Zri2 2?7

Os resultados obtidos também indicam que os clusters devem seguir um
mesmo mecanismo, independente dos ligantes ao seu redor. Outra observagao
interessante é a acidificacdo das solugbes aquosas, tanto no inicio quanto no
decorrer da reagdo. Assim, como para Zrs, 0s demais clusters também
mostraram acidificar a solu¢ao decaindo de pHi ~4,0 até pHr ~2,0, corroborando
a liberacdo de DEP em solucéo é o responsavel pela variagao de pH.

Em contraste com a nuclearidade, a natureza dos ligantes claramente
afeta a reatividade (Figura 55). Observando a variagéo das conversées quando
em 5 h, e em 24 h, € possivel ter ideia da velocidade das reagdes quando
comparados aos exemplos utilizados. Por exemplo, em 5 h, o cluster com ligante

acetato gera o menor rendimento, independente da nuclearidade (Zrs ou Zr12).
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Contudo, os acidos alifaticos e acrilicos se aproximam muito mais da marca de
19% ainda em 5 h, indicando reagdes mais rapidas que as demais. Mesmo assim
nao se observa muita diferenga entre esses ligantes e seus derivados a-
substituidos (2-MeBuCOO vs But, e OMc vs OAcr). Essa maior velocidade,
quando comparado aos ligantes acetatos, pode ser atribuida a uma troca mais
rapida de ligantes durante a reacéo, causada pelo efeito estérico (quanto mais
volumosos os grupos, mais favorecida a troca de ligantes), como ja estabelecido

para compostos de coordenagéo classicos.24”

Figura 55 - Grafico de percentual de conversdao de POX em 4-NP para os
diversos clusters testados. [Zre] = 1,5 mmol L™ ; [POX] = 25 mmol L™".
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Como sera discutido mais a frente, é necessario que parte dos ligantes
na esfera externa do cluster sejam substituidos por unidades de agua, para que
a reagao possa ocorrer (veja a segao “2.4.5 Consideragdes sobre o
mecanismo”). O uso de muitos ligantes volumosos em um unico centro metalico
tende a saturar o ambiente de coordenacido, diminuindo a estabilidade da
molécula, fazendo com que a substituicado destes por grupos menores (como a
agua) seja facilitada. Ao encontro dessa hipdtese, se observa que o cluster
contendo acido benzdico, Zrs(BzO)12 mostrou maior rendimento em 5 h que o



184

cluster de acetato. Contudo, apds 2 4h este mesmo cluster apresentou o menor
rendimento (13%), sinalizando que o aumento do efeito estérico, para acelerar a
troca de ligantes, € benéfico para a catélise até certo ponto. Quando estes
grupos sao muito volumosos, os ligantes podem atuar como barreiras impedindo

0 acesso do substrato ao sitio metalico.

Tabela 26 — Clusters e ligantes avaliados na conversdao de POX em 4-NP,
rendimentos obtidos apds 24h e pHs medidos no inicio e final da reacao.
Condigdes: [Zre] = 1,5 mmol L'; [POX]= 25 mmol L-'; em agua (pH 3,0); HEPES,
0,1 mol L' —pH 7,0 (pH 6,4), em 60°C.

Rendimento

Cluster Ligante (%) (24h) pHi pHs
Zr12(prop)?* Acido propiénico 18 4,1 2,0
Zr12(OAcr)?26 Acido acrilico 19 3,7 2,0
Zrq2(But)?1 Acido butaniico 18 3,7 2,0
Zr12(OAc)24224 Acido acético 19 3,9 2,0
Zrs(2MeBuC00)?'¢  Acido metilbutansico 19 4.1 2,0
Zre(OMc)12 227 Acido metacrilico 18 4,0 1,7
Zre(Bz0)1222° Acido benzéico 13 3,5 2,4

Considerando o valor de saturagao de ~19 % obtido para os clusters,
também foram testados MOFs a base de Zirconio, NU-1000 e UiO-66, para
averiguar se a macroestrutura organizada dos MOFs tem um efeito maior na
catélise que os proprios clusters isolados. A Figura 56 compila os resultados
obtidos. Os experimentos foram realizados nas mesmas condigcbes que 0s
clusters, em agua e tampéo a 60°C, com 6% (em mol) de catalisador.

Esses MOFs costumam apresentar alta eficiéncia como catalisadores da
hidrolise de ésteres de fosfato e outros pesticidas.55190.191.218.248 Contudo, na
literatura se encontram muitos resultados mostrando a atividade destes materiais
em pH alcalinos, diferentemente do apresentado neste trabalho.
Surpreendentemente, todos as reag¢des analisadas mostraram saturacéo em até
20%, assim como os clusters.

Quando comparando as reagdes em pH acido, observa-se que o cluster
mostrou melhores resultados que o MOF NU-1000. A eficiéncia do UiO-66 se

destaca mesmo em condigbes acidas, mostrando um comportamento muito
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similar ao cluster e ao NU-1000 quando em pH 7,0. Ja em condig&o neutra, nota-
se que em 1 h de reagao o catalisador UiO-66 atinge seu valor maximo e se
mantém estavel durante toda a analise. A eficiéncia desse MOF ja é reconhecida
na literatura,?'® e € comumente atribuida aos defeitos apresentados por essa
estrutura. Os defeitos nestes casos significam falhas na presenga de linkers
entre as subunidades, que deixam posi¢cdes vazias nos atomos de Zr que sao
usualmente ocupadas por ligantes aquo. Os MOFs agem cataliticamente por
meio destes defeitos, que permitem a coordenacdo dos metais com o
substrato.?01208 Este estudo mostra claramente que mesmo que o MOF afete
diretamente a velocidade da reacédo, o seu rendimento é diretamente interligado

com a atividade do préprio cluster.

Figura 56 - Acompanhamento da reagédo de hidrolise utilizando MOFs como
catalisadores.
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Também foram realizados ensaios cinéticos usando MOFs como
catalisadores alcalinos para estas reagdes, usando tampao TRIS 0,1 mol L, pH
9,2 para UiO-66 e o cluster Zre (Figura 57). Observou-se que as duas reagoes
atingem seu maximo em 4 horas, sendo mais rapidas que as reag¢des estudadas
até entdo. Contudo, mesmo em maiores pH, tem-se rendimento limitado de 43 e
29% respectivamente. Ou seja, mesmo sendo um catalisador mais rapido, o

MOF nao consegue ser um catalisador 100 % eficiente, mesmo nas condi¢des
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que em que ele é mais ativo. Além disso, observa-se que o MOF é muito mais
dependente do pH que o cluster. Isso sugere que os bons resultados reportados
para MOFs como catalisadores de hidrolise de OP podem estar mais atrelados

ao pH utilizado ou a adicdo de bases, do que uma superioridade intrinseca da

porosidade e cristalinidade destes materiais.*2191

Figura 57 - Reagao de hidrolise de POX, utilizando UiO-66 e Zrs, em pH alcalino.
[Zre] e [UiO-66] = 15 umol; [POX]= 25 ymol; em TRIS, 0.1M — pH 9,2 em 60°C.
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2.4.5 Consideragdoes sobre o mecanismo

Um dos principais objetivos desse capitulo é apresentar o cluster de Zrs
como um composto bioinspirado nas PAPs. Para isso € preciso entender
mecanisticamente as semelhancgas entre a hidrolise promovida pelo material, na
hidrolise de triésteres de fosfato, e da enzima aos diésteres. Para isso, foram
realizadas algumas analises que permitiram a sugestdo de um mecanismo para
reacao de hidrdlise catalisada.

As PAPs costumam apresentar atividade mais evidente em condigbes
levemente acidas ou neutras (pH 5,0 a 7,0), devido a formagéo da espécie
catalitica. As PAPs sao reconhecidas por serem a unica classe de hidrolase que
necessita de um sitio heterovalente. Normalmente encontrada na forma de

Fe'"M" (M= Zn, Fe, Mn), a PAP atua pela formagéo de um nucledfilo forte em
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valores de pH acidos. Devido a acidez de Lewis do atomo de ferro, a espécie Fe-
OH é formada ainda em pH baixo (aproximadamente entre 4 e 5), ao mesmo
tempo que o metal bivalente continua coordenado a uma molécula de agua que
atua como um bom grupo de saida no inicio da catalise.%2%

Existem algumas sugestbes de como o mecanismo de catdlise dessa
enzima atua, um dos mais aceitos € apresentado no Esquema 19(a). Neste caso,
0 mecanismo se inicia com a coordenacgao do substrato ao centro metalico de
zinco pela saida de um grupo aquo. A ponte hidroxido entre os centros metalicos
atua promovendo estabilidade adicional aos intermediarios, ao realizar uma
interacao de hidrogénio com os oxigénios do substrato. Em seguida, ocorre o
ataque nucleofilico ao atomo de fosforo pelo grupo hidréxido coordenado ao
atomo de ferro. Esse ataque promove a hidrolise do substrato, liberando os
produtos e regenerando o catalisador pela entrada de agua e hidréxido no

ciclo.199

Esquema 19 - (a) ciclo catalitico do mecanismo de hidrélise usando PAPs, (b)
mecanismo proposto para hidrolise de POX usando Zrs.
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Para averiguar as similaridades entre os mecanismos, primeiramente,
avaliou-se se a cinética catalisada acontece por um mecanismo do tipo
intramolecular (assim como as PAPs), ou via catalise basica geral. No primeiro
caso, o proprio catalisador promove o ataque nucleofilico ao substrato, enquanto
no outro o catalisador abstrai um proton da agua da solugédo, fazendo com que
o hidréxido resultante atue como nucledfilo da reacdo. Assim, os ensaios
cinéticos foram conduzidos em solvente deuterado (D20) nas mesmas condi¢des
que as demais reagdes, considerando pHmedido) = pD + 0,4.' Como D20 é
menos labil que H20, no caso de um mecanismo basico geral, onde a agua do
meio tem um papel essencial na catalise, € esperado que a reagao seja mais
lenta.’83

Nestas reacdes nao se observou acidificacdo das solugdes, depois da
adicao do cluster. Entdo, no caso da reagdo em agua, foi utilizado D20, e pD foi
corrigido a 2,7 usando uma solugao comercial de DCI (35%) ja para a condi¢ao
utilizando tampao, este foi preparado usando HEPES em agua deuterada, pD
6,2.18 As reagbes foram acompanhadas por 24 h e a Figura 58 apresenta os
resultados obtidos. Ao final da reac¢ao o pD foi medido novamente, mostrando
que houve acidificagdo durante a reacao, caindo para 1,9 e 4,7, similar ao

observado nas reagdes regulares em agua.

