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RESUMO

As Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs) sdo metalohidrolases que contém
um sitio ativo dinuclear do tipo Fe'""M" (M" = Fe, Mn ou Zn), capazes de promover
a hidrdlise de uma variedade de ésteres de fosfato e anidridos numa faixa de pH
de 4-7. Nas duas ultimas décadas muitos estudos vem sendo reportados com
enzimas ou em compostos modelo visando obter informagdes acerca do
mecanismo de ag&do das PAPs e de sua fungéo nos sistemas bioldgicos.

Dentre as estratégias empregadas, destacam-se os estudos de
substituicdo dos metais presentes nos sitios ativos das PAPs. Na substituicdo do
metal divalente foram feitos estudos com os ions Mn", Co", Ni", Cu", Hg" e Cd", e

i e |nIII.

como substituintes do metal trivalente, foram utilizados os cations Al", Ga

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados via analise elementar de
CHN; condutivimetria; espectroscopias no infravermelho e eletrbnica;
eletroquimica e titulacdo potenciométrica dois novos complexos de Al"zZn" e
Al"cu" empregando-se o ligante Hobpbpmp, j& descrito na literatura.

Todos os complexos sintetizados tiveram suas estruturas cristalinas
resolvidas via difratometria de raios X de monocristal. Os complexos séao
isoestruturais e possuem um nucleo [(OH2)AI" (u-OH)M" (bpbpmp)].

Os estudos realizados na hidrdlise do substrato modelo
bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp) para os complexos de Al'zn" e Al"Cu"
resultaram em fatores de aceleracéo de 2,5 e 4,6 mil vezes, respectivamente, em
relagdo a reacdo nao catalisada. O complexo Al"'Cu" apresentou ser mais efetivo
na hidrélise do substrato 2,4-bdnpp, apresentando uma atividade quase que duas
vezes maior que o complexo Al"'zn".

A partir dos dados estruturais, espectroscopicos, eletroquimicos, cinéticos
e de titulacdo potenciométrica foi possivel propor um mecanismo de acao para a
hidrolise do 2,4-bdnpp, mediada pelos complexos Al"zn" e AI"Cu" compativel

com outros ja descritos na literatura.
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ABSTRACT

The purple acid phosphatases (PAPs), dinuclear Fe""M" (M" = Fe, Mn or Zn
metalohidrolases, are capable of the cleavage of several phosphate esters and
anhydrides, in an acidic range of pH (4-7). In the last years many studies have
been reported with enzyme or model complexