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Resumo

Nos ultimos anos a presenca de inUmeros ions metalicos envolvidos em
processos biolégicos essenciais a vida dos mais variados organismos tem sido
avaliada. O estudo desses processos tem levado a descoberta de proteinas e
enzimas que dependem dos metais para seu normal funcionamento. Embora
varias enzimas ja tenham sido exaustivamente estudadas, a grande maioria
continua sem ter sua estrutura, funcées e mecanismos de acédo elucidados. No
entanto, diversas metaloproteinas conhecidas tém algumas de suas propriedades
fisico-quimicas determinadas, o que permite um estudo através de comparacdes
com complexos-modelo de baixa massa molar, cuja estrutura cristalina pode ser
facilmente determinada, permitindo a obtencdo de importantes informacbes a
respeito de sua estrutura e funcoes

As fosfatases acidas purpuras (PAPs) pertencem a uma familia de
metaloidrolases binucleares, as quais tém sido isoladas de uma variedade de
fontes incluindo leveduras, fluido uterino de suinos (uteroferrina - ufPAP), baco de
bovinos (bovine spleen - bsPAP), macréfagos lisossomos humanos, ossos de
ratos, plantas e bactérias. Sdo enzimas que catalisam a hidrélise de ésteres de
fosfato em condicbes acidas ﬂfaixa de pH entre 4 e 7) e que contém em seus sitios
ativos um centro binuclear Fe" - M" (M= Fe, Mn, Zn).

Um método usual para o estudo do mecanismo de acdo da enzima é a
substituicdo de um dos ions metalicos naturais por outro metal com mesmo estado
de oxidacao, para avaliacdo das diferencas nas propriedades espectroscopicas e
cataliticas.

A utilizacao de Ga” como analogo ao Fe" é bastante descrita tanto em
Quimica Inorganica quanto na quimica de proteinas por possuirem raio iGnico
(0,62A vs 0,65 A), carga e modos de coordenacao semelhantes. Complexos de
Fe' e Ga"' apresentam velocidades de troca do ligante e os valores de pKa para
as moléculas de agua coordenada semelhantes, o que é muito importante no
estudo de reagdes cataliticas que envolvem a troca de ligante no metal.

Neste trabalho foram sintetizados dois novos complexos heterodimetalicos
de GaCu e GaZn

O complexo [GaCulL1(u-OAc).]CIO, foi estudado através de técnicas
espectroscopicas (no infravermelho e eletrnica), titulagdo potenciométrica e
ressonancia paramagnética eletrénica (EPR).

Ja o complexo [GaZnL1(u-OAc)2]CIO4 foi caracterizado por espectroscopia
no infravermelho, ressonancia magnética nuclear de 'H e '°C, titulacdo
potenciométrica e teve sua estrutura de raios X determinada. Esse complexo
merece destaque por ser o primeiro descrito até o momento na literatura.

A partir da caracterizacdo dos complexos foram realizados os estudos
cinéticos desses compostos frente a hidrélise do substrato modelo 2,4
bis(dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP) que indicam que os complexos podem ser
considerados bons modelos funcionais para as PAPs Ga substituidas.



Abstract

In the last years the presence of countless metallic ions involved in essential
life processes of the most varied organisms has been discovered. The study of
those processes has been taking to the discovery of proteins and enzymes that
depend on the metals for their normal operation. Although several enzymes have
already been studied thoroughly, the great majority continues without having their
structure, functions and action mechanisms elucidated. However, the great
majority of the known metalloproteins has some of their properties certain physical-
chemistries, what allows a study through comparisons with complex-model of low
mass molar, whose crystalline structure can be easily certain, allowing the
knowledge of important information regarding their structure and functions.

The purple acid phosphatases (PAPs) belong to a family of dinuclear
metallohydrolases, which have been isolated of a variety of sources including
yeasts, pig uterine fluid (uteroferrin - ufPAP), bovine spleen (bsPAP), human
macrophages, mice bones, plants and bacteria. They are enzymes that catalyze
the hydrolysis of phosphate esters in acidic conditions (pH between 4 and 7) and
that contain at their active site a bimetallic center Fe" - M" (M = Fe, Mn, Zn).

An usual method for the study of the mechanism of action of the enzyme is
the substitution of one of the natural metallic ion for other metal with same
oxidation state, and evaluation of the differences in the properties spectroscopic
and catalytic.

The use of Ga'" as similar to Fe is quite described in Inorganic Chemistry
as in the Chemistry of proteins. Ga"' and Fe'" possess ionic radii (0,62A vs 0,65 A),
charge and manners of similar coordination. Complex of Fe"' and Ga'" show rate of
change of the ligandt and pKa values for the molecules of water coordinated
similar, what is very important in the study of catalytic reactions that involve ligandt
change in metal.

In this work two new heterodimetallic complexes of GaCu and GaZn were
synthesized with the ligand 2,6-bis[(2-hydroxibenzyl)(2-
methylpyridyl)(@aminomethyl)]- methylphenol (L1).

[GaCuL1(u-OAc).]JCIO,4 was studied through spectroscopic techniques
(infrared and electronic) and electrochemistry, potentiometric tritation, electronic
paramagnetic resonance (EPR).

The compound [GaZnL1(u-OAc)2]CIO4 was characterized by spectroscopic
in the infrared, nuclear magnetic resonance of 'H and '*C, potentiometric tritation
and had its structure of X ray obtained. This complex deserves highlight for being
the first described containing those metals.

Starting from the characterization of the compounds the kinetic studies were
accomplished from those complexes towards the hydrolysis of 2,4-BDNPP
phosphate diester that indicate that the compounds can be considered good
functional models for PAPs Ga substituted.



Introducgéao

1 Introducao

Nos ultimos anos a presenca de inumeros ions metalicos envolvidos em
processos biolégicos essenciais a vida dos mais variados organismos tem sido
avaliada. O estudo desses processos tem levado a descoberta de proteinas e
enzimas que dependem dos metais para seu normal funcionamento. Embora
varias enzimas ja tenham sido exaustivamente estudadas, a grande maioria
continua sem ter sua estrutura, funcbes e mecanismos de acao elucidados. O
grande problema na elucidagdo da estrutura e propriedades das metaloproteinas
consiste em sua elevada massa molar e complexidade, o que se reflete na
dificuldade de sua obtencdo com pureza adequada. Além disso, a obtencéo de
monocristais adequados a resolugdo da estrutura cristalina de proteinas é
extremamente dificil, sendo por isso raras as proteinas cuja estrutura tenham sido
resolvidas. No entanto, diversas metaloproteinas conhecidas tém algumas de suas
propriedades fisico-quimicas determinadas, o que permite um estudo através de
comparagbes com complexos-modelo de baixa massa molar, cuja estrutura
cristalina pode ser mais facilmente determinada, permitindo a obtencdo de
importantes informagdes a respeito de sua estrutura e fungbes. Além de servirem
para o estudo das metaloenzimas, os complexos-modelo podem apresentar
aplicacbes em potencial, tais como atividade farmacolégica e catalisadores em
processos industriais. Estudos dessa natureza sdo de grande importancia para o
dominio do conhecimento necessario ao desenvolvimento cientifico e tecnolégico
do pais, possibilitando a formacdo de recursos humanos e infra-estrutura

destinados a pesquisa aplicada e criacdo de novas tecnologias.
1.1 A Quimica Bioinorganica
A parte da ciéncia que estuda a interagcdo dos compostos de coordenacao

em sistemas bioldgicos é a Quimica Bioinorgéanica. Esta se encontra na interface
entre a Quimica Inorganica classica e a Biologia além de englobar uma variedade
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de ciéncias desde a Quimica Inorgéanica, Bioquimica, a Espectroscopia, Biologia
Molecular e inclusive a Medicina'.

Embora os compostos organicos desempenhem a maioria das funcdes
bioldgicas, a natureza aprendeu a utilizar as propriedades especiais dos metais,
constituintes naturais das enzimas, para exercer uma ampla variedade de funcdes
especificas associadas ao processo da vida. Os elementos de principal interesse
na Quimica Bioinorganica sdo os metais alcalinos terrosos, vanadio, manganés,
cobre, niquel, zinco, ferro, galio entre outros.

Informacdées muito significativas no estudo de Bioinorganica tém sido
obtidas através do estudo de compostos modelo. Estes apresentam massas
molares menores que os observados nas proteinas e o principal interesse € que
venham mimetizar o centro ativo das mesmas.

Sendo um dos objetivos da Quimica Bioinorganica o desenvolvimento de
compostos modelo, este processo usualmente segue uma sistematica' que se
inicia com o isolamento e purificacdo da enzima de interesse com posterior estudo
das propriedades fisico-quimicas e caracteriza¢ao preliminar dos constituintes do
sitio ativo.

Com base nos dados obtidos a partir da enzima prossegue-se com o
projeto de um ligante capaz de mimetizar caracteristicas dos aminoacidos
presentes para entao, sintetizar e caracterizar os complexos modelo, analisando
também sua estrutura e posteriormente sua reatividade.

Caso os resultados sejam satisfatérios pode-se concluir que se trata de um
complexo modelo ou andlogo sintético. No caso de resultados insatisfatorios a
estratégia € voltar a etapa de projecao do ligante e seguir a mesma metodologia
empregada anteriormente.

A seguir, o esquema da sistematica que os quimicos bioinorganicos

costumam seguir para o desenvolvimento de novos complexos modelo.
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Figura 1. Esquema da sistematica utilizada para a sintese de complexos-modelo.

1.2 Metaloenzimas

Metaloenzimas e metaloproteinas sao biomoléculas que contém, no
minimo, um fon metalico em seu sitio ativo®. Assim, o sitio ativo de uma proteina
consiste de um ou mais ions metalicos, toda a cadeia lateral da proteina, pontes
exbgenas e ligantes terminais que definem a primeira esfera de coordenacao de
cada ion metalico.

Desse modo, enzimas sao as proteinas mais notaveis e especializadas,
aquelas que possuem atividade catalitica. Elas aceleram reacbes quimicas
especificas sem a formacao de subprodutos, tém um alto grau de especificidade
por seus substratos e atuam em meio aquoso e condigdes suaves de pH e
temperatura. Acredita-se que a alta especificidade apresentada pelas enzimas
esteja relacionada a um arranjo tridimensional Unico para cada uma delas.

As enzimas sdo internacionalmente classificadas®, de acordo com as

reacdes por elas catalisadas, em:
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Oxirredutases : responsaveis pela catalise de transferéncia de elétrons;
Transferases : responsaveis pela catélise de reacoes de transferéncias de grupos
aldeidicos, cetbnicos, acila, fosforila etc.;

Hidrolases : responsaveis pela catélise de reacdes de hidrdlise;

Liases : responsaveis pela catalise de adicdo ou remocao de grupos a duplas
ligacoes;

Isomerases : responsaveis pela catalise de transferéncia de grupos dentro de
moléculas produzindo formas isoméricas;

Ligases : responsaveis pela catalise de formacao de ligacdes C-C, C-S, C-O e C-N
por reacdes de condensacao acopladas a clivagem de ATP.

A partir desta classificacdo serdo destacadas as enzimas capazes de clivar
hidroliticamente ésteres de fosfato, as fosfatases acidas purpuras (EC 3.1.3.2)°

1.3 As Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs)

As fosfatases acidas purpuras (PAPs) pertencem a uma familia de
metaloidrolases binucleares, as quais tém sido isoladas de uma variedade de
fontes incluindo leveduras, fluido uterino de suinos (uteroferrina - ufPAP), baco de
bovinos (bovine spleen - bsPAP), macréfagos lisossomos humanos, ossos de
ratos, plantas e bactérias. S&o enzimas que catalisam a hidrélise de ésteres de
fosfato em condicbes acidas (faixa de pH entre 4 e 7) e que contém em seus sitios
ativos um centro binuclear Fe" - M" (M= Fe, Mn, Zn)*, sendo que as PAPs
isoladas de plantas sdo as que apresentam sitios heterobimetalicos, FeMn e FeZn
presentes, respectivamente, na batata doce (spPAP) e da soja (sbPAP)
Entretanto as enzimas de origem animal, ufPAP e bsPAP, sao as que tém sido
mais bem estudadas.’
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Figura 2. Esquema de hidrdlise das PAPs.

A ufPAP e a bsPAP sao glicoproteinas com massa molar em torno de
35kDa, que apresentam uma estrutura monomérica peptidica com 90% de
similaridade.®® O sitio ativo das PAPs de origem animal consiste de um centro
binuclear de ferro com dois estados de oxidacdo possiveis: um cataliticamente
inativo, Fe''Fe", conhecido como forma purpura e caracterizado por uma banda de
absorcdo tipica (A = 550nm, = 4000mol™.L.cm™) e outro, enzimaticamente ativo
Fe''Fe' conhecido como forma rosa (A = 505nm, e= 4000mol™.L.cm™). Essas
bandas foram atribuidas a processos de transferéncia de carga do tipo

'O fato de serem observadas absortividades molares similares

tirosinato — Fe
para ambas formas da enzima e de ser possivel a interconversao das formas
purpura em rosa pelo uso de redutores (ascorbato ou ditioeritritol), ou de oxidantes
(ferricianeto ou perdxido de hidrogénio), sugere que o residuo tirosinato encontra-
se coordenado a somente um dos centros de ferro, sendo ele o sitio ndo
redutivel.’

Ambas formas, reduzida e oxidada, das PAPs tém sido caracterizadas por
varios métodos fisico-quimicos e espectrscopicos, o0s quais incluem:
eletroquimica'®, espectroscopia Raman ressonante®, EPR®'', susceptibilidade
magnética,>'® Mossbauer®’® , 'H-RMN'®, EFEARX (EXAFS)", e estudos
cinéticos. '

Recentemente, a elucidacdo estrutural ocorreu com a determinagdo das
estruturas cristalinas, por difracdo de raios X, das enzimas do feijao
(kidney bean - kbPAP)', da PAP resistente ao tartarato de ratos (rafTRAP)'®, da

PAP de ossos de ratos (rbTRAP)' e da ufPAP?. A principal diferenca entre as
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PAPs de mamiferos e a kbPAP extraida de plantas € que esta é uma
metaloproteina homodimérica Fe"'Zn", com subunidades de aproximadamente
55kDa, enquanto que a de mamiferos na sua forma ativa é uma enzima
monomérica Fe'"Fe" com massa molar em torno de 35kDa.

A estrutura da kbPAP (resolucdo de 2,65A)", revela que os centros
metalicos estdo separados por uma distancia de 3,26A, sendo que o ion Fe"
encontra-se em uma geometria octaédrica e esta coordenado aos seguintes
residuos de aminoacidos em cadeias laterais: Tyr 167, His325, um grupo
carboxilato monodentado do Asp135 e um grupo carboxilato monodentado ponte
do Aspl164. Completando a esfera de coordenacdo do metal, dois ligantes

exdgenos foram modelados : um hidréxido terminal coordenado ao Fe", um grupo

u-hidréxido ponte (Fe-O:1,9A e Zn-0:2,1A) e uma agua coordenada ao zinco (I1)'"".
Para o fon Zn" foi observada uma geometria octaédrica distorcida que além dos
grupos ponte mencionados anteriormente, € composta pelos residuos de
aminodcidos His286, His323, um nitrogénio aminico da Asn201.

A partir da resolucdo dessas estruturas pbéde-se observar uma grande
similaridade entre os sitios ativos das enzimas, 0 que sugere que a catalise de
hidrélise de ésteres de fosfato deva ocorrer segundo mecanismos bastante
semelhantes.

A Figura 3 apresenta os desenhos esquematicos da kbPAP contendo
fosfato coordenado, da roPAP com o ion sulfato presente e ufPAP com o fosfato

simetricamente coordenado aos dois atomos metalicos.
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Figura 3. Estruturas cristalinas dos sitios ativos das PAPs : a) koPAP'", b) roPAP'®
e ¢) ufPAP?.

Em 1996, Klabunde e colaboradores'’® propuseram um mecanismo de
catdlise assistida pelo metal, do tipo Sn2, baseado na estrutura cristalina da
kbPAP. Com a resolucdo da estrutura da rbPAP em 1999, Lindgvist e
colaboradores'® propuseram um mecanismo similar ao proposto por Klabunde e
colaboradores.

Segundo Lindqvist e colaboradores na primeira etapa da reacdo o grupo
fosfato do substrato liga-se ao centro de Fe" da forma ativa da enzima apés o
deslocamento de uma molécula de agua. Uma vez coordenado, o atomo de
fosforo assume um carater positivo, facilitando um ataque nucleofilico do ion

hidréxido presente na esfera de coordenacéo do ion Fe"

, 0 qual estd em posicao
adequada para um ataque “em linha” sobre o &tomo de fésforo. Devido ao ataque

ocorrer do lado oposto ao grupo alcool do substrato, este acarreta uma inversao
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de configuracao no atomo de fosforo. O ataque nucleofilico resulta em um estado
de transicdo onde o atomo de fosforo se apresenta pentacoordenado sendo
provavelmente estabilizado pelos residuos de histidina, His113 e His216,
conservados no sitio ativo. A hidrélise propriamente dita deve ocorrer a partir da
protonagédo do grupo alcool abandonador pelo residuo de acido aspartico, Asp267
e subsequente clivagem da ligacao P-OR. Ao final da etapa catalitica, o grupo
fosfato encontra-se coordenado aos dois centros de ferro de forma bidentada e

pode ser deslocado do centro de Fe™ por uma molécula de agua, em uma reagao

de substituicdo.'®
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Figura 4. Mecanismo proposto por Lindqvist e colaboradores para a hidrélise de
ésteres de fosfato catalisada pela PAP'.

Embora ambos metais sejam essenciais para a catélise, o papel individual

dos fons metéalicos continua sendo objeto de controvérsias.?’ Um método Util para
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o estudo do mecanismo de acdo da enzima é a substituicio de um dos ions
metalicos naturais por outro metal com mesmo estado de oxidacdo, e avaliacdo
das diferencas nas propriedades espectroscépicas e catalicas. Nas PAPs essa
metodologia tem sido amplamente aplicada ao centro metalico divalente apenas.
Assim, na ufPAP e na bsPAP, a substituicdo do Fe' pelo Zn" tem sido descrita
sem significativos efeitos nos parametros cinéticos e nas constantes de inibicao. A
substituicio por outros metais divalentes como Co" e Cd" tem sido descrita
também para a kbPAP?? resultando em derivados com atividades que variam
entre 20 e 100% da atividade da enzima nativa.

Recentemente, Averill e colaboradores estudaram a substituicdo do Fe"" por
outros metais trivalentes como Ga® In?*e Al**. O fon Ga'" tem sido utilizado como

analogo estrutural do Fe™ em proteinas como PAP, transferrina, lactoferrina,

ovotransferrina.?®

€ bastante descrita tanto em
Il 1l

A utilizacdo de Ga™ como analogo ao Fe

Quimica Inorganca quanto na quimica de proteinas. Ga™ e Fe" possuem raios

idnicos (0,62A vs 0,65 A), cargas e modos de coordenacdo semelhantes.

Complexos de Fe" e Ga™ apresentam velocidades de troca do ligante e os valores

de pKa para as moléculas de agua coordenada semelhantes, o que é muito
importante no estudo de reacdes cataliticas que envolvem a troca de ligante no
metal.?®

Considerando o exposto, este projeto tem por objetivo contribuir para o
desenvolvimento da Quimica Bioinorganica através da sintese de modelos

funcionais para as PAPs Ga™ substituidas.

11
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

2.1.1 Sintetizar, caracterizar e estudar a reatividade de novos compostos de
coordenagédo heterodimetalicos como modelos para as fosfatases acidas purpuras
Ga substituidas.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Sintetizar e caracterizar o ligante 2-[bis(2-piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-
[(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)aminometil[fenol HaL1

2.2.2 Sintese e caracterizacdo de complexos binucleares de Ga"'Cu" e Ga"'zn"
com o ligante descrito acima, buscando obter a wunidade estrutural

(OH)Ga"-(u-OH)-M"(OH,).