Figura 58 - Cinética de hidrolise de POX, em solvente deuterado, utilizando o
cluster Zrs como catalisador. [Zrs] = 1,5 mmol L™" ; [POX] = 25 mmol L™".
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Na figura acima, observa-se que ndo s&o encontradas grandes
diferengas nas reagdes conduzidas em agua ou em solvente deuterado.
Inclusive, nota-se que as reagdes em D20 apresentam um rendimento um pouco
mais elevado que as reagcdes em H20. Isso indica que o solvente nao deve fazer
parte do ciclo catalitico e que a reagdo segue um caminho intramolecular.
Notavelmente, esse mecanismo é diferente do proposto para os MOFs na
literatura, onde a catalise segue por um mecanismo basico geral, devido as
condi¢des alcalinas em que se encontram, mesmo que a maioria concorde com
a coordenacao do substrato ao Zr pela saida de uma agua.?®!

Algumas similaridades estruturais também corroboram a semelhanca
entre os mecanismos da enzima e cluster. Ambos (sitio ativo da enzima e cluster)
sdo formados por dois centros metalicos, coordenados a aguas e com pontes
hidroxo e oxo entre si, formando unidades cataliticas similares (Esquema 19b).
Devido a definicdo do mecanismo intramolecular realizado pelo cluster, se supde
que este possa ocorrer de maneira similar a enzima, onde o substrato se
coordena a um atomo de Zr, pela saida de uma agua e o grupo hidroxido
coordenado ao Zr adjacente promove o ataque nucleofilico (Esquema 19b). Para
que isso seja verdade, duas condigdes precisdo ser determinadas:

1) A distancia entre os centros metalicos de Zr;

2) A espécie majoritaria do cluster durante a catalise.

No primeiro caso, € importante observar se as distancias entre os
atomos de Zr permitem com que o ligante hidroxido promova o ataque
nucleofilico ao substrato coordenado ao outro. Se essa distancia for muito
grande, é possivel que este ndo seja capaz de realizar esse processo. Pode-se
observar, nos valores medidos por EXAFS que a distancia entre Zr-Zr é de 3,6
A, valor em boa concordancia com os determinados para a PAPs (3,1-3,5 A)95 e
coincidente com varios exemplos de biomiméticos a PAPs reportados na
|iteratura_45,87,109,115,122,129

Ja no segundo caso, € importante entender qual a espécie ativa nos
valores de pH onde as reagbes foram realizadas. Para isso, foi realizada a
titulagcao potenciométrica do cluster, para determinar os pKas onde ha formacgao

de novas espécies. Os resultados sdo apresentados na Figura 59.
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Figura 59 - (a) Curva da titulagdo potenciométrica do Cluster de Zrs e primeira
derivada dos dados; (b) espécies encontradas em cada pH, e sua sequéncia de
desprotonacgéo.
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Foram encontrados trés valores de pKa para o cluster,em 3,4; 4,8 e 7 ,4.
Estes foram atribuidos a desprotonacdo da ponte hidroxo formando uma ponte
oxo e a espécie [(OH2)Zr(u-O)Zr(OH2)], de uma agua coordenada ao centro
metalico formando a espécie [(OH)Zr(u-O)Zr(OH2)] e uma segunda unidade de
agua na espécie [(OH)Zr(u-0)Zr(OH)] (veja Figura 59b). Devido a desprotonacéao
parcial do cluster quando em agua, parte do catalisador assume a forma (a’) -
Figura 59, que é a espécie catalitica quando nas reagdées em pH 3,0. Isso justifica
também as semelhancas entre as reacbes, mas a menor atividade em pH
acidico, uma vez que nem todo o catalisador em solugao estara desta forma
desprotonada. Parte dele, se encontra de acordo com a espécie (a) - Figura 59,
na forma completamente protonada, e n&o catalitica, uma vez que nao ha bons
nucledfilos na estrutura. Isso faz com que a disponibilidade do catalisador (da
espécie ativa) seja menor, resultando em uma menor conversao de reagente em

produto. Ja a espécie ativa na reagcao em pH 6,4 também apresenta um sistema
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onde um nucleo de Zr € coordenado a uma agua e o outro a um hidréxido,
espécie (c) - Figura 59. A principal diferenga entre as duas espécies cataliticas
se encontra na presenga de hidrogénio na ponte. Nas PAPs, esse hidrogénio
tem uma contribuigdo positiva na estabilizagdo dos intermediarios da reagéo.
Interessantemente, no caso dos MOFs, a presenca desse atomo parece
aumentar a energia do estado de transigdo, baseado em propostas tedricas, 19
concordando com a maior atividade do cluster em pH 6,4.

Assim, os resultados experimentais coletados até aqui mostraram que a
atividade do cluster esta relacionada as espécies cataliticas do tipo [(OH)Zr(u-
OX)Zr(OH2)], similar ao sitio catalitico da enzima (Figura 59). As reacgbes
acontecem via um mecanismo intramolecular, onde o catalisador é responsavel
pelo ataque nucleofilico ao fosfato (Esquema 19). A distancia entre os atomos
de Zr permite que um dos centros seja coordenado ao substrato enquanto o outro
promove a hidrolise do substrato. Todas estas consideragdes concordam com a
proposta mecanistica feita nessa secdo, e em muito se assemelham com o

sugerido para PAPs.

2.4.6 Estudos teodricos

Levando em consideragao a estrutura tridimensional do cluster foram
desenvolvidos estudos tedricos que permitiram a obtencdo de informacdes
adicionais sobre o mecanismo de acao destes catalisadores. Estes calculos
foram desenvolvidos por colaboradores da Universidade Rovira i Virgili,

Espanha.

2.4.6.1 Determinacao das espécies em solugao

Para determinar a espécie ativa do catalisador em solucao, foi realizado
um estudo de especiagao por meio de calculos. As caracterizagdes prévias
reportadas para o catalisador sugerem a presencga de multiplos clusters que se
diferem no numero e natureza dos ligantes terminais, combinando ligantes
cloreto e aquo/hidroxido. A espécie mais abundante se mostrou condizente com
aquela contendo trés ligantes cloretos e dois ligantes aquo:
[Zr604(OH)4(CH3C02)s(H20)2Cls]* (Zrs), chamado de Zre-Cls de agora em diante.
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Ao dissolver Zre-Clz em agua, é dado inicio a uma sequéncia de estagios de
hidratagcéo e desprotonagao, que sao termodinamicamente favoraveis, mostrado
no Esquema 20. Inicialmente, ocorre o processo de hidratagdo de Zrs-Cls para
Zre-Cl3’, pela coordenagao de duas moléculas de agua. Nesse estagio, a esfera
de coordenacdo do zirconio é saturada, onde o numero de ligantes é

concordante com o que se observar em MOFs de Zr.

Esquema 20 — Processo de hidratagcado e desprotonacido que Zre-Cls passa ao
ser dissolvido em agua.
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*As energias livres de Gibbs para os passos de troca de ligantes cloretos por agua séo descritas
em kcal mol-'. Os ligantes em vermelho significam que estes foram desprotonados em equilibrios
anteriores.

Em seguida, os ligantes cloretos foram substituidos por moléculas de
agua (apresentados isoladamente no Esquema 20), que espontaneamente séo
dissociadas formando ligantes hidroxo terminais por sucessivos processos
acido-base, governados por um pKa muito baixo (entre -0,45 e 1,03). Isso leva a
formacdo de uma espécie neutra livre de cloretos Zre-(OH)4, € € a razdo da
diminuicdo do pH das reag¢des no seu inicio, como discutido anteriormente. A
distribuicdo de prétons é consistente com a configuragdo mais estavel onde ha
oito ligantes coordenados aos oxo-clusters de Zre nos MOFS de zirc6nio.?*° Os
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pKas apresentados para formacdo da espécie Zrs-(OH)4 foram calculados de
acordo com o especificado na metodologia. E possivel observar que, segundo
essas previsdes, a espécie mais abundante quando pH 3,0 é concordante com
as estipuladas nas sec¢des anteriores.

Através deste estudo, fica claro que a acidificagdo da solugdo pelo
cluster &€ realmente proveniente desta desprotonacdo parciais das aguas
presentes na esfera de coordenacgao do cluster. De acordo com as predigdes
tedricas, a formagéo do Zrs-(OH)4 pela dissolugao do Zre-Cls deveria diminuir o
pH da solugéo até 2,23 (Tabela 27), sendo esses valores mais baixos que o
observado experimentalmente (pH 3,0). Do mesmo modo, assumindo que a
espécie abundante nao é a espécie catidnica, Zre-Cls mas, por exemplo a neutra
Zre-Cl3-OH também se observa um pH mais acido que o experimental, de 2,35
(Tabela 27). Por outro lado, se o sal inicial fosse composto somente pelo Zre-
(OH)4 (que também é consistente com o sinal de pico base para o espectro de
massas da referéncia utilizada??®), seria encontrado um pH levemente mais alto
de 3,37. Um pH de 3,0 so é obtido pela mistura de diferentes espécies (Tabela
27). Essa contribuicdo de varias espécies com diferentes ligantes também deve
ser observada no material sintetizado usado como referéncia para este trabalho,
explicando a complexidade do espectro de massas obtido.??® Sendo assim,
existem duas possibilidades de misturas de cluster que geram uma solugéo a pH
3,0, onde Zre-(OH)4 é a espécie majoritaria com uma contribuicdo da espécie
Zrs-Cl3 ou da espécie Zrs-Cl3-OH. O mais importante é que a espécie Zre-(OH)4
€ a mais abundante em qualquer cenario, e que as demais espécies

espontaneamente sao interconvertidas nessa, quando em solucéo.