2.2.3 Estudo das propriedades espectroscépicas, eletroquimicas e estruturais dos
complexos obtidos, buscando correlaciona-los com as propriedades das PAPs.

2.2.4 Estudo de equilibrio das espécies em solucdo através de titulacdo

potenciométrica.

2.2.5 Estudo da reatividade dos complexos obtidos frente a hidrélise de ésteres de
fosfato.

12
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3 Parte experimental

3.1 - Materiais

Os reagentes e solventes usados foram adquiridos das companhias Aldrich
Chemical, Merck, Reagen, Vetec, Nuclear, Quimex e Grupo Quimica e utilizados
sem preévia purificagao.

Solventes de grau espectroscopico, secos com peneira molecular foram
utilizados na caracterizacdo dos compostos. Argbnio ultrapuro foi utilizado na
obtencao de atmosfera inerte.

3.2 - Métodos e Instrumentacao

3.2.1 - Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um espectrofotdmetro FT-
IR Perkin EImer 16PC, com leituras na regido de 4000 a 400 cm™, no Laboratério
de Bioinorganica e Cristalografia do Departamento de Quimica — UFSC. As
amostras sélidas foram analisadas em pastilhas de brometo de potassio de grau

espectroscopico.
3.2.2 - Espectroscopia eletrénica

O espectro eletrbnico na regiao do infravermelho proximo, visivel e
ultravioleta foi obtido em um espectrofotébmetro L-19 da Perkin EImer acoplado a
um microcomputador IBM/AT — 386 e impressora no Laboratério de Bioinorganica
e Cristalografia.

As leituras em solucédo foram efetuadas em cubetas de vidro de caminho
optico de 1,0 cm. Utilizaram-se solventes de grau espectroscépico e apropriados
para cada amostra, em solu¢des de concentracées adequadas para obtencao de

leituras com absorvancia entre 0,2 e 1,0.
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3.2.3 — Ressonéancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e '*C foram obtidos
com um espectrdbmetro Bruker FT-200MHz na Central de Analises do
Departamento de Quimica da UFSC. As amostras foram solubilizadas em
solventes deuterados contendo tetrametilsilano (TMS) como padrao interno . Os

deslocamentos quimicos sdo dados em parte por milh&o (ppm).
3.2.4 - Eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato, modelo 273 da Princeton Apllied Research (PAR)
acoplado a um microcomputador IBM/AT-386 .

Os experimentos de voltametria ciclica foram realizados em acetonitrila, sob
atmosfera de argénio ultra-puro. Hexafluorfosfato de tetrabulaménio (TBAPFg) foi
utilizado como eletrélito suporte. Nestes experimentos foi utilizada uma célula
eletrolitica com sistema de 3 eletrodos, sendo : 1) eletrodo de trabalho : eletrodo
planar de platina; 2) eletrodo auxiliar: fio de platina; 3) eletrodo de referéncia :
eletrodo saturado de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl). Para monitorar o eletrodo

de referéncia foi utilizado ferroceno como referéncia interna.
3.2.5 — Difratometria de Raios X de Monocristais

As analises cristalograficas foram realizadas na Central de Analises do
Departamento de Quimica da UFSC, em colaboracdo com o Prof. Dr. Adailton J.
Bortoluzzi. Os dados foram coletados em um difratdmetro CAD-4 Enraf Nonius,
em temperatura ambiente e as estruturas foram resolvidas utilizando o programa
SHELXS?®, e refinadas com o programa SHELXL97%. As representacdes graficas

foram geradas com o programa ZORTEP?’.
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3.2.6 — Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica —
RPE

O espectro de RPE, em banda X, foi obtido em solu¢cdo congelada, a
temperatura de 77K (nitrogénio liquido). Os dados foram obtidos em um
espectrometro Bruker 300E, no Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Parana, em colabora¢do com o Prof. Dr. Antonio Salvio Mangrich.

3.2.7 - Titulacao potenciométrica

Os estudos potenciométricos foram realizados em solucdo de etanol/agua
(70/30 % v/v- pKy, = 14,72%) devido a baixa solubilidade dos complexos em agua,
utilizando um pHmetro Corning 350 acoplado a um eletrodo de vidro combinado
(Ag/AgCl). As solugdes foram preparadas com agua bidestilada na presencga de
KMnOQOy4 e etanol de grau espectroscopico. Os eletrodos foram calibrados com uma
solucao diluida de HCI em etanol/agua 70/30 % para leitura direta de —log[H*] (pH)
e o0 “slope” foi fixado utilizando dados obtidos a partir da titulagao potenciométrica
de uma solugdo com volume conhecido de HCI 0,0100 mol.L" com solucéo
padrao de KOH 0,100 mol.L™ livre de CO,, ambos em etanol/agua 70/30 %. Os
experimentos foram realizados com 0,05 mmol do complexo solubilizado em 20,0
mL de solugdo com forca ibnica | = 0,1 molL' (KCl), em uma célula
termostatizada (25,0°C), sob atmosfera de argbnio. Essas solug¢des tiveram o pH
ajustado para pH = 3,0 pela adicdo de HCI 0,1 mol.L™" e foram tituladas com uma
solucdo padrdo de KOH 0,100 mol.L™" até pH = 12,5, fornecendo cerca de 50
pontos. O pKw da solucéo etanol/agua 70/30 % contendo 0,1 mol.L™" de KClI (forca
idnica) utilizado para os calculos foi 14,78. A adigdo de aliquotas de 0,05 mL de
solugdo de KOH (titulante) foi realizada com auxilio de uma bureta Schott, modelo
T80/20, com adicbes sucessivas de base apos a obtengédo de valores constantes
de pH. As titulagbes foram repetidas por trés vezes e os valores foram obtidos
como a média dos trés experimentos. As constantes de equilibrio foram calculadas

com programa BEST7? e os diagramas de distribuicido de espécies foram obtidas
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com os programas SPE e SPEPLOT?. As constantes de estabilidade foram
variadas para a realizacdo do melhor ajuste entre os valores observados e
calculados de pH para cada ponto de acordo com o parametro estequiométrico
fornecido.

3.2.8 Reatividade

A atividade catalitica dos complexos foi avaliada através da reacdo de
hidrélise do éster de fosfato bis-(2,4 dinitrofenil)fosfato, sal de piridinium®,
[BDNPP][HPy]*, sob condicdes de excesso de substrato. As reagbes foram
realizadas em cubetas de vidro 6ptico com volume de 4mL e caminho éptico de
1,0cm, seladas com tampa de teflon, onde foram adicionados 2,0mL de solucao
tampdo 0,1mol.L", I= 0,1mol.L'com a adicdo de LiClOs (em &gua), 0,2mL de
complexo (6,0.10°mol.L™" em acetonitrila), quantidades adequadas de substrato
entre 0,2 e 1,6mL (2,5.10% mol.L™' em acetonitrila) e acetonitrila para completar o
volume de 4,0mL da mistura reacional.

As solucdes tampao foram obtidas a partir de tampées MES, HEPES e
CHES, solubilizados em agua desionizada e o pH ajustado pela adicdo de
hidréxido de litio, com auxilio de um pHmetro (precisdo de 2 digitos) com eletrodo
de vidro combinado Ag/AgCl. A forca ibnica foi mantida constante em I= 0,1mol.L
pela adicao de perclorato de litio.

Foi utilizado em um espectrofotdbmetro Hewlett Packard modelo 8452
utilizando o software Microquimica MQCIN para a aquisicdo dos dados e
posteriormente exportados no formato ASCIl e tratados no software Microcal
Origin 5.0.

O acompanhamento das reagdes foi realizado acompanhando-se o
aumento na absorvancia em 400nm (e = 12100mol™".L.cm™).

A influéncia do pH sobre a velocidade da reacao de hidrdlise foi investigada
na faixa de pH entre 3,6 e 10,0, onde [complexo] = 8,0.10°mol.L",
[substrato] = 5,0.10mol.L™".
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O grafico das velocidades iniciais (Vo) em funcao do pH permitiu a obtencao
dos valores de pK para as espécies em equilibrio e pH étimo (valor de pH onde a
atividade catalitica é maxima). O estudo para a determinacdo das velocidades
iniciais em fungédo da concentracdo de substrato foi realizado sob as mesmas
condicoes descritas para o estudo da influéncia do pH, no valor de pH étimo,
resultando em cinéticas de saturacdo com comportamento de Michaelis-Menten.

O tratamento dos dados através do método de Lineweaver-Burk permitiu a
obtencdo da constante catlitica (kca), velocidade maxima (Vmax) € constante de
Michaelis-Menten (Ky), além do fator catalitico , definido como sendo a razéo
entre a constante catalitica e a constante da reacdo nado catalisada
(f = keat / Knao catalisada), €ficiéncia catalitica (E = kea/Km) € da constante de
associacao (Kass = 1/Kv). A determinacdo do numero de moléculas de substrato
hidrolisadas por molécula de complexo foi realizada pelo acompanhamento
espectrofotométrico em 445 nm da reacdo de 4,0.10°mol.L”" do complexo com
4,0.10°mol.L"" de BDNPP, em pH 6,80 (tamp&do MES) a 50°C durante 26 horas. O
calculo do numero de moléculas do substrato hidrolisadas foi realizado com base

na absorvancia do 2,4 dinitrofenolato liberado em 445nm (e= 3600 mol™'.L .cm™).