Tabela 27 — pH calculado para as solugbes considerando diferentes
concentracdes das espécies majoritarias para Zre.

Concentracao inicial (mol L)

PHequil.
Zre-Cls3 Zre-Cl3-OH Zre-(OH)4
1,5 x 103 - - 2,23
- 1,5 x 103 - 2,35
- ) 1,5 x 1073 3,37
2,0 x 10* - 1,3 %103 3,00

2,0 x 10 1,3x 103 3,08
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Este cenario, com Zre-(OH)4 sendo a espécie mais abundante, é
suportado pelos valores da titulagdo potenciométrica de pKat = 3,4, pKa2=4,8
pKa =7,4. Uma vez que a espécie mais abundante em solucéo foi determinada
foi possivel estipular os valores de pKa tedrico para o cluster de acordo com suas
sucessivas desprotonagcbes. Quando os processos de desprotonacio
envolvendo a espécie Zre-(OH)4 foram estimados, obteve-se valores de 3,80,
4,76 e 6,43, que estdo em boa correspondéncia com os experimentais. Os
estudos prévios utilizando Zr-MOFs comumente apresentam 3 desprotonacgdes
associadas a ponte p3-OH (pKa1) e as aguas coordenadas aos centros Zr'V (pKaz
4,8 e pKaz 7,4).2%0 Contudo, como apresentado na Esquema 21, os calculos de
DFT indicaram que os prétons dos ligantes aquo terminais sao mais acidicos que
os protons das pontes, em todos os casos, por uma diferenca de 7-11
kcal mol-1.25" Assim, diferentemente do sugerido na seg&o anterior, atribuem-se
todas as desprotonagdes a processos envolvendo os ligantes aquo na esfera de
coordenacgao do Zr. Essa atribuigdo nao foi possivel somente com os resultados
experimentais, pois o cluster havia sido limitado ao sitio catalitico, formado por
[(OH2)2Zr'V2(u-OH)] e tratado como uma unidade bimetalica. Finalmente, conclui-
se que os estudos tedricos de desprotonacao indicam que a forma neutra Zrs-
(OH)4 é realmente a espécie ativa para a catalise em pH 3,0, enquanto as
espécies anibnicas sdo geradas pelas desprotonagdes dos ligantes aquo (Zre-
(OH)s, Zre-(OH)s e Zre-(OH)7, Esquema 21) sao responsaveis pela catalise
quando o pH € ajustado a valores mais altos. Estas espécies apresentam alguns
isdmeros possiveis, que foram levados em consideragdo para o calculo. O
Esquema 21 apresenta as conformagdes mais estaveis, as demais sao
apresentadas no APENDICE |I.

Esquema 21 — Espécies e valores de pKa determinados por DFT. Valores
experimentais entre parénteses.
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pK, = 3.80 (3.4) PK, = 4.76 (4.8) pK, = 6.43 (7.4)
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2.4.6.2 Determinagcdo do mecanismo da reagao

Depois de determinar a espécie cataliticamente ativa nas reagdes de
hidrélise dos triésteres, calculos de DFT foram conduzidos para elucidar o
mecanismo da reagdo e promover insights da dependéncia do pH na
performance do catalisador, primeiramente, focando na reagdo em pH 3,0 e
usando Zre-(OH)4 como espécie mais abundante. Em seguida, comparou-se o
mecanismo e as caracteristicas energéticas com a espécie Zre-(OH)7, majoritaria
em pHs alcalinos. Desta forma, é possivel comparar as caracteristicas de duas
reacdes em extremos (acido e alcalino), sendo que ambas também foram
analisadas experimentalmente.

Como apresentado no Esquema 22, o mecanismo em pH 3,0 € iniciado
pela substituicdo de um ligante aquo de Zre-(OH)4 pelo substrato POX, formando
a espécie S. Essa troca de ligante é exergonica (5,5 kcal mol') e ativa o grupo
fosfato fazendo com que ele seja suscetivel a um ataque nucleofilico. Isso ocorre
devido a acidez de Lewis do centro de Zr,43:193.201.252 ggsim como acontece com
outros centros metalicos capazes de catalisar reagdes de hidrolise.?°3-2%8 Apesar
desta primeira etapa ser bastante clara (pela baixa energia) e aceita com base
na literatura, as proximas etapas podem acontecer por diferentes caminhos
(apresentados em diferentes cores no Esquema 22) devido a complexidade
molecular da reagao. As opcdes incluem dois caminhos intramoleculares, onde
o ataque nucleofilico pode ser realizado pelo hidroxo coordenado ao Zr vizinho
(chamado de caminho intra, em preto - Esquema 22) ou no mesmo centro
metalico (chamado de caminho intra’, em vermelho - Esquema 22). Além destes,
dois caminhos intermoleculares (catalise basica) também s&o possiveis, que da
mesma forma que os caminhos intramoleculares podem ser conduzidos por
centros metalicos vizinhos (caminho inter, em azul - Esquema 22) ou da mesma

posicao (caminho inter’, em verde - Esquema 22).
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Esquema 22 — Perfil de energia livre de Gibbs (kcal mol-') da hidrélise de 1 em
60 °C catalisado por Zre-(OH)4, em pH 3,0.
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Inicialmente, observa-se que o caminho via intra’ € o mais energético
(14,8 kcal mol') e se difere grandemente do caminho intra, que é o mais
espontaneo entre as possibilidades analisadas (5,8 kcal mol-'). No entanto é
surpreendente que para as possibilidades intermoleculares se observa o oposto,
com o caminho inter’ sendo menos energético que o inter (5,8 e 8,0 kcal mol-"
respectivamente) e ambas serem menos energéticas que uma possibilidade
intramolecular. Usualmente, a entropia de sistemas via catélise basica é
aumentada pela inser¢gao das moléculas de agua no sistema isso evidencia ainda
mais a energia associada (e a ‘ndo espontaneidade’) com o caminho intra’. As
diferengcas energéticas entre o0s caminhos possiveis nesse caso
(intermoleculares) também sdo menores, indicando que o impacto do metal é
muito mais evidente nas catalises via mecanismos intramoleculares, o que ja era
esperado.

Ao analisar todas as possibilidades, € evidente que o caminho mais
espontaneo ¢é intra, ultrapassando uma barreira energética de 10,6 kcal mol’
comparado com 11,3, 13,5 e 20,3 kcal mol-' dos caminhos inter’, inter e intra’
respectivamente. [Esses resultados concordam com o determinado

experimentalmente, onde sugeriu-se que a reacdo seria conduzida por um



197

mecanismo intramolecular. O caminho da reacdo apds o ataque nucleofilico
segue formando um intermediario (l-intra) fosforano bipiramidal trigonal
coordenado aos dois centros de Zr, que possui energia de +2,7 kcal mol-' a mais
que o reagente Zr-(OH)s. Nessa parte, existem duas possibilidades para o
mecanismo: ou ocorre diretamente a saida do grupo fendlico e formagéo dos
produtos DEP e 4-NP, via TS2’ (Esquema 22); ou ocorre a entrada de uma agua
no mecanismo, e estad se coordena ao atomo de Zr que efetuou o ataque
nucleofilico formando um novo intermediario l-intraw (Esquema 22). Assim, o
atomo de fosforo voltaria a estar coordenado somente a um centro metalico, mas
agora pentacoordenado, que desencadeia a clivagem da ligacdo P-fenol, e
formagdo dos produtos, via TS2, ultrapassando uma pequena barreira
energética de 2,3 kcal mol-'. Por uma diferenca energética de 3,8 kcal mol', o
caminho da formagao de TS2 se mostrou o mais espontaneo.

A barreira energética para se alcangar TS2 partindo do intermediario
mais estavel S é de 10,8 kcal mol', muito similar a energia necessaria para
S->TS1 (10,6 kcal mol', Esquema 22), o que poderia ocasionar um mecanismo
concertado. Contudo, todas as tentativas de simular essas condicdes nao
tiveram sucesso, sugerindo que 0 mecanismo precise passar por dois estados
de transicdo durante a reagao. As geometrias de ambos os estados transigao

TS1 e TS2 foram otimizadas e sao representadas na Figura 60.

Figura 60 - Representacao das estruturas otimizadas dos estados de transi¢cao
mais estaveis propostos pelo mecanismo: (a) TS1- Intra e (b) TS2.

(a) 1.690 (b) 1.668
/ 2.310

*Zr (azul), C (cinza), H (branco), O (Vermelho), P (amarelo), N(azul escuro).

Na imagem é possivel observar a inversao do comprimento das ligagdes
envolvendo P-(4-NP) e P-OH. No primeiro estado de transi¢do, a ligacao do
fosforo com o fenol é de 1,690 A, enquanto a ligacdo com o grupo hidréxido é de

2,178 A, uma vez que esse ainda se encontra coordenado ao Zr. Ja no segundo



198

estado de transigéo, a ligacdo P-OH ¢ fortalecida (1,668 A) e o grupo hidréxido
nao se encontra mais coordenado ao Zr, mas fazendo uma interacdo de
hidrogénio com o novo ligante aquo. Ainda no TS, observa-se que a ligagao P-
(4-NP) ¢ enfraquecida (2,310 A) e a saida desse grupo estabilizada também por
uma interacdo de hidrogénio do oxigénio (do fenolato) com o ligante aquo
coordenado ao Zr (o mesmo centro em que o fosfato se encontra coordenado).