3.2 Sintese do ligante H,L1°"%

3.2.1 Sintese do 2-hidroxi-5-metilbenzaldeido - HMB

CHa CH3
NaOH
—_—
CHCl, 0
OH OH
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O HMB foi sintetizado através de uma reacao de formilacido do p-cresol,
baseada no procedimento descrito na literatura para a reagdo de
Reimer-Tiemann®. Em um baldo de 5000mL equipado com um condensador e
agitador mecénico, em banho de agua a 56°C adicionou-se 3L de cloroférmio e
314mL de p-cresol (MM= 108,14 g.mol", n= 3, m= 324,42 g, d= 1,034 g.mL™"). Sob
agitacdo iniciou-se a adicdo de uma solucdo de NaOH (MM=40g.mol”, n= 3,
m=120g) (solubilizados em 80mL de agua destilada), em pequenas porcdes
durante as 3 primeiras horas de reagdo. Deixou-se reagir por mais 1 hora
completando as 4 horas de reacao e entao deixou-se resfriar até a temperatura
ambiente. Adicionou-se entdo cerca de 2L de agua destilada e sob agitacao
iniciou-se a neutralizacdo com HCI concentrado até pH 2. A fase organica foi
separada, lavada com agua destilada, seca com NaSO, anidro e o solvente
evaporado sob pressao reduzida. O material restante (um 6leo preto viscoso) foi
destilado a pressao reduzida com auxilio de uma coluna de vigreaux de 40cm (55-
65°C a 0,immHg). Obtiveram-se 259 de 2-hidrdxi-5-metilbenzaldeido
(MM= 136,15 g.mol™") com rendimento de 70%.

'H RMN (6, ppm) : 2,34 (s, 3 H); 6,90 (d, 1 H); 7,34 (dd, 2 H); 9,85 (s, 1 H);
10,84 (s, 1 H).

3.2.2 Sintese do 2-clorometil-4-metil-6-(formil)fenol - CMFF

CH, CHg
Q o HCHO
_ >
Z HCleonc Cl O
OH OH

Em um baldo de 250mL foram  adicionados 6,49 de
2-hidréxi-5-metilbenzaledeido (MM= 136,15g.mol”", n=4,7mmol), 7,5 mL de

formaldeido e 25 mL de acido cloridrico concentrado. Sob agitacdo magnética
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deixou-se refluxar por 15 minutos e resfriou-se até 0°C. Um precipitado formou-se
no fundo do baldo, sendo entdo triturada, filtrada sob vacuo, lavado com HCI
concentrado e recristalizado em etanol absoluto a quente. O sélido obtido foi
deixado secar no dessecador com silica por 12 horas e armazenado no freezer.
Cuidado: durante a reacdo € formado o composto bis-(clorometil)éter, composto
altamente tdéxico e comprovadamente um potente agente carcinogénico. Por isso,
deve-se trabalhar em capela com luvas e mascara de protecédo. Além disso, todo o
material utilizado na sintese deve ser lavado com uma solucdo alcalina
(etanol/agua/KOH : 60/40/5g) na propria capela pois o bis-(clorometil)éter é
hidrolisado na presenca de base.

'H RMN (6, ppm) : 2,35 (s, 3 H); 4,67 (s, 2 H); 7,35 (2 s, 2 H); 9,86 (s, 1 H);
11,25 (s, 1 H).

3.2.3 Sintese do bis-(2-piridilmetil) amina - BPMA

NHy © o) g NH
N ? N~ NP

N

O

Em um béquer de 400mL foram adicionados a 100mL de metanol sob

agitacdo magnética e banho de gelo 51,5mL (MM=108,14 g.mol”, n=0,5 mol,
d= 1,05 g.mL") de 2-aminometilpiridina. Em seguida adicionaram-se 47,56 mL
(MM=107,11g.mol", n=0,5 mol, d= 1,126 g.mL") de piridincarboxialdeido e
deixou-se a mistura reagir por 30 minutos. Entdo essa solucéo foi transferida
para uma garrafa apropriada contendo 1g de paladio/carbono 5% (previamente
ativado em 50mL de metanol por 1 hora), sob atmosfera de hidrogénio a 60 psi e

agitada por 15 horas. A solugcdo foi entdo filtrada e o solvente evaporado a
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pressao reduzida a 40°C. Para eliminacao completa do metanol e 4gua residuais o
baldo foi mantido sob alto vacuo (0,1mm Hg) por 6 horas aquecido a 40°C. Foi
obtido rendimento de 100%.

"H RMN (8, ppm) : 2,90 (s, 1 H); 3,99 (s, 4 H); 7,15 (m,2 H); 7,35 (d, 2H); 7,63 (dt,
2H); 8,56 (d, 2 H).

3.2.4 Sintese do 2-(hidréxibenzil)-2-(piridilmetil)Jamina -HBPA

OH

OH
NaBH4
@\/NHz * @O - NH

Em um béquer contendo 100mL de metanol em banho de gelo foram
adicionados 15mL (MM=108,14g.mol’, n=0,15 mol, d= 1,05g.mL") de
2-aminometilpiridina, seguida pela adicdo de 16mL (MM= 122,12g.mol™,
n=0,15mol, d= 1,16g.mL™") de aldeido salicilico, sob agitacdo magnética. Apds 1
hora de reacdo foram adicionados 5,79 (MM=37,83 g.mol”, n=0,15mol) de
borohidreto de sédio em pequenas por¢des durante 1 hora e ajustou-se o pH entre
6 e 7 com HCI 2N. Evaporou-se o solvente sob pressdo reduzida a 40°C e
adicionou-se cloroféormio ao 6leo restante, que foi lavado com uma solugéo de
bicarbonato de sédio. A fase organica foi entdo seca com NaSO, anidro e o
cloroférmio evaporado sob presséo reduzida. Ao 6leo amarelo claro foi adicionado
éter etilico e levado ao freezer a fim de provocar a precipitacao do produto que foi
fitrado e lavado com éter etilico gelado. Foram obtidos 25¢g
(MM=214g.mol",n=0,12mol) de HBPA com rendimento de 80% .
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'H RMN (5, ppm) : 3,92 (s, 2H); 4,00 (s, 2H); 6,74-6,88 (m, 2H); 6,97 (d, 1H);
7,14-7,26 (m, 6H); 7,81 (dt, 1H); 8,58 (d, 1H).

3.25 Sintese do 2-[bis-(piridilmetil)Jaminometil]-4-metil-6-[N-(2-
hidroxibenzil)(2-piridilmetil)Jaminometil] fenol H,L1

CHj

NN

J
NS

HO

etapa i: Realizou-se uma reacéo de substituicdo nucleofilica do cloreto do CMFF
pela amina secundaria do BPMA, formando 2-[bis-(piridilmetil)aminometil]-4-metil-
6-formil-fenol (BPMAMFF). Em um baldo de 250mL, foram adicionados 5,69 de
CMFF (MM = 184,62g.mol”, n=0,03mol), dissolvido em 80mL de diclorometano e
resfriado a 0°C em um banho de gelo. Uma solucdo de 6,0g de BPMA
(MM = 199,26g.mol™" , n=0,03mol) em 80mL de diclorometano foram adicionados
lentamente sobre o CMFF com auxilio de um funil de adicdo. Depois de
completada a adi¢do, o banho de gelo foi removido e a mistura reacional deixada
sob agitacao por 12 horas a temperatura ambiente. Terminada a reacao, a solucao
resultante foi transferida para um funil de separacéo e lavada exaustivamente com

uma solucao aquosa de bicarbonato de sédio. A fase orgéanica foi seca com
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sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado até a secura sob vacuo a 40°C,
restando um 6leo amarelado que foi dissolvido em 40mL de isopropanol a quente
e transferido para um béquer. Ap6s algumas horas, formou-se um precipitado
cristalino que foi lavado com isopropanol gelado e filtrado. Foram obtidos 8,0g de
BPMAMFF (MM=347,42g.mol ™", n =0,03 mol) com rendimento de 77%.

'"H RMN (8, ppm): 2,30 (s, 3 H); 3,74 (s, 2 H); 3,94 (s, 4 H); 7,18-7,30 (m, 3 H);
7,40-7,47 (m, 3 H); 7,64-7,72 (m, 2 H); 8,60 (d, 2 H); 10,45 (s, 1H).

etapa ii: 13,69 (MM=347,42g.mol”", n =0,03 mol) de BPMAMFF foram adicionados
a um baldo de 250mL contendo 50mL de tetrahidrofurano de 20mL de metanol,
sob agitacdo magnética, formando uma solugdo amarelo-clara. Adicionaram-se,
em pequenas porgdes, 1,59 (MM = 37,83g.mol”, n= 0,039mol) de borohidreto de
sédio, tornando a solucédo incolor ao final da adicdo. Entdo ajustou- se o pH da
reacao para 7 pela adicdo de acido cloridrico 2,0N, evaporou-se o0 solvente e
adicionaram-se 100mL de diclorometano e 50mL de agua ao éleo viscoso restante
no baldo. Essa mistura foi transferida para um baldo de separacao e lavada
exaustivamente com uma solugdo aquosa de bicarbonato de sdédio. A fase
organica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente foi evaporado a pressao
reduzida, restando uma espuma branca, que foi seca em um dessecador com
silica sob véacuo. Foram obtidos 13,36g (MM= 349,43g.mol”', n=0,038mol) de
BPMAMHF com rendimento de 98%.

"H RMN (8, ppm): 2,23 (s, 3 H); 3,76 (s, 2 H); 3,88 (s, 4 H); 4,73 (s, 2 H); 6,82 (s, 1
H); 6,95 (s, 1 H); 7,17 (t, 2 H); 7,32 (d, 2 H); 7,63 (m, 2 H); 8,56 (d, 2 H).

etapa iii: 13,36g (MM= 349,43g.mol’, 0,038mol) de BPMAMHF foram
solubilizados em 60mL de diclorometano sob agitacdo magnética, formando uma
solucdo incolor sobre a qual adicionaram-se, gota a gota, 3,3mL (MM =
118,97g.mol™", n= 0,046mol, d= 1,64g.mL™") de cloreto de tionila. Formou-se uma
solucdo amarelo-clara que foi deixada reagir por 30 minutos. Entdo evaporou-se o
solvente até a secura a 40°C sob vacuo; adicionaram-se mais 50mL de
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diclorometano, que foi novamente evaporado, e repetiu-se esse procedimento
mais duas vezes. Formou-se uma espuma branca que foi seca sob vacuo,
(0,immHg) a 40°C por 24 horas, obtendo-se 15,4 de produto
(MM = 404,34g.mol ™", 0,038mol).