Finalmente, 0 mecanismo da reagao acaba com a formacgéao do [P]* pela
dissociagdo de 4-NP, em uma etapa exergonica de -5,8 kcal mol'. Mesmo que
o caminho intramolecular tenha sido o de menor energia, devido a pequena
diferencga de energia livre entre TS1-intra e TS1-inter' (0,7 kcal mol" -
Esquema 23), ndo é possivel descartar que uma parte minoritaria da reagao siga
pelo caminho inter' (linhas verdes). Além disso, a incorporagdo de uma ligante
aquo em l-intra, seguida por uma reorganizagao de prétons, poderia fazer com
que os caminhos intra (preto) e inter' (verde) convergissem na espécie l-inter’,
permitindo postular uma possivel via de reagcao que passe por TS1-intra e TS2-
inter', sendo este Ultimo estado de transigao 3 kcal mol-! mais baixo em energia
do que TS2 (Esquema 23).

Esquema 23 - Energia livre de Gibbs (kcal mol-') para a reagdo de hidrolise de
POX catalisada por Zre-(OH)4 através de mecanismos alternativos
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No entanto, analisar a viabilidade e cinética da transformacéo de l-intra

para l-inter' é bastante complexa e nao forneceria informagdes valiosas
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adicionais, dado que as energias livres relativas de TS1-intra e TS2 s&o muito
proximas, e, portanto, a barreira geral da reagdo permaneceria praticamente
inalterada. Contudo, a possibilidade de a reagao ser conduzida pelo caminho
intermolecular € menos aceita, tendo em vista os resultados experimentais de
efeito isotopico discutidos anteriormente. A falta de alteragdo nos resultados
cinéticos quando em solvente regular e deuterado indica que o solvente nao
desempenhe um papel tdo importante no mecanismo, como é necessario em
catalises basicas.

Os estudos de DFT também permitiram elucidar o mecanismo de
inibicdo dos catalisadores que resulta em uma reacéo limitada a 20% de
rendimento. Ao final da hidrdlise do substrato, o estado [P]* se torna
energeticamente estavel (Esquema 24a). Nesse caso o produto DEP continua
coordenado no catalisador, onde, por um processo de desprotonagao (pKa -
5,59) leva a formacao da espécie neutra P. Nessa forma, a liberagado de DEP do
catalisador necessita uma alta energia de 24,7 kcal mol-'. Contudo, P coexiste
em equilibrio com sua forma anibnica, [P]" (pKa 3,15 - Esquema 24b) onde a
dissociacao de DEP pode acontecer com um custo energético de 17,7 kcal mol-
'. A estabilidade prevista para o estado P e seu conjugado desprotonado, esta
em acordo com a alta afinidade do produto fosfato com o catalisador, como
mostrado nas analises da secdo anterior, assim como concordam com a
acidificagao da solugdo durante a reagdo. Ou seja, a acidez observada ao fim da
analise é decorrente das desprotonagdes para formacao de P e [P]-.

Essas etapas também ajudam a entender a regeneragao lenta do
catalisador e o baixo rendimento das rea¢des. Para que o catalisador Zre-(OH)a4
seja regenerado, os calculos estipulam uma barreira energética de 23,2 e 24,9
kcal mol-!, dependendo do pH da solugdo (Esquema 24b). Isso também esta de
acordo com o observado para as reagdes acidas em diferentes temperaturas,
uma vez que a barreira energética € mais dificil de ser sobreposta em 37 °C do
que a 60°C. Surpreendentemente, o céalculo sugere um rendimento 13 vezes
superior quando a temperatura € aumentada, valor muito proximo ao rendimento

12 vezes maior observado experimentalmente.
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Esquema 24 — Representacao (a) da desprotonagdo esponténea de [P]*; (b)
Perfil de energia livre de Gibbs (kcal mol-)*.

(a) EtQ EtO 0
Et0,, | It Et0,, | i
‘P—OH ‘P=0
1/ /
g [ o2
Ho——Zr\o/Zr—OHz -H HO—Zr< O_,_-Zr—OHz
H H
[P]* P
pK,=-5.59 pK,=3.15
(b)  [Zre-(OH)]*
+6.8 TS2
e TS1-intra H:0 +5.3
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P .
-17.9 -17.7 T OH
-19.5

HO—2Z Zr—OH
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*A seta vermelha a barreira geral de energia livre da hidrélise do estado de repouso P para o
estado de transigdo mais elevado (TS2) em fungdo do pH da solugdo. Os valores em preto
representam as energias livres no pH inicial de 3,0, enquanto os valores em azul foram estimados
para um pH de 2,0 (pH experimental no final da reagéo a 60 °C). Apenas as energias relativas
das espécies-chave sdo mostradas. Linhas pontilhadas vermelhas representam um processo
alternativo mais exigente em energia para regenerar o catalisador.

Com o conhecimento adquirido até aqui, foi possivel entender como a
catalise é mais rapida em pHs mais elevados. Para isso, foi utilizada a espécie
Zrs-(OH)7 como exemplo, uma vez que essa é a espécie mais abundante em pH
9,0. Concordando com os resultados experimentais, observou-se uma menor
barreira energética para a hidrélise de POX, aproximadamente 10,4 kcal mol-!
(Esquema 25). Esse valor é cerca de 13 kcal mol-" menor que o observado para
reacao em pH 3,0, e é decorrente de diversos fatores. O primeiro deles € a menor
energia requerida (6,2 kcal mol') para que ocorra o ataque nucleofilico
intramolecular de Zr-OH ao substrato, formando uma espécie analoga a S.
Quando em pH 3,0, esse passo requer cerca de 10,6 e 10,8 kcal mol' para

ultrapassar TS1-intra e TS2, respectivamente. Isso pode ser relacionado ao
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carater nucleofilico mais forte dos grupos Zr-OH em Zre-(OH)7, que € capaz de
compensar o decréscimo da acidez de Lewis dos sitios de Zr'Y movendo de um

cluster neutro para um aniénico (no caso destes pHs mais altos).

Esquema 25 - Perfil de energia livre de Gibbs (kcal mol-') para a hidrdlise de

POX catalisada por Zre-(OH)7, a forma mais abundante do catalisador a pH 9,0.
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O segundo fator se refere a menor energia necessaria para remogéao do
produto em condigdes alcalinas (AG= +7,5 kcal mol - em pH 9,0 e 17,9 kcal mol-
' em pH 3,0) atribuido a carga negativa espalhada pelo cluster que deve induzir
repulsées Couldmbicas com o produto anibnico formado, favorecendo a
dissociagdo. Como [P]*- exibe um pKade 7,91, espera-se que [P]* se forme
espontaneamente no pH da reacao de 9,0 e, portanto, ao contrario da reagcéo no
pH 3,0 ndo ha custo energético associado a geracao da espécie que libera o
produto DEP.

De maneira geral, estes dois fatores podem explicar a maior atividade e
o0 menor impacto da diferenca de temperatura nas reagdes em maiores pHSs.
Além disso, esses resultados mostram que o efeito da temperatura e a
acidificagdo da solugdo durante a reacao é diretamente ligado a natureza da

espécie ativa e quao rapido ela reage em condi¢des especificas. Isso reforga a
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analogia feita entre os mecanismos do cluster e a enzima, uma vez que as PAPs
sdo conhecidas por atuarem em meio reacional acido.10%.118

Assim sendo, os estudos mecanisticos por DFT ajudaram a explorar
ainda mais a analogia do cluster como composto bioinspirado, fornecendo
informagdes importantes, como sobrepor as barreiras que limitam os
rendimentos observados e aumentar a atividade (turnover) em condi¢des acidas.
O ponto mais importante para isso € considerar que a acidez do meio aumenta
pela formagéo do produto DEP e consequentemente diminui a disponibilidade da
espécie ativa (Zre-(OH)4 ou Zre-(OH)s) no meio reacional e favorece a formagao
de espécies mais protonadas. Assim, a forte afinidade do produto fosfato e
cluster pode nao ser a unica razao pelo baixo turnover observado. De maneira
geral, esses dados ndo s suportaram os resultados experimentais aqui
descritos e a analogia entre o cluster e a PAPs, mas também sugere que
identificar novas formas de “tunelar” a topologia destes prétons pode aumentar

a atividade hidrolitica.

2.4.7 Ensaios de incorporagao dos complexos aos MOFs

Depois dos estudos envolvendo os clusters e MOFs, foi observado que
a atividade desses materiais pode ser investigada mesmo em condi¢des
atipicas. Mesmo que usualmente MOFs sejam reportados como catalisadores
em solugbes alcalinas, e/ou utilizados co-catalisadores, eles também
apresentaram atividades em condigdes neutras e acidas, como discutidos no
presente capitulo.

Tendo em vista a comparacdo dos MOFs as enzimas sintéticas,
(principalmente as fosfatases alcalinas) e os complexos de coordenagao a sitios
ativos de fosfoesterases, acredita-se que a combinacao destes dois materiais
pode aumentar a atividade hidrolitica. Para tal, decidiu-se combinar os MOFs de
zircbnio UiO-66 e NU-1000 com os complexos 1-5, reportados no Capitulo 1.A
seguir, serao apresentados o0s processos de incorporagao e caracterizagao
destes materiais e os testes de hidrolise do paraoxon, utilizando os materiais
hibridos sintetizados.

E importante ressaltar que os resultados apresentados s&o preliminares

e foram desenvolvidos para aumentar a atividade cinética ja observada nos
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materiais isolados. Embora alguns resultados exijam estudos adicionais e seja
crucial elucidar a interagao entre os complexos e os MOFs, espera-se que a
combinagdo desses materiais tenha um potencial significativo no

desenvolvimento de novos catalisadores.