'H RMN, ppm (D20): 2,07 (s, 3 H); 3,71 (s, 2 H); 4,41 (2's, 4 H); 6,73 (s, 1 H);
6,87 (s, 1 H); 7,87 (m, 4 H); 8,42 (t, 2 H); 8,64 (d, 2 H).

etapa iv: Realizou-se a reacdo do BPMAMCF. HCI (404,34g.mol”, m 0,0275mol)

com 5,899 (MM 214,17g.mol ™, n = 0,0275mol) de
2-(hidroxibenzil-2-(piridiimetil)Jamina (HBPA), na presenca de 11,5mL de
trietlamina (MM = 101,19g.mol”, n= 0,0825mol, d= 0,727g.mL") em

diclorometano, sob refluxo e agitacdo magnética durante 24 horas. Apds esse
periodo, a solugado reacional foi lavada com solucdo saturada de bicarbonato de
sédio e a fase organica seca com sulfato de sodio anidro. O solvente foi
evaporado a pressao reduzida e o 6leo amarelado resultante foi solubilizado em
acetona. Essa solucdo foi mantida sob refrigeragdo durante 24 horas, o que
provocou a precipitacdo de produto que foi filtrado e seco sob vacuo. Foram
obtidos 11,59 (MM = 545,68 g.mol", n= 0,0210mol) do ligante 2-[N-bis-(2-
piridilmetil)aminometil]-4-metil-6-[N-(2-hidroxibenzil) (2-piridilmetil)aminometil[fenol]
(HoL1) com rendimento de 76%.

p. f. 86-87°C

'H RMN, ppm (CDCls): 2,30 (s, 3 H); 3,74 (s, 2 H); 3,79 (s, 2 H); 3,85 (s, 8 H);
6,71-7,17 (m, 9 H); 7,37 (d, 3 H); 7,60 (t, 3 H); 8,56 (d, 3 H).
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3.3 Sintese dos compostos de coordenacao

3.2.1 Sintese do complexo [GaCuL1(u-OAc)2]ClO,4

Em um béquer contendo 20mL de metanol foram dissolvidos 0,279
(0,5mmol) do ligante HoL1 sob agitacdo e aquecimento moderado. Sobre esta
solucdo foram adicionados 0,18g (0,5mmol) de Cu(CIlQ,4)..6H.O e gotejados
lentamente 20mL de uma solucdo metandlica contendo 0,12g (0,5mmol) de
Ga(NOs)s, cuja coloracéo alterou-se imediatamente de castanha para verde. Em
seguida, foram adicionados 0,27g de NaOAc.3H,O (2mmol) e 0,24g (2mmol) de
NaClO4. O aquecimento e a agitacdo foram mantidos por cerca de quinze minutos.
A solucédo foi filtrada e permaneceu em repouso por 24 horas formando um
precipitado verde. A recristalizagdo do composto em acetonitrila/acetato de etila

resultou em um produto microcristalino.

3.2.2 Sintese do complexo [GaZnL1(u-OAc)2]CIO,

Em um béquer contendo 20mL de metanol foram dissolvidos 0,279
(0,5mmol) do ligante HoL1 sob agitacdo e aquecimento moderados. Sobre esta
solucdo foram adicionados 0,18g (0,5mmol) de Zn(OAc)..2H.O e gotejados
lentamente 20mL de uma solu¢cdo metandlica contendo 0,12g (0,5mmol) de
Ga(NOs)s, ndo havendo alteracao de cor. Foram adicionados em seguida 0,279 de
NaOAc.3H,O (2mmol) e 0,24g (2mmol) de NaClO4. O aquecimento e a agitagdo
foram mantidos por cerca de quinze minutos. A solucdo foi entdo filtrada e
permaneceu em repouso por 24 horas formando cristais rosados adequados a
resolucao da estrutura cristalina por difratometria de raios X.
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4 Resultados e discussao

4.1 Caracterizacao do ligante
4.1.1 Espectroscopia no infravermelho

Conforme pode ser observado no espectro na regiao do infravermelho
(Figura 5) estiramentos caracteristicos de grupos como fenol e aromaticos séo
encontrados.

Na regido acima de 3000 cm™ pode-se observar uma larga banda referente
ao estiramento O-H dos grupos fendis. Pela forma alargada da banda pode-se
inferir que nao ha interagao intramolecular de hidrogénio na molécula. Entre 2980
a 2920 cm’' estiramentos correspondentes as ligagdes C-H das metilenas e da
metila sdo evidenciados.

Os estiramentos correspondentes aos anéis aromaticos piridinas sao

observados na regido entre 1600 cm™ (C=C) e 1570 cm™ (C=N).
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Figura 5. Espectro no infravermelho do ligante L1.
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4.1.2 Espectroscopia de 'H RMN

Os deslocamentos quimicos e a integracdo dos sinais observados nos
espectros de 'H RMN permitiram determinar o nimero de prétons presentes no
ligante e distinguir entre os atomos de hidrogénio metilicos, metilénicos e
aromaticos. A relagdo entre o numero dos diferentes atomos de hidrogénio
permitiu confirmar a obtencao do ligante sintetizado com pureza adequada. Nao
foi possivel a determinacdo das constantes de acoplamento devido a
sobreposicao de sinais na regiao dos prétons aromaticos.

'H-RMN (CDCls): 8 (ppm) 2,30 (s, 3H, CHa); 3,72(s, 2H, CHy); 3,79 (s, 2H, CHy);
3,85 (s, 8H, CHy); 6,71-7,17(m, 9H, CHa,); 7,37 (d, 3H, CHa,); 7,60 (t, 3H, CHa/);
8,56 (d, 3H, CHa).
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£ B ZH %F’ : e
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Figura 6. Espectro de "H-RMN em CDCl; do ligante L1.
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4.2 Caracterizacao dos complexos

Os complexos [GaCulL1(u-OAc):]CIO4 e [GaZnL1(u-OAc).]CIO, foram
caracterizados por técnicas espectroscépicas (infravermelho e eletrénica)
eletroanaliticas. O complexo [GaZnL1(u-OAc),]CIO, teve sua estrutura
determinada por difracdo de raios X de monocristal. Os resultados das analises
sao descritos e discutidos a seguir.

4.2.1 Estrutura Cristalina por Difratometria de Raios X

A estrutura cristalina do complexo [GaZnL1(u-OAc)2]CIO, foi obtida através
da analise de monocristais do complexo pelo método de difracdo de raios X.

O complexo [GaZnL1(u-OAc)2]ClO4 apresenta um arranjo heterodinuclear
onde cada ion metalico encontra-se coordenado por umas das metades do ligante
heptadentado e ponteados pelo grupo fenolato 2,4,6 substituido. O atomo de Zn"
estda coordenado a dois nitrogénios piridinicos e um nitrogénio de uma amina

terciaria, enquanto que o atomo de Ga"

encontra-se na parte mais dura do ligante,
coordenado a um nitrogénio piridinico, um nitrogénio aminico e pelo oxigénio do
fenolato terminal. Para completar a esfera de coordenacdo, nos metais estao
presentes pontes do tipo p-acetato exdgenas, formando um arranjo octaédrico
distorcido com as duas metades do ligante ocupando as faces externas do
octaedro e as pontes acetato e fendxido as faces internas.

CHs

Figura 7. Zortep®” da estrutura molecular do cation complexo [GaZnL1(u-OAc)z]*.
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Tabela 1. Dados cristalograficos para o complexo [GaZnL1(u-OAc)z].H20 ClOs,.

Formula empirica CssH41ClGaNs011Zn
Massa Molar 914.30
Sistema Cristalino Monoclinico
Grupo Espacial P2 /n
=12.737(3) A
= 16.997(5) A
c = 18.322(3) A
Cela unitaria B =93.87(2)°
Volume 3957.5(16) A®
Z 4
Densidade 1.535 g/ecm?®
Reflexdes coletadas 6692
Raio interno 0,954
Parametros refinados 508
“Goodness-of-fit on” 1014
Indices finais R1 =0,0575
[1>2s(])] wR: = 0,1694

O complexo [GaZnL1(u-OAc).]CIO, apresenta 0o mesmo modo de
coordenacgdo do composto similar FeZnL1(u-OAc)2]CIO4 %2. Em ambos complexos
os atomos de oxigénio das pontes acetato estdo coordenados ao sitio de Zn" em
posicdo trans a uma das piridinas e a amina terciaria, enquanto que a outra
piridina ligada ao sitio divalente encontra-se coordenada em posicao frans a ponte

' estdo coordenadas em

fen6xido. As pontes acetato ligadas aos atomos de Ga
posicao trans aos atomos de nitrogénio piridinicos e aminico. O fenolato terminal
esta coordenado em posigao trans a ponte fenoxido.

No complexo [GaZnL1(u-OAc),]CIO4 obteve-se a média dos comprimentos

" de 2,016 A enquanto a apresentada pelo composto

FeZnlL1(u-OAc)2]ClO4 %2 é de2,041 A. A diferenca se deve ao raio idnico do Ga'"
1]

de ligagdo no atomo de Ga

ser menor quando comparado ao Fe".
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Tabela 2. Principais comprimentos (A) e angulos (2) de ligagdo para o complexo

[GazZnL1(u-OAc),]CIO,
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A espectroscopia na regido do infravermelho foi bastante Gtil na

4.2.2 Espectroscopia no infravermelho

coordenacdo. A Tabela 3 apresenta as principais bandas e suas respectivas
atribuicées para os complexos [GaCuL1(u-OAc)2]ClO4 e [GaZnL1(u-OAc)2]ClOs.

caracterizacao inicial dos complexos uma vez que apresentaram bandas
caracteristicas do ligante comprovando a formacdo dos compostos de
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Observa-se, nos espectros, a presenca de bandas na regiao de 1600 e
1570 cm™ referentes ao estiramento C=C e C=N, respectivamente, dos anéis
piridinicos. Em ambos complexos pode ser observada também uma banda na
regido de 1100 cm™ atribuida ao estiramento das ligacdes CI-O do contra-ion
perclorato e o desaparecimento da banda na regido de 1380 cm™ referente ao
modo de vibracao o (O-H) fora do plano dos anéis fendlicos, o que evidencia a

coordenacéo do fenol na forma desprotonada .