2.4.7.1 Incorporagao dos complexos nos MOFs

Os MOFs NU-1000 e UiO-66 foram escolhidos como objetos de estudo
deste trabalho por serem comumente utilizados como catalisadores em hidrdélise
de paraoxon.%52%° Além disso, a cavidade do MOF NU-1000 é uma das maiores
entre os MOFs de Zr reportados na literatura. Com 31 A, é suficiente para
incorporar qualquer um dos complexos, incluindo o complexo 5 (21,85 A), o
maior do grupo. Contudo, também €& possivel que o0s complexos sejam
adsorvidos na superficie do material, e/ou promovam interacbes que os
permitam ser incorporados mesmo sem que sejam inseridos completamente
dentro dos poros dos MOFs.

Os complexos foram incorporados em um processo de inser¢cao poés
sintese dos MOFs. Desta forma, uma vez obtidos os MOFs isoladamente, esses
foram inseridos em uma solucéo de acetonitrila contendo excesso de complexo.
A suspenséo foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. Apos esse tempo, as
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi coletado e analisado via UV-
vis para observar a quantidade de complexo incorporada no material pela
diferenga entre a concentragao inicial e final apds o procedimento. Os resultados
entre a proporcao de complexos, com relagdo aos MOFs, foram determinados
por UV-vis, sdo apresentados na Tabela 28. Além disso, a tabela mostra os
nomes dados aos materiais e os respectivos compostos que os deram origem.

O sdélido resultante foi lavado diversas vezes com acetonitrila, para retirar
quaisquer resquicios de complexo que nao foi adsorvido pelo MOFs. As lavagens
foram realizadas até se observar nenhuma coloracédo no liquido sobrenadante.
O complexo 2 (Materiais M2 e M7) mostrou lixiviagéo, liberando quantidade de
complexo durante os procedimentos de lavagem. Dessa forma, ele foi
desconsiderado das demais analises. Acredita-se que esse fendmeno tenha

ocorrido devido ao complexo ser o mais catidnico dentre o grupo estudado (4+).
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Tabela 28 - Propor¢cao de complexo para cada unidade de MOF nas amostras.
Proporgao calculada por diferenga da concentragao de complexo na solugao no
inicio e final do procedimento de incorporacgao.

Entrada Complexo MOF Proporgao
M1 1 UiO-66 1,16: 1
M2 2 UiO-66 -

M3 3 UiO-66 0,77: 1
M4 4 UiO-66 0,52: 1
M5 5 UiO-66 0,54: 1
M6 1 NU-1000 1,10: 1
M7 2 NU-1000 -

M8 3 NU-1000 0,47:1
M9 4 NU-1000 -

M10 5 NU-1000 0,79: 1

Os MOFs estudados nesse trabalho s&o extremamente hidrofébicos,
sendo compostos neutros formados por grandes unidades organicas apolares
na sua estrutura. Sendo assim, € possivel que a diferenca de polaridade entre
os materiais tenha sido o principal empecilho para incorporagéo. Isso também é
refletido na maior incorporagéo do complexo 1 (entradas M1 e M6), um complexo
neutro. Além disso, esse complexo € o menor dentre os exemplos estudados,
sendo possivel que sua incorporagao nos MOFs tenha sido facilitada, gerando a
melhor proporcdo complexo:MOF. Também se observa que nao houve
significativa diferenga entre a quantidade de complexo 1 incorporada no UiO-66
quando comparado com NU-1000. Esse resultado mostra o impacto do tamanho
da cavidade na incorporagao dos complexos. Por exemplo, o complexo 5 foi
incorporado de maneira significante no MOF NU-1000 (Material M10), enquanto
uma menor concentragéo deste foi observado com o MOF UiO-66 (Material M5).
Infelizmente nao foi possivel determinar a quantidade de complexo incorporado
para o material M9.

O primeiro sinal de que a incorporagao dos complexos nos materiais foi
bem-sucedida é a cor dos novos materiais. Isoladamente, o UiO-66 é um sdlido
branco e o NU-1000 apresenta uma coloracdo amarela. Apos a sintese, os

derivados de UiO-66 apresentam uma coloragdo roxa, de acordo com a
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coloragdo dos complexos, e os derivados de NU-1000 se apresentam na

coloragado amarela escura, como apresentado na Figura 61.

Figura 61 — Imagem dos frascos com os materiais utilizados e sintetizados nessa
secao. (a) Frascos contendo os MOFs UiO-66 e NU-1000; (b) Materiais M1, M3-
M6, M9, e M10 e um inset contendo imagem do solido de M1; (c) Legenda das
cores dos materiais para evidenciar as diferencas.
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Para avaliar se houve alguma mudancga na cristalinidade dos materiais
quando comparado aos MOFs isolados, foram realizadas analises de PXRD. Os
padrdées de difracdo observados sdao os mesmos que os MOFs isolados,
indicando que nao houve mudancga na cristalinidade dos novos materiais. Como
exemplo, sao apresentados os espectros dos respectivos MOFs e dos materiais
M1 e M6 na Figura 62. Demais espectros estdo contidos nos Apéndices
(APENDICE JJ e APENDICE KK).

Também foi realizada analise de IR, onde pode-se observar as bandas
comuns ao MOFs de origem, relativas aos estiramentos dos grupos carboxilatos
dos ligantes orgénicos (linkers) em ~1570 e 1400 cm™', e os estiramentos das
ligagbes Zr-O, em ~650 cm™'. Além disso, observa-se bandas correspondentes
aos estiramentos do contraion dos complexos, ClO4 em ~1090 cm-'. Como o
complexo 1 ndo apresenta contraions, esse estiramento ndo é observado nos

espectros dos materiais M1 e M6.
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Figura 62 - Analise de PXRD dos MOFs NU-1000 e UiO-66 e os derivados
sintetizados M1 e M6.
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Nos espectros dos materiais derivados de UiO-66, também se observa
uma larga banda na regido de 3300 cm-!, que pode ser correspondente a agua.
E conhecido na literatura que o MOF UiO-66 apresenta varios defeitos na sua
estrutura, ou seja, falta de ligantes organicos, que promovem a coordenacao dos
centros de Zr a moléculas de agua. E possivel que durante a insercdo dos
complexos, alguns desses ligantes aquo tenham se desprendido do metal,
permitindo que uma nova coordenagao do Zr com o ligante ou a formagao de
pontes aquo entre complexo-MOF tenha acontecido. A Figura 63 apresenta o
espectro de IR dos materiais M5 e M10, assim como seus respectivos MOFs de
formacdo. Os demais espectros estdo contidos nos apéndices (APENDICE LL -
APENDICE NN).
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Figura 63 - Espectro na regiao do infravermelho dos materiais M5 e M10, e seus
respectivos MOFs de formacgao, UiO-66 e NU-1000.
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Com as analises desenvolvidas até o momento nao é possivel afirmar a
correta porcentagem de complexo que foi incorporada ao MOFs, nem como a
interacdo entre esses compostos aconteceu. E possivel que as interacdes
tenham acontecido na superficie do material, nas porosidades formadas pela
estrutura dos materiais, ou que tenham realizado alguma ligacdo covalente.
Contudo, é possivel entender que os materiais interagem de alguma forma nao
destrutiva, onde os complexos e os MOFs mantem sua estrutura em um novo
material combinado. Isso fica ainda mais claro na digestao dos materiais M1 e
M6 (APENDICE OO - APENDICE PP). Apds deixar as amostras desses
materiais em NaOD por 24h, e em seguida analisa-los por '"H NMR, s&o visiveis
os sinais dos anéis aromaticos pertencentes ao ligantes, assim como o sinal
referente ao hidrogénio do aldeido em 10 ppm e CH2 em 3,8 ppm. Infelizmente,
devido a alta proporg¢ao de linkers organicos nos MOFs (picos 8,45; 7,88 ppm
para UiO-66 e 8,45; 7,88; 7,40 ppm para NU-1000), e a baixa incorporagéo dos
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complexos, as digestdes dos demais materiais foi inconclusiva, fazendo com que

os sinais referentes aos ligantes fosse muito pequena em relagao ao demais.

2.4.7.2 Estudos de hidrélise do POX

ApOs a breve caracterizagdo dos materiais, estes foram testados frente
a hidrolise do POX. A reacao foi conduzida de maneira similar ao descrito nas
reacdes de hidrodlise catalisadas pelo cluster, 6 mol % de catalisador com relacéo
ao substrato. As reag¢des foram acompanhadas por pelo menos 27 h, e aliquotas
de 10 pL diluidas em 1 mL de solvente (CH3CN/HEPES) e analisadas via UV-
vis. Neste caso, as reagdes foram conduzidas em mistura de solvente (ao invés
de somente agua como anteriormente) devido a solubilidade dos complexos no
solvente. Como sera discutido nos paragrafos seguintes, uma reagao utilizando
somente os complexos também foi conduzida, e nesse caso, os complexos
isolados nao sao soluveis em solugdo meramente aquosas, mesmo que 0s
materiais hibridos sejam. Para calculos de concentracdo de catalisador se
considerou a proporcao descrita na Tabela 28, para a amostra M9, a proporcao
entre complexo/MOF foi atribuida arbitrariamente descrita como igual para M4.

O Esquema 26 resume das condigdes utilizadas nessa sec¢ao.

Esquema 26 - Condigbes reacionais dos experimentos cinéticos.

OH
NO MOF
AT :
/\O“If\o > /\O“(A)\OH
~_0 CH5;CN/HEPES (pH 7,0-0,05 mol L) - 1:1viv. = >~
25°C NO:
POX DEP 4-NP

Comparando as reagdes utilizando os novos catalisadores, com os
MOFs de origem, observou-se pouca alteragao entre a curva catalitica gerada
pelos dados. Os resultados sugerem que a reagao de hidrélise nao foi alterada
pela insergcao dos complexos, sendo a atividade gerada por esses materiais a
mesma que os MOFs UiO-66 e NU-1000 isolados. Dentre os oito novos materiais
testados, somente M10 mostrou um pequeno aumento na atividade, como

apresentado na Figura 64.
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Figura 64 - Estudo cinético de hidrdlise do POX catalisado pelos materiais NU-
1000 e seus derivados: M6, M7, M9 e M10. Condigdes: CH3CN/tampao (1:1, v/v),
tampdo: HEPES (0,1 mol L") pH 7,0. [POX] = 25 mmol L™'; [Catalisador] = 1,5
mmol L', 25 °C.