Observa-se ainda no espectro de infravermelho a banda referente ao
estiramento das ligagdes C-H em 2920 cm™ da metilas e metilenas.

Podem ser observadas bandas entre 1200 e 1450 cm™ atribuidas aos
estiramentos assimétrico e simétrico do anion acetato coordenado como ponte na
forma bidentada.

A banda larga na regido acima de 3000 cm™ pode ser atribuida a presenca
de moléculas de solvente de cristalizacao (H2O) ou umidade da matriz (KBr).

Tabela 3. Principais bandas (cm™) e atribuicdes nos espectros no infravermelho

dos complexos estudados.

Atribuigdes  [GaCuL1(-OAc)]CIOs  [GaZnL1(u-OAc)2]CIO,

v (OH) 3341 3474/ 3604
v(CH2/CHs) 2929 2927

v (C=C/C=N) 1609 / 1574 1602 / 1571
Vass (OAC) 1602 1602
Vsim (OAC) 1452 1426
0 (C-O)tenol 1255 1228
v (CI-O) 1088 1094
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4.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio 'H RMN e '*C

Por ser composto apenas por metais de transicdo com configuracdo
eletrénica d'® o complexo [GaZnL1(u-OAc),]ClO, possibilitou que sua andlise de
RMN fosse mais facilmente interpretada.

A caracterizacao através de RMN se torna importante uma vez que existe o
interesse na identificacdo do produto da hidrélise do substrato 2,4-BDNPP
catalisada via complexo. Essa caracterizacdo pode ser realizada, entre outras
técnicas através de RMN.

A atribuicdo dos sinais foi realizada a partir da previsao realizada com o
auxilio de tabelas descritas na literatura. 3*3°
Para facilitar a discussdo dos espectros e a atribuicao dos sinais a Figura 9

apresenta um esquema de numeracao utilizado.

Figura 8. Esquema de numeragao utilizado na discussdo de RMN do complexo
[GaZnL1(u-OAc)2]ClOy4.

O espectro de 'H-RMN (Figura 8) apresentou uma diferenciacdo dos
hidrogénios metilénicos por estarem em ambientes quimicos diferentes devido a
estrutura rigida na qual o ligante se encontra quando complexado aos dois metais
de transicdo. Observa-se uma faixa mais ampla (de 3,0 a 5,3ppm) de

deslocamento quimico onde pode ser observado o acoplamento entre dois
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hidrogénios de uma mesma metilena conforme o espectro bidensional COSY. As
atribuicdes dos hidrogénios é apresentada na Tabela 4.
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Figura 9. Espectro de 'H-RMN do complexo [GaZnL1(u-OAc)2]CIlO..

Tabela 4. Deslocamentos quimicos observados no espectro de 'H-RMN do
complexo [GaZnL1(u-OAc)2]CIO,.

Deslocamento Integracéo Atribuicao
2,23-2,39 9H CHs
3,0-5,23 12H metilenas
6,52-6,55 2H Hs e Hz — p-cresol

6,67 2H H. e Hs- fenol
6,85-6,89 2H Hs - py2 e pys

7,12 2H Hs e Hz — fenol
7,28-7,31 2H Hs - py2 € pys
7,50-7,53 2H Ha - py2 € pys
7,63-7,71 1H Hs-py1
8,08-8,12 1H Ha-py1
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8,40'8,37 2H HG - PYy2 € PYys3
8,80 1H HG- PY1

A partir do espectro bidimensional COSY foi possivel determinar o
acoplamento a longa distancia entre os hidrogénios metilicos e os hidrogénios H>
e H4 do anel p-cresol.

O espectro de °C também foi obtido, auxiliando na elucidacéo da estrutura
do complexo em solucédo, onde todos os carbonos puderam ser atribuidos. O
espectro de '*C- RMN DEPT permitiu a distingdo entre os carbonos quartenarios
e os metilénicos, sendo possivel atribuir inclusive os carbonos quartenarios dos
grupos acetato ponte em 178,4 e 179,5 ppm, comprovando a permanéncia desses

grupos em solugédo de CD3;CN.
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B e S e S e G T S s

Figura 10. Espectros de C-RMN (a) e C-RMN DEPT (b) do complexo
[GazZnL1(u-OAc),]CIO4 em CDSCN a 50,13MHz.

Tabela 5. Deslocamentos quimicos observados no espectro de '*C-RMN do

complexo [GaZnL1(u-OAc)2]ClO,.

Deslocamento

Atribuicéo

19,00
23,88-23,97
55,02-61,60
115,07

119,13

119,59
121,12-121,19

CHgs- p-cresol
CH3-OAc
Metilenas
Cy-fenol
C4-p-cresol
Co-fenol

Cs-py1,py2 € pys
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122,35-123,44  C, e Cq- p-cresol
123,93-124,60  Cs-py,py2 € pys

128,26 C6-fenol
128,97 Cs-fenol
129,80-130,40 Cj e cs p-cresol
131,80 Cs-fenol

138,67-140,12  C4-py1,py2 € pYs
143,81-147,225 Cg-pyi,pY2 € PYs3

152,78 C1-p-cresol
154,84 Co- py2 € pys
155,77 Cs-fenol
163,08 Ca-py1

178,43-179,46  Coac

4.2.4 Estudo de Equilibrio através de Titulacao Potenciométrica

Os estudos de titulacdo  potenciométrica  dos  complexos
[GaCuL1(u-OAc)2]CIO4 e [GaZnL1(u-OAc).]ClO4 foram realizados em solucéo
etanol/agua (70:30) devido a baixa solubilidade dos complexos em agua pura. As
curvas de distribuicao das espécies sdo apresentadas na Figura 11 e os valores
das constantes de protonacédo e pH para os percentuais maximos das espécies
em equilibrio sdo descritos na Tabela 6.
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4 5 6 7 8 9 10
-LOG [H*]
Figura 11. Curvas de distribuicdo das espécies para o0 complexo
[Ga"(u-OAc).Cu"ICIO, onde A = (H,0)Ga" (u-OAc)-Cu'" (OH,),

B = (H.0)Ga"(u-OAc)Cu'(OHy,), C = (HO)Ga"'Cu'(OH,), D = (HO)Ga"'Cu'(OH).

Pode ser observado que o complexo [Ga"(u-OAc).Cu'"|CIO, apresenta
apenas dois pKas. Prop6em-se entdo que, em solucdo, o complexo nao apresente
as pontes u-OAc ou u-OH, além disso sugere-se que o valor de pKa determinado
para a molécula de agua no fon Cu" seja mais baixo do que o esperado devido a
posicao da molécula de agua de acordo com a proposta de estrutura de piramide
de base quadrada para o complexo.

Ja curva de equilibrio para o complexo [Ga"(u-OAc)>Zn"|CIO, apresenta
uma regido de tampao entre pH 4 e 9, o que corresponde a neutralizacdo de
quatro protons. Este fato indica a hidrélise do complexo onde ha a substituicdo das
duas pontes acetato por moléculas de dgua. As constantes de protonacao obtidas

para os dois complexos sao apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores de pKa determinados potenciometricamente para os complexos
[Ga"Cu"L1(u-OAc)2]ClO, e [Ga" Zn" L1(u-OAc)2]ClO..

Complexo PKa1 pKa2 pPKas PKas
[GaCuL1(uOAc),]* 3,18 5,01 - 7,58
[GaZnL1(u-OAc)o]* 4,60 5,59 6,19 7,96

Em pH préximo a 4,50 observa-se o primeiro pKa, relacionado a hidrélise
da ponte acetato dando origem a espécie
(H20)Ga" (u-OH2)M"(OH,). Com a desprotonacdo da molécula de agua ligada ao
ion Ga" (pKa = 5,3) ha a formacdo da espécie (HO)Ga"(u-OHz)M"(OH,). Em
pH = 6,8 observa-se o terceiro pKa, atribuido a desprotonagéo da agua formando
a ponte u-hidroxido apés a saida da ponte acetato. O quarto pKa, corresponde a
desprotonacdo da molécula de agua ligada ao ion Zn", observado em pH >7,5,
onde a espécie predominante é (HO)Ga"(u-OH)M"(OH).
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Figura 12. Curvas de distribuicdo das espécies para o0 complexo
[Ga"(u-OAc)2Zn"|CIO, onde A = (H20)Ga"(u-OAc)Zn"(OHy),
B = (H0)Ga"(wOHy)zn"OH,), € =  (HO)Ga"(u-OHz)zZn"(OHy),
D = (HO)Ga"(u-OH)Zn"(OHy), E = (HO)Ga" (u-OH)zn"(OH).
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4.2.5 Espectroscopia Eletrénica

Em virtude das propriedades eletrdnicas dos complexos de Cu' serem
fortemente influenciados pela estereoquimica, descreve-se aqui as principais
caracteristicas eletrdnicas apresentadas por complexos de Cu'".

O ion Cu" livre, configuracdo d°, possui nove elétrons distribuidos em cinco
orbitais d degenerados. Quando submetido a influéncia de um campo ligante,
esses orbitais sofrem um desdobramento em diferentes niveis de energia
(Figura 13), o que possibilita a ocorréncia de transigbes eletrénicas do tipo d-d. A
energia de desdobramento desses orbitais é fortemente influenciada pela natureza
dos ligantes (série espectroquimica) e pela geometria do centro metalico®®.
Complexos de Cu' em ambiente octaédrico normalmente apresentam
estereoquimicas altamente distorcidas, sendo a mais comum a elongacao
tetragonal do eixo z, conhecida por distor¢do Jahn Teller.**”. Nesses casos, os
espectros eletrdnicos podem apresentar até trés transicoes, as quais podem estar
encobertas em uma banda Unica e alargada na regido entre 600 e 700nm®’.

o dxe-y — dx2-y2 —dz

S dz — dxy

E\i — -\2
I 4z dxy, dx-y
N dyz —=dxz,dyz —— dxz, dyz
On Dan Cav Dsn
Octaédrico  Octaédrico Piramidal Bipiramide trigona

distorcido base quadrada
(alongado)

Figura 13. Diagrama de desdobramento dos niveis de energia dos orbitais d em

diferentes simetrias.
Complexos de Cu'" pentacoordenados normalmente podem encontrar-se

em duas geometrias: piramidal de base quadrada e bipiramide trigonal. Os
espectros eletronicos de complexos de cobre com geometrias piramidais de base
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quadrada apresentam tipicamente uma banda de absor¢cdo mais intensa em alta
energia (regido visivel) e uma menos intensa (ombro) em menor energia. De
maneira contraria, os espectros de complexos bipirdmides trigonais sao
caracterizados por uma banda menos intensa em mais alta energia e uma outra
de maior intensidade em menor energia®’*®. Assim, a espectroscopia eletrdnica
pode ser uma ferramenta muito importante fornecendo uma série de informacdes
a respeito da esfera de coordenacgéo e da geometria da molécula.

Como ja mencionado, os complexos de Cu' devem apresentar
transicbes d-d proibidas por Laporte, caracterizadas por baixos valores do
coeficiente de absortividade molar (¢). Entretanto, podem apresentar ainda uma
banda em maior energia, em relacdo a d-d, referente as transicbes de
transferéncia de carga do tipo ligante—metal (TCLM) ou metal—ligante (TCML),
as quais sao permitidas por Laporte e sdo caracterizadas por elevados valores de

8.36

Os espectros de absorcao do complexo [GaCul1(u-OAc).]CIO4 foram
avaliados na regidao entre 300 e 1000nm, utilizando-se acetonitrila, e agua como
solventes e sdo apresentados na Figura 14.

Em solugcédo de acetonitrila foi possivel observar além de uma banda em
450 nm (e = 229mol™".L.cm™), uma banda alargada entre 600 e 850 nm (menos
intensa) que por apresentarem valores de £<1000 mol™*.L.cm™ foram atribuidas as
transicdes d-d do ion Cu'". A observacdo de todas as bandas foi possivel devido a

nao interferéncia do ion Ga'"

, que, possuindo configuracdo eletrénica d'°, ndo
apresenta bandas de absor¢ao na regiao visivel do espectro.
Em agua o complexo mostra um comportamento semelhante ao obtido em

solvente organico apresentando bandas nas mesmas regides.
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Figura 14. Espectros eletrénicos *dancomplexo [GaCulL1(u-OAc)o]CIOs em (a)

acetonitrila, (b) agua.

De acordo com os espectros obtidos pode-se prever que o complexo
[GaCuL1(u-OAc).]CIO, apresente, em solucdo, uma geometria de piramide de

base quadrada.

4.2.6 Espectroscopia Paramagnética de Eletrénica

A ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) tem sido uma ferramenta
muito util na investigacdo da geometria adotada pelos complexos em solucéo,
além de fornecer informacdes a respeito do estado de oxidacdo e do tipo de
ligante presente na esfera de coordenacdo do metal. Os principais parametros
fornecidos pela técnica sdo: a) o fator g, que caracteriza o ambiente de
coordenacdo no qual o centro metalico esta inserido; b) a constante de interacao
hiperfina A, que é uma interacdo de natureza dipolar entre o spin do elétron
desemparelhado e o spin do ndcleo a que esse elétron pertence fornecendo uma
medida da grandeza dessa interacdo (covaléncia da ligagdo) e c) a constante de
interacdo super-hiperfina que mede a interacao dipolar entre o spin do elétron
desemparelhado e o spin do(s) nucleo(s) ligado(s) ao atomo ou ion paramagnético

a que pertence esse elétron.3**
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Para o fon Cu" (spin nuclear =3/2), o espectro de RPE é caracterizado por
apresentar quatro linhas largas. Para os casos de Cu'" com distorcdo Jahn-Teller,
as geometrias octaédrica alongada, quadrada, piramidal de base quadrada e
bipiramide trigonal, geralmente apresentam um espectro denominado de axial,
com dois componentes g coincidentes (gx=gy=g.), perpendiculares ao eixo do
campo magnético e um componente g diferente (g.=g,) paralelo ao campo
magnético. As geometrias octaédrica alongada, quadrada e piramidal de base
quadrada que apresentam estado fundamental d(,%,?) e seus espectros de RPE
em solucdes congeladas sao caracterizadas por um padrao axial com g,>g,>2,04
e A>A., de modo que a interacdo do elétron desemparelhado do cobre seja
significativamente maior na direcdo axial do que com componentes
perpendiculares do campo magnético.36#?

Complexos de Cu" pentacoordenados podem adotar geometrias piramidal
de base quadrada (estado fundamental d,>.,?) e bipiramide trigonal (estado
fundamental d,?), que por possuirem o elétron desemparelhado em estados
fundamentais diferentes, apresentardo, consequientemente, espectros de RPE
completamente diferentes. Complexos com coordenagao bipiramidal trigonal
possuem tipicamente um espectro denominado de “axial reverso” que é
caracterizado por g.>g; =2,0 e Aj= (60-100)x10* cm™.*® Sendo assim, as
geometrias de coordenagdo ao redor do ion metalico em complexos de Cu'", em
geral podem ser propostas com o auxilio da espectroscopia de RPE.

O complexo [GaCuL1(u-OAc).]CIO, foi investigado por RPE em solucoes
de acetonitrila e acetonitrila/tampao MES (pH6,5) congeladas em nitrogénio
liquido. Os espectros foram simulados com o auxilio do programa Simfonia* e
dele foram obtidos os parametros g,= 2,32 e A,=140 enquanto g,-2,107 e A, = 55.

Conforme observado na Figura 15, o espectro pode ser simulado como
sendo axial com os parametros obtidos g,>g:. e A/>A, , caracteristicos de
complexos com estado fundamental d,>,?, configuracéo d®, com geometria
piramide de base quadrada o que concorda com os dados obtidos a partir da

espectroscopia eletbnica e a proposta de estrutura do complexo.
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Figura 15. Espectros de RPE experimental (7)) e simulado (—) do complexo
[GaCuL1(u-OAc)2]CIO4 em acetonitrila/tampao a 77K.

4.2.7 Eletroquimica

O comportamento redox do complexo [GaCuL1(u-OAc),]CIOs foi
investigado através da técnica de voltametria ciclica e voltametria de onda
quadrada em acetonitrila. O voltamograma do complexo € apresentado na
Figura 16.

O voltamograma obtido apresenta uma onda irreversivel sendo determinado
o potencial de —0,65 V versus NHE para o complexo referente ao processo
Cu" + e >Cu' 0 qual esta de acordo com o potencial encontrado para o complexo
[FeCu(BPBPMP)(u-OAc)2]ClO4* (-0,61V vs NHE) .

Dada a maior sensibilidade da técnica de voltametria de onda quadrada

pdde-se observar a onda de oxidacdo do Cu' a Cu" em -0,63V versus NHE.
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Figura 16. Voltamogramas ciclicos (a) (velocidades de varredura : 300,
200,150,100,50 mV.s™") e de onda quadrada (b) (pulso 40mV, freqiiéncia 20Hz) do
complexo [GaCulL1(u-OAc),]CIO4 em acetonitrila eletrélito 0,1mol.L™" de TBAPFs,
eletrodo de trabalho carbono vitreo, eletrodo de referéncia Ag/AgCl e contra
eletrodo fio de platina; padrao interno ferroceno.

4.2.8 Reatividade

A atividade catalitica dos complexos [GaCulL1(u-OAc),]JCIOs e
[GaZnL1(u-OAc)2]CIO4 na hidrélise de ésteres de fosfato foi investigada através da
reacdao com bis-(2,4 dinitrofenil)fosfato (2,4-BDNPP), estudando o efeitos do pH e
do excesso de substrato a 25°C. Para a obtencdo dos parametros cinéticos
utilizou-se o método de velocidades iniciais, onde as reacdes foram monitoradas
espectrofotometricamente durante 3 a 5% da conversdo do substrato a produto
através do acompanhamento da absorvancia em 400nm devido a formagédo do
2,4-dinitrofenolato como produto. A concentragdo do 2,4-dinitrofenolato foi
calculada a partir dos valores de absorvancia e do coeficiente de absortividade
molar*®, e=12100 mol”.L.cm™. Em todas as leituras foi descontada a contribuicdo

devido a hidrolise nao catalisada do substrato.
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Quando foi estudada a influéncia do pH na reacéao, o grafico da velocidade
inicial (Vo) versus pH forneceu uma curva em forma de sino (Figura 17), com os
valores de velocidade muito baixos em pH<3,5, aumentando gradativamente até o
valor maximo préximo de 7 e diminuindo novamente com o aumento do pH. O pH
onde se obteve o maximo valor de Vy, determinou-se como “pH 6timo”. Este
comportamento é um indicativo de que, para ambos complexos estudados, a
espécie ativa contém, em solucdo, uma molécula de agua coordenada ao metal

divalente (Zn" ou Cu') e um fon hidréxido ligado ao fon Ga"' como proposto pelo

estudo potenciométrico.

30 4

25 / \‘ 16
/ \ 14 / \\\
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Figura 17. Graficos de Vo em funcdo do pH nas reacbes de hidrdlise do
2,4-BDNPP catalisadas pelos complexos [GaCulL1(u-OAc),]CIO, (a) e
[GaZnL1(u-OAc)2]ClO4 (b) a 25°C.

As duas metades do sino foram tratadas pelo método de Boltzmann, onde
os pontos de inflexdo das curvas sigmoidais correspondem aos valores de pKyi €
pKa2 0s quais foram denominados de “pKj, cinéticos” e podem ser comparados aos
obtidos através da titulagdo potenciométrica como mostra a Tabela 7.

Os valores de pK obtidos também podem ser relacionados aos de outros
complexos similares FeCu®*? e FeZn*® sendo o aumento nos valores explicado pela

menor acidez de Lewis do ion Ga™ em comparacao ao ion Fe™ devido a diferenca

polarizabilidade.
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Tabela 7. Comparacao entre os valores de pKj, cinéticos e pKa potenciométricos
dos complexos [GaCuL1(u-OAc)2]ClO4 e [GaZnL1(u-OAc)2]ClOs.