—=— NU-1000
—e— M6

—a— M8

[4-NP] (x 10° mol L)
N

—v— M9
—e— M10

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Tempo (min)

O material combinando os efeitos de 5 com NU-1000 diminuiu o t12 da
reacao de hidrélise do substrato, de 3 h para 2 h, em comparagdao com o MOF
sozinho. Em alguns casos, 0os novos materiais parecem diminuir a atividade
quando comparado com os MOFs sozinhos. Isso deve acontecer pela menor
concentracdo do MOFs na mesma quantidade de amostra, ja que parte da
massa molar desses materiais € parcialmente atribuida ao complexo agora. Os
dados referentes aos exemplos com os derivados do UiO-66 estao apresentados
no APENDICE QQ. Uma reacdo nas mesmas condicdes, mas sem a presencga
de catalisador também foi realizada e nao se observou reagao de hidrdlise
espontanea nessas condigoes.

Apo6s observar a falta de atividade relacionada aos novos materiais
sintetizados quando comparada aos MOFs, foi realizado o estudo cinético
utilizando somente os complexos como catalisadores. No capitulo anterior, os
complexos se mostraram capazes de catalisar a hidrolise de um triéster de
fosfato em condigdes similares. Neste caso, o paraoxon é substrato bastante

similar o DEDNPP utilizado anteriormente, contudo, a presenca de somente um



210

grupo nitro do anel aromatico faz com que esse seja um grupo menos ativado,
por sua vez mais dificil de hidrolisar. Os experimentos foram realizados em
mistura de solventes (CH3CN/HEPES) em pH 7,0 - condigdo 6tima determinado
para a hidrolise de DEDNPP no capitulo 1 para os complexos 4 e 5. A Figura 65
a seguir, mostra que somente o complexo 5 apresentou alguma atividade frente
ao paraoxon, concordando com o maior kcat observado na hidrolise do DEDNPP.
Mesmo assim, esses valores sdao muito baixos quando comparados com a
atividade gerada pelos MOFs, o que justifica a baixa influéncia dos complexos
na reacéo de hidrolise. Além disso, se observa que em 18 h (1080 min), onde o
primeiro ponto foi coletado, os complexos ja haviam atingido a regido de maxima
atividade. Isso mostra que o aumento da atividade a partir desse ponto na reacéo
catalisada pelos materiais € decorrente em maior parte pelos préprios MOFs.
Finalmente os complexos 2 e 4 mostraram alguma atividade hidrolitica, mesmo
que muito baixa, enquanto para os complexos 1 e 3 continuaram com valores
proximos de zero. Essa tendéncia também é bastante concordante com os dados

observados no primeiro capitulo.

Figura 65 - Estudo cinético de hidrolise do POX catalisado pelos complexos 1-5.
Condigdes: CH3CN/tampao (1:1, v/v), tamp&o: HEPES (0,1 mol L-') pH 7,0.
[POX] = 25 mmol L-'; [Catalisador] = 1,5 mmol L', 25 °C.

[4-NP] ( x 10* mol L™

Tempo (h)
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Sendo assim, existem duas possiveis hipoteses para que a combinagao
dos complexos e MOF nao tenha aumentado consideravelmente a velocidade
das reacdes de hidrdlise.

1) A incorporagdo dos materiais ndo foi efetiva. Como discutido na
secao anterior, estes complexos sao catidnicos, e apor isso apresentam
certa polaridade. Por sua vez, os MOFs, sao materiais hidrofébicos o que
pode ter diminuido a interagcéo entre os materiais e consequentemente
sua incorporagao.
2) Os complexos isolados nao apresentam atividade. Como a
proposta é provocar um efeito sinérgico positivo, € importante que os
complexos possuam uma boa atividade hidrolitica frente ao substrato
testado. Esse pode ter sido o motivo para somente observar-se atividade
no material M10, que contém o complexo 5, mais ativo frente a hidrolise
do POX.

De todo modo, esse estudo mostrou a possibilidade de modelar novos
materiais hibridos como forma de aprimorar o uso de MOFs como catalisadores.
Mesmo que a atividade dos materiais sintetizados ndo tenha se sobressaido a
eles isolados, foi possivel aumentar a atividade hidrolitica do material M10 pela
combinagao do complexo com o MOFs. Isso mostra que é possivel promover um
efeito positivo pela incorporacdo de materiais cataliticos em supramateriais
organizados.

A partir desses resultados, novos complexos podem ser sintetizados
para apresentar maior atividade hidrolitica isolados, e que sejam de polaridade
similar aos MOFs. Assim, os dois fatores de risco supracitados podem ser
contornados e devem gerar um novo catalisador eficiente. Outra possibilidade a
ser explorada é realizar a incorporagdo dos complexos durante a sintese dos
MOFs, inserindo-0s na solugao de sintese. Durante a formacao das redes dos
MOFs, é possivel que os complexos sejam incorporados, ficando retidos dentro
dos poros dos materiais. Esse procedimento pode aumentar a incorporagédo dos
complexos e consequentemente aumentar sua atividade. Espera-se que esse
trabalho preliminar, abra portas para que mais investigagdes sobre o assunto

sejam realizadas.
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2.5 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE O CAPITULO 2

Até o presente momento, este trabalho € o primeiro descrito na literatura
a utilizar clusters contendo zirconio como catalisadores ativos na clivagem de
pesticidas e/ou ésteres de fosfato. O estudo mecanistico aqui conduzido, tanto
experimentalmente quanto pelos estudos tedricos, € pioneiro na elucidagao do
caminho da reagao conduzida por materiais desta natureza em condigbes
acidicas e neutras.

Ao longo de todo o trabalho, foi possivel utilizar os clusters contendo
zircbnio como catalisadores. Foram investigados 3 valores de pH, e duas
temperaturas que mostraram uma grande dependéncia da reacdo com o pH, e
maior influéncia da temperatura sobre a reacdo em maio acido. As cinéticas
conduzidas em condi¢des acidas e neutras mostraram reacdes similares, ambas
saturando em uma mesma taxa de conversao de substrato em produto, mas com
a reagao em condi¢des neutras sendo mais rapida. A acidificacdo da solugao
durante a reacao, € causada pela liberagao do produto fosforado, deslocando o
caminho reacional e promovendo a inibicao do catalisador. A relacédo da estrutura
do cluster com a reatividade foi explorada, dando indicios que os ligantes
carboxilicos em torno do oxo-cluster sdo mais relevantes para a velocidade da
reacao que a nuclearidade do catalisador (comparando clusters a base de Zr).
As reacdes foram conduzidas em mesmas condi¢des usando MOFs como
catalisadores, mostrando que a atividade destes materiais € decorrente do
proprio cluster que o forma. Observou-se a mesma limitagdo na conversao de
reagente em produto (~19%) tanto para MOFs como clusters, indicando que a
elevada atividade reportada aos MOFs é mais em decorréncia do pH (alcalino)
empregado do que uma maior atividade intrinseca a sua estrutura.

O catalisador manteve sua estrutura intacta, mostrando estabilidade
durante as reagdes e, apesar de ser um catalisador homogéneo, pode ser
recuperado e reutilizado apds a cinética. A estabilidade do material foi
confirmada tanto por técnicas espectroscopicas como por EXAFS, mostrando
que o solido obtido ao final da reacao € o proprio cluster. Finalmente, por ensaios
isotopicos e procedimentos de titulagao, o cluster Zrs mostrou-se atuante em um
mecanismo do tipo intramolecular, com caracteristicas que sugerem um caminho

reacional muito similar ao observado para hidrolases acidas. Portanto, € possivel
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considerar que este é o primeiro catalisador do tipo M'V-M" a ser reportado como
biomimético da PAPs, sendo capaz de apresentar espécie catalitica comparada
com o sitio enzimatico mesmo sendo um catalisador homovalente. Os resultados
que levaram a estas conclusées foram suportados por um extenso estudo
tedrico, simulando os processos de desprotonagao e determinacao das espécies
cataliticas durante a reacdo. Os caminhos reacionais intramoleculares e
intermoleculares (catalise basica) foram simulados concordando com a menor
energia do caminho intramolecular. A elevada energia necessaria ao final da
reacao para liberar o produto fosforado e regenerar o catalisador justifica a
inibicdo do catalisador observado experimentalmente.

Finalmente, os complexos desenvolvidos no primeiro capitulo foram
incorporados aos MOFs UiO-66 e NU-1000, para aumentar a atividade catalitica
dos materiais. Somente o complexo 5 com o MOF NU-1000 mostrou um efeito
positivo diminuindo o tempo de meia vida da reagao de 3 para 2 h.

Essas descobertas abrem caminho para que mais estudos sejam
realizados buscando melhorar as caracteristicas de catalisadores,
principalmente daqueles biomiméticos. Elas servem de base para elucidar como
os MOFs, reconhecidos catalisadores, atuam, permitindo que estes também
sejam aperfeicoados, buscando maiores rendimentos nas reagdes. Além disso,
expandem e complementam a utilizacdo clusteres inorganicos como
catalisadores além dos classicos compostos de coordenacdo explorados até

entao.
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3 DIVULGAGAO CIENTIFICA

Este trabalho gerou uma publicagdo em periddicos internacionais até o
momento. Um primeiro artigo foi publicado no European Journal of Inorganic
Chemistry (Fator de Impacto 2,3 - A3). Este artigo
(doi.org/10.1002/ejic.202300650) intitulado: “Phosphate triester hydrolysis by
mononuclear iron(lll) complexes: the role of benzimidazole in the second
coordination sphere”, trata do primeiro capitulo desta tese, apresentando a
sintese e caracterizagdo dos ligantes benzoimidazdlicos e complexos 1, 4 e 5.
Este artigo tornou-se capa do Volume 27, assunto 12 de abril de 2024. Uma
copia da primeira pagina desta publicagéo é apresentada no APENDICE RR.