Complexos pH 6timo Cinético Potenciométrico
PKar PKaz PKa PKaz

[GaCuL1(uOAc)]* 6,8 4,99 7,8 5,01 7,58
[GaZnL1(u-OAc)2]* 6,9 5,35 8,56 5,59 7,96
[FeCuL1(u-OAc),]* 7,0 5,0 8,9 5,0 7,82
[FeZnL1(u-OAc),]* 6,5 4,6 7,8 4,6 7,22

Os resultados obtidos para os complexos estudados podem ser

32,45,47

comparados a outros similares . Ja quando comparados a enzima Ga

substituida observa-se uma inversdo dos dados obtidos, com o valor de pKa

atribuido a desprotonagao da molécula de agua ligada ao ion Ga™ menor que o da

enzima nativa contendo Fe". Esse fato pode ser explicado pela influéncia do

menor raio idnico do Ga'"

, que pode afetar a estrutura do sitio ativo, resultando em
diferentes valores de pKa para os amino&cidos presentes na PAP 2.

O estudo das reacdes em fungao da concentracao de substrato mostrou um
comportamento de Michaelis-Menten, como observado para as curvas

apresentadas na Figura 18.
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Figura 18. Curvas de saturacao e graficos de Lineweaver-Burk para as reacoes
de hidrolise do 2,4-BDNPP catalisadas pelos complexos [GaCuL1(u-OAc)2]ClO4 e
[GaZnL1(u-OAc).]CIO,4 a 25°C.

O tratamento dos dados através da linearizacdo de Lineweaver-Burk

forneceu os parametros cinéticos apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Parametros cinéticos determinados a partir da linearizacdo de
Lineweaver-Burke dos dados obtidos para os complexos estudados e os similares
de [FeCuL1(u-OAc),]ClO4 * e [FeZnL1(u-OAc)2]CIO, *.

Com plexos Vinax Km Keat E Kass Keat/Knc
(mol.L".s™)  (mol.L™) sy (mol'.Ls") (mol'.L)

[GaCuL1(uOAc),]* 7,4x10°  10,42x10° 1,33x10° 13,01x10* 100 7400
[GaZnL1(uOAc),]*  3,68x10° 7,39x10° 6,24x10*  8,44x10° 135 3500
[FeCuL1(u-OAc)2]CIO,
[FeZnL1(u-OAc)2]ClO4

A analise dos dados demonstra que o complexo [GaCuL1(u-OAc)2]CIO4

apresentou uma aceleracdo de 7400 vezes quando comparado a reagao nao
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catalisada enquanto que no complexo [GaZnL1(u-OAc).]ClO4 foi observada uma
aceleragago de 3500 vezes. A maior atividade do complexo
[GaCuL1(u-OAc).]CIO4 pode ser tentativamente explicada pelo fato da molécula

de substrato estar mais préxima do OH gerado no fon Ga"

o qual ird atuar como
nucledfilo atacando o atomo de P. Esta proposta concorda com os dados de
potenciometria e espectroscopia eletronica que sugerem que o ion Cu" apresente
uma geometria de piramide de base quadrada.

Os complexos estudados apresentaram atividades com a mesma ordem
de grandeza de outros compostos similares *>*%4°_ O fato de compostos contendo

Ga" em substivicao ao Fe'"

apresentarem atividades e parametros cinéticos
similares confirma a hipétese de que a fungdo do M"' na catélise é de agir como
acido de Lewis gerando um grupo hidréxido (nucleéfilo) responséavel pelo ataque
ao éster de fosfato da mesma maneira que o proposto para as enzimas Ga
substituidas.?

Para avaliar a atividade catalitica dos complexos estudados foi realizado
um experimento onde uma reacao foi acompanhada espectrofotometricamete a
445nm em pH 6,9, durante 26 horas a 50°C. Foi observado que durante esse
periodo o complexo [GaCuL1(u-OAc).]CIO4 foi capaz de hidrolisar 22 moléculas

de substrato enquanto o complexo [GaZnL1(u-OAc).]JCIO,4 catalisou 5 moléculas.
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5 Consideracoes Finais

O ligante H,BPBPMP (2-[N-bis-(2-piridilmetillaminometil]-4-metil-6-
[N-(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)aminometil[fenol) foi sintetizado como descrito na
literatura e a partir dele foram obtidos dois novos complexos
[GaCuL1(u-OAc)2]CIO4 e [GaZnL1(u-OAc)2]CIO,.

O complexo [GaCulL1(u-OAc).]JCIO, foi estudado através de técnicas
espectroscopicas (no infravermelho e eletrénica) e eletroquimicas, titulacdo
potenciométrica, ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) mas até o momento
néo teve sua estrutura determinada.

Ja o complexo [GaZnL1(u-OAc)2]CIO4 foi caracterizado por espectroscopia
no infravermelho, ressonancia magnética nuclear de 'H e 'C, titulacdo
potenciométrica e teve sua estrutura de raios X determinada. Esse complexo
merece destaque por ser o primeiro descrito até o momento que contém esses
metais.

A avaliacéo da reatividade desses complexos mostrou que séo eficientes ao
hidrolisar o substrato 2,4-BDNPP sendo o complexo [GaCulL1(u-OAc)]CIO4 capaz
de acelerar 7400 vezes a reacao em relagdo a reacao nao catalisada. O substrato
2,4-BDNPP foi utilizado por apresentar uma cinética que pode ser mais facilmente
acompanhada, apesar de nao ter sido utilizado em estudos cinéticos com a
enzima.

Mesmo possuindo uma aceleracao menor, o] complexo
[GaZnL1(u-OAc).]JCIOs se torna muito importante por possibilitar o melhor
acompanhamento de outras propriedades como por exemplo a ordem da reagao
com relagcdo a esse reagente, contribuindo para a elucidacdo do mecanismo
envolvido nessa reacao e por consequéncia na reagcao com a enzima também.

Assim os complexos estudados podem ser considerados bons modelos

funcionais para as PAP Ga substituidas.
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6 Perspectivas

Por ser um trabalho extremamente complexo é necessario que muitos
outros experimentos sejam realizados antes que se possa postular um mecanismo
completo para a hidrélise do substrato 2,4-BDNPP catalisada por compostos de
coordenacao desse tipo.

Assim torna-se essencial a avaliacao da ordem de reacdo com relagdo a
concentracdo de complexo. O complexo [GaZnL1(u-OAc),]CIOy4 ira auxiliar muito
nesse estudo uma vez que por nao possuir transi¢cdes eletrénicas na regiao visivel
do espectro, possibilita 0 acompanhamento da reacéo de hidrélise do 2,4-BDNPP
espectrofotometricamente.

A determinacao dos produtos formados durante a hidrélise também pode
fornecer valiosas informacdes a respeito do mecanismo envolvido nessas reagoes.
Os produtos serdo caracterizados através da técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) em colunas de fase reversa (C18), onde aliquotas de uma
reacao serao injetadas em intervalos de tempo determinados. A observacédo da
proporcéo do 2,4-dinitrofenol e do 2,4-dinitrofenolato, por exemplo, deve indicar se
existe a hidrélise de um ou dois fenolatos nessas reacoes.

Os produtos também poderdo ser caracterizados por ressonéancia
magnética nuclear de ¥'P. O acompanhamento das cinéticas de hidrélise poderia
indicar a formacéao de intermediarios de reacao e também se existe a formacao de
um produto onde o fosfato estaria diretamente coordenado ao complexo.

Existe um grande interesse em se dar continuidade ao estudo de outros
compostos do tipo Ga-M" onde o M" = Fe', Co", Mn" podendo auxiliar na
elucidacdo do mecanismo pela determinacdo da constante de associagdo do
substrato ao complexo através da ligacdo do fosfato ao M" do complexo. Esse
estudo podera ser realizado através da técnica de stop-flow uma vez que essa é
a etapa rapida da reacao.

Ha a necessidade, também , em se estudar a cinética de hidrélise de outros
substratos como o p-nitrofenilfosfato, amplamente utilizado em estudos
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enzimaticos para que seja possivel uma comparacdo direta da atividade

apresentada pelos complexos estudados com a PAP.

Propéem-se também a sintese novos ligantes multinucleantes como os

apresentados na Figura 19 e seus respectivos complexos para que possa ser

estudada de maneira mais completa 0 mecanismo de hidrolise de ésteres de

fosfato

Figura

presente nesses
CHs
N //O
Q J@NH CN
N
OH
OH
L2
CHs
P O
HN
OH
OH
N
N
Or O
L3
19. Proposta de novos

complexos.

ligantes.
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7 Anexos

7.1 Espectros no infravermelho dos complexos
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Figura 20. Espectro no infravermelho do complexo [GaCul1(u-OAc)2]ClIOs em
pastilhas de KBr.
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Figura 21. Espectro no infravermelho do complexo [GaZnL1(u-OAc).]CIO4 em
pastilhas de KBr.
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7.2 Espectros de RMN do complexo [GaZnL1(u-OAc)2]ClO,

T T a T
5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0
PPM

Figura 22. Espectro de 'H RMN do complexo [GaZnL1(u-OAc),]ClO, ampliado na

regido entre 3,0 e 5,2 ppm.
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Figura 23. Espectro de '"H RMN do complexo [GazZnL1(u-OAc),]ClO4 ampliado na

regiao entre 6,4 e 8,8 ppm.
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Figura 24. Espectro de RMN '*C do complexo [GaZnL1(u-OAc),]ClO4 em CDsCN

ampliado na regido de 20 a 65ppm.
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Figura 25. Espectro de RMN '*C do complexo [GaZnL1(u-OAc),]ClIO, em CDsCN
ampliado na regido de 115 a 185 ppm.
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Figura 26. Espectro de RMN COSY do complexo [GaZnL1(u-OAc),]CIOs em
CD3CN.
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Figura 27. Espectro de RMN COSY do complexo [GaZnL1(u-OAc),]CIOs em
CD3CN.
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7.3 Dados Cristalograficos
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Tabela 9. Distancias interatdmicas (A)
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