Um artigo tratando sobre o capitulo 2, esta atualmente sob revisdo na
revista Chemical Science (Fator de Impacto: 8,4 — A1) intitulado: “Phosphate
Hydrolysis Under Acidic Conditions by Binuclear Zr'V-Zr'V Active Sites”. Além
destes, pretende-se escrever um artigo sobre os dados envolvendo os materiais
hibridos, descritos no capitulo 2. Um artigo sobre os aspectos bioldgicos, como
os testes de citotoxicidade, enzimaticos e antifungicos dos cinco complexos de

ferro, também deve ser desenvolvido.
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APENDICE A - Estruturas citadas no texto.
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APENDICE B - Espectro de IR do precursor bpma
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APENDICE D - Espectro de IR do ligante bpmamff
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APENDICE E - Espectro de "H NMR do precursor bpma (400 MHz, CDCls, TMS
=0 ppm).
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APENDICE F - Espectro de '"H NMR do precursor cmff (400 MHz, CDCls, TMS
=0 ppm).
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APENDICE G - Espectro de "H NMR do ligante bpmamff (400 MHz, CDCls, TMS
=0 ppm).
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APENDICE H - Espectro de "H NMR do ligante HL1 (400 MHz, CDCls, TMS = 0

ppm).
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APENDICE | - Espectro de '"H NMR do ligante HL2 (400 MHz, CDCls, TMS =0
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APENDICE J - Espectro de "H NMR do ligante HL3 (400 MHz, CDCls, TMS =0
ppm).
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APENDICE K - Espectro de "H NMR do ligante HL4 (400 MHz, CDCls, TMS =0
ppm).
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APENDICE L - Espectro de '3C NMR (acima) e 135-DEPT (abaixo) do ligante
bpmamff (100 MHz, CDClIs3).

(=] = (o] [ o W B i BN
el == o Mwn G — & W e v
[l o 00 w o= 000 e W9y o0 e ]
8 AR 3T FEASARE zTan P
| N | NS e A [
U
I
1
1
1
1
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 S0 40 30 20 10 10
Chemical Shift (ppm)
wi = oo — 00
3 w0 = oM [y =] i
(=] oo [ ] o oenoen R L |
g I Ha and e a8
NV N [ [
|
1
]
] ]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 S0 40 30 20 10 10

Chemical Shift (ppm}



249

APENDICE M - Espectro de '3C NMR (acima) e 135-DEPT (abaixo) do ligante
HL1 (100 MHz, CDCls).
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APENDICE N - Espectro de "3C NMR (acima) e 135-DEPT (abaixo) do ligante
HL2 (100 MHz, CDCla).
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APENDICE O - Espectro de '3C NMR (acima) e 135-DEPT (abaixo) do ligante
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- Espectro de *C NMR (acima) e 135-DEPT (abaixo) do ligante

HL4 (100 MHz, CDCls).
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APENDICE Q - Espectrometria de massas do ligante HL1. Inset: distribuicdo
isotdpica do pico base, em m/z 420,27 (experimental em preto e tedrico em

vermelho).
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APENDICE R -Espectrometria de massas do ligante HL2. Inset: distribuicdo
isotopica do pico base, em m/z 448,30 (experimental em preto e tedrico em

vermelho).
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APENDICE S - Espectrometria de massas do ligante HLs. Inset: distribuicdo
isotdpica do pico base, em m/z 479,25 (experimental em preto e tedrico em
vermelho).
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APENDICE T - Angulos entre ligacdes calculados para os complexos 1-5 por
PBEQ/Def2-TZVP(-f) (atomos de Fe, N e O) ou Def2-SVP (outros atomos)
comparados com valores experimentais.

Tedrico 1 Experimental® 2 3 4 5
Npy-eq-Fe(lll)- 74,08 73,01 7445 74,44 74,23 74,38
Naiif
Npy-eq-Fe(lll)- 97,47 86,92 95,72 96,31 98,01 96,49
Npy-ax
Npy-eq-Fe(lll)- 157,50 161,13 160,41 160,39 153,36 160,22
Ofenolato
Npy-ax-Fe(lll)- 163,79 - 163,13 163,53 170,81 163,57
Oégua
Naliph-Fe(l11)- 164,70 - 175,19 166,43 164,14 166,24
Onidroxo
Ohnidroxo-Fe(lll)- 108,08 - 95,74 104,05 105,99 104,22
Ofenolate
Onidroxo-Fe(lll)- 96,03 - 96,32 96,90 94,51 96,96
Oéguar

aValores experimentais reportados por Vailati e colaboradores para 1.'%8
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APENDICE U - Espectros de UV-Vis dos Ligantes em CHsCN. (a) bpmamff; (b)

HL+4; (C) HL2; (d) HLs; (e) HLa.
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APENDICE V - Espectro de absorgdo simulado para os complexos 2-4, com
PBEQ/Def2-TZVP(-f) (Fe, N, e O) ou Def2-SVP (outros atomos) em CH3CN
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APENDICE W - Dados de TDDFT/TDA para excitacdes dos complexos 1, 4, e
5 por PBEQ/Def2-TZVP(-f) (Fe, N e O) ou Def2-SVP (outros atomos).
Energia
Estado eV nm f Atribuicao 2
1

1 2,293 540 0,0136 LMCT (pr fenolato — dx2-y2 Fe(lll))

7 3,348 370 0,0255 LMCT (prr fenolato — dxy Fe(lll))
12 3,648 340 0,0982 LMCT (prr fenolato — dz? Fe(lll))
17 3,792 327 0,0421 LMCT (OH2 — dyz Fe(lll))
35 4,354 285 0,0444 m-1r* (p17 fenolato — pmr* phenolate)
40 4495 276 0,0135 LMCT (pr py — dx2-y? Fe(lll))
50 4,685 264 0,0127 LMCT (OH2 — dz2 Fe(lll))
2
1 2122 584 0.0173 LMCT (p fenolato — dxy Fe(lll))
4 3.251 381 0.0314 LMCT (pr fenolato — dx?-y? Fe(lll))
9 3.533 351 0.0077 LMCT (n Onidroxo — dyz Fe(lll))
18 3.852 322 0.0143 LMCT (pmr py — dxy Fe(lll))
21 4.033 307 0.0316 r-1r* (prr fenolato — prr™* pyridine + prr*
fenolato)
22 4.060 305 0.0187 r-1r* (prr fenolato — pmr* py + prr*
fenolato)

LMCT (pr fenolato — dz? Fe(lll))
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28 4235 292 0.0357 LMCT (n Naiif + n Onidroxo + N Ofenolato —
dxz Fe(lll)))
44 4682 265 0.2700  n-1* (N Naiif + N Onidroxo + N Ofenclato — PTT*
Py
LMCT (n Naiit + n Onidroxo + N O fenolato —
dxz Fe(lll))
3
1 2115 586 0.0165 LMCT (prr fenolato — dxy Fe(lll))
4 3.205 387 0.0145 LMCT (prr fenolato — d x-y? Fe(lll))
LMCT (pm py — dx¥ Fe(lll))
5 3.256 381 0.0160 LMCT (pr fenolato — dx?-y? Fe(lll))
LMCT (pm py — dxy Fe(lll))
LMCT (n Onidroxo — dxy Fe(lll))
14 3.759 330 0.0353 LMCT (pm py — dyz Fe(lll))
15 3.788 327 0.0248 LMCT (prr py— dyz Fe(lll))
m-1r* (p17 fenolato — prr* py)
21 4.035 307 0.0203 LMCT (n Oridroxo — dxz Fe(lll))
41 4455 272 0.0427 LMCT (prr py — dx2-y? Fe(lll))
43 4629 268 0.0227 LMCT (prr fenolato — dxy Fe(lll))
m-1r* (p17 fenolato — pr* py)
4
1 2,139 580 0,0075 LMCT (pr fenolato — dx?-y? Fe(lll))
10 3,277 368 0,0232 LMCT (prr fenolato + py + BIMZ — dx?-y?
Fe(lll))
15 3,659 339 0,0229 LMCT (p fenolato — dz? Fe(lll))
17 3,712 334 0,0125 LMCT (p1r py — dx?-y? Fe(lll))
25 3,897 318 0,0094 m-1r* (prr fenolato — pmr™* pyridine)
27 3,970 312 0,0157 LMCT (OH — dyz + dz? Fe(lll))
28 4,024 308 0,0193 m-1r* (prr fenolato — prr* pyridine)
43 4,440 279 0,0077 LMCT (pmr py+ BIMZ — dxy + dx?-y? +
dz? Fe(ll)))
47 4516 275 0,0109 LMCT (prr py — dxy Fe(lll))
5
1 2,112 586 0,0164 LMCT (pr fenolato — dx?-y? Fe(lll))
4 3,203 387 0,0147 LMCT (prr fenolato — dxy Fe(lll))
5 3,254 381 0,0159 LMCT (pr fenolato — dxy Fe(lll)) +
LMCT (pm py — dx2-y2 Fe(lll)) +
LMCT (OH — dx2-y? Fe(lll))
16 3,760 330 0,0342 LMCT (pm py — dyz Fe(lll)) +

m-1r* (p17 fenolato — pr* pyridine)
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APENDICE X - Curvas de Titulagéo espectrofotmetrica dos complexos (a) 1; (b)

2; (c) 3; (d) 4. Indicagdes do sentido de

mudanga das bandas pela adigao de

base, e formacao das espécies a, b e ¢ correspondentes.
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APENDICE Y - Calculos dos valores de pKa do complexo 1, por titulacdo
espectrofotmétrica em determinados comprimentos de onda, pela inflexdo da
curvatura dos pontos com o aumento do pH. Valores experimentais em preto,
ajuste da curva em vermelho.
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APENDICE Z - Calculos dos valores de pKa dos complexos (a) 2; (b) 3, por
titulacdo espectrofotmétrica em determinados comprimentos de onda, pela
inflexdo da curvatura dos pontos com o aumento do pH. Valores experimentais

em preto, ajuste da curva em vermelho.
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APENDICE AA - Calculos dos valores de pKa dos complexos (a) 4; (b) 5, por
titulacdo espectrofotmétrica em determinados comprimentos de onda, pela
inflexdo da curvatura dos pontos com o aumento do pH. Valores experimentais
em preto, ajuste da curva em vermelho.
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APENDICE BB - Linearizagdes de kcat (Equacgéo de Arrhenius) observadas para
a reacgao de hidrélise do DEDNPP na presenga dos complexos (a) 1; (b) 2; (c) 3;

(d) 4; (e) 5.
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APENDICE CC - Linearizacdes de kcat/T (Equacéo de Eyring) observadas para
a reagao de hidrélise do 2,4-DEDNPP na presenga dos complexos (a) 1; (b) 2;

(c) 3;(d) 4; (e) 5.

(a)
. r=0,95
_13_
L_"a 144
x
<
_15_
0,0032 0,0033 0,0034
1T
(b) (c)
-13
121 r=0,98 r=0,99
-134 n -144
£ -141 . =)
-!E ’ ~ xg '.‘
Z -154 T 159
-161 .
-164
17 ‘ ‘ : :
0,0032 0,0033 0,0034 0,0032 0,0033
) 1T (e) 1T
a1,
124 " r=0,98 r=0,98
12
=~ 13 —
S . SN
x x
5 E
14 : 14 :
: ‘ : 5L : :
0,0032 0,0033 0,0034 0,0032 0,0033 0,0034
1T 1T



264

APENDICE DD - Compilado dos valores de pKa reportados experimentalmente
para varios acidos inorganicos as suas energia livre de Gibbs (determinada por
calculo) considerando a diferenca entre o acido e sua base conjugada.

Acido pKa (exp,)? AGacido-base (kcal mol-')
H3PO4 1,97 -279,40
H3AsOq4 2,22 -283,08
HNO: 3,29 -289,90
H3AIO3 11,2 -316,06
H3AsO3 9,22 -301,75
BrOH 8,70 -306,34
IOH 11,00 -308,82
H4GeOa4 8,68 -300,97
H3BO3 9,23 -307,04
HCIO3 -1,00 -274,73
HNO3 -1,30 -274,88
H3GaOs 10,32 -310,67
H2S04 -3,00 -262,16
HsPO3 2,00 -291,69
H2CO3 6,37 -287,07

2 Todos os sistemas foram completamente otimizados no nivel de Teoria B3LYP-D3BJ usando
a base de dados LANL2TZ(f) e pseudopotenciais para elementos pesados e 6-311G(d,p) para
elementos leves. O efeito da agua como solvent foi incluido atraves do modelo IEF-PCM. ? Dados
obtidos de Williams (2022),243

APENDICE EE - Ajuste linear dos dados de energia livre de Gibbs calculados
por DFT para os acidos inorganicos listados no APENDICE DD versus seus
valores experimentais de pKa, Valores de AG foram calculados pela diferenga
entre as energia livres de Gibbs entre cada acido e seu conjugado: AG = Gacido
— Gbase,

AG=-3.126 pK, — 276.53
2704 r2=0.9216

)

-300 - --._...._._90

05,

AG (kcal mol)
B
(=]

4 2 0 2 4 6 8 10 12
pK. (exp.)
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APENDICE FF - Espectro de NMR da digestdo do cluster em NaOD.
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APENDICE GG -- Equacdes de primeira ordem para os catalisadores testados
(@) Zre pH 3,0; (b) Zre pH 6,4; (c) ZrClsa pH 2,7; (d) ZrCls pH 6,7; (e) hidrdlise
espontanea.
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APENDICE HH - Espectro de
reacao cinética em pH 6,4.

NMR da digestdo do
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cluster em NaOD, apos
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APENDICE |l - Energia Livre de Gibbs kcal mol-' os isémeros estruturais de Zrs
em diferentes estados de protonagao.”

T+

—l,
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9——0 ol —0 o, .—0 o-_z{_—a
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£ +10. ! +7.
(0.0] (+10.8 0.0 (+7.0]
oH TH Bk ll}H oH 1z TH TH 12 oH TH e oH oH e
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0—.2'5._—0\ 0, —0 o-_.z':._-o\ °—-2r-"°\ ? o—) -0
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*Os valores de referéncia (0,00) sdo correspondentes as estruturas de configuragbes mais
estaveis para cada espécie desprotonadas e baseados no espécie mais estavel com um proton
amais. Isso significa que o isomerismo do Zre-(OH)e foi calculado a partir da espécie mais estavel

de Zrg-(OH)s e assim por diante.
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APENDICE JJ - Espectro PXRD dos materiais derivados do UiO-66, M2-M5.
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APENDICE KK - Espectro PXRD dos materiais derivados do NU-1000, M8-M10.
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APENDICE LL - Espectro de IR dos materiais derivados do complexo 1.
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APENDICE MM - Espectro de IR dos materiais derivados do complexo 3.
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APENDICE NN - Espectros de IR dos materiais derivados do complexo 4
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APENDICE OO - Espectro de '"H NMR (400 MHz) em D20. Em vermelho UiO-
66, e em azul Material M1.
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APENDICE PP - Espectro de 'H NMR (400 MHz) em D20. Em vermelho NU-
1000, e em azul Material M6.
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APENDICE QQ - Reagao de hidrolise do POX catalisada pelo UiO-66 e materiais
derivados desse MOF. Condigdes:
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APENDICE RR - Primeira pagina do artigo referente ao primeiro capitulo do
trabalho.
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Phosphate Triester Hydrolysis by Mononuclear Iron(lll)
Complexes: the Role of Benzimidazole in the Second

Coordination Sphere

Edinara Luiz,® Giliandro Farias,® Mariella Alzamora,™ Dalber R. Sanchez,™

*ld

Fernando R. Xavier,* and Rosely A. Peralta*”

Over the years, phosphate ester hydrolysis catalyzed by
coordination compounds has attracted extensive research on
developing new bioinspired compounds. However, the liter-
ature lacks sufficient examples displaying activity toward
phosphate triesters specifically, limiting the understanding of
efficient strategies for the hydrolysis of this compound
hydrolysis. Herein, we report preparing and characterizing three
mononuclear iron(lll) complexes (1, 2, and 3) and their hydro-
lase-like activity. Complexes 2 and 3 have benzimidazole (BIMZ)
moieties and were strategically designed to separate the BIMZ
moiety from the first coordination sphere, and complex 1
(without BIMZ) was used as a reference. Several techniques
provided structural information, including spectrophotometry,

Introduction

The population increase caused a significant surge in food
demand and consequently in the production and development
of effective crop-protecting measures against pests."” This
includes using of phosphate triesters (PT) as insecticides.”
However, due to their inherent toxicity,"® there has been a
growing interest in exploring a safe and secure way to destroy
these compounds, ranging from physical procedures such as
adsorption”® and chemical methodologies employing
nanocarriers,® " bacteria,"” to enzymatic hydrolysis®™*-'® Phos-
phatases are one of these enzymes that specifically target and
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spectrometry, electrochemistry, elemental analysis, and *’Fe
Mossbauer. Density functional theory (DFT) revealed distorted
octahedral geometries due to the presence of the BIMZ groups.
These groups also directly affected the protonation equilibria
and catalytic activity. The phosphate triester diethyl-2,4-dinitro-
phenylphosphate (DEDNPP) hydrolysis was enhanced at least
27 times compared to the uncatalyzed reaction, with complexes
2 and 3, thus showing higher catalytic rates (k). Moreover, a
longer carbon chain led to a higher hydrolysis rate but less
interaction with substrate. These findings provide background
for further investigations and the development of efficient
catalysts for agrochemical degradation.

break the P~O bonds."*'? Notably, phosphotriesterase (PTE) is
one of the few metallohydrolases capable of efficiently
degrading PTs,”” and is found in various organisms, including
bacteria and certain plants. Its unique divalent zinc cation
(Zn"Zn") cofactor”" plays a crucial role in the enzyme catalytic
activity, facilitating the hydrolysis of PTs, which usually occurs in
alkaline pH conditions."*

Strategies have been developed to mimic these enzymes’
behavior synthetically. For P-O bond hydrolysis specifically,
purple acid phosphatases (PAPs) bioinspired compounds have
gained the attention of chemists over the last three
decades.””*? Structurally similar to PTE, PAPs can be found in
several sources, ordinarily in their Fe"M" form (M"=2Zn, Mn or
Fe).**¥ For PAP mimetics, iron-based complexes typically
exhibited superior catalytic results.******* While this metal
acidity generates more efficient nucleophiles under milder
conditions (pH5 to 7)°7 the M" metal is responsible for
substrate coordination and for helping to reach optimal
conditions to promote hydrolysis™” However, these reactions
can work even with mononuclear compounds if the complex
presents an available position to interact with the substrate and
another to promote hydrolysis.*®*% In addition, groups known
as the second coordination sphere can perform one of these
roles in catalysis. They are not directly coordinated to the metal
center and can interact with the substrate, enhancing the
catalytic activity.*” Aromatic moieties, for example, already
exhibited interactions with the aromatic ring in the substrates,
stabilizing the reaction intermediates.**® Moreover, besides
providing these electronic interactions, species such as
imidazole and its derivatives like benzimidazole (BIMZ) could be

@ 2024 Wiley-VCH GmbH
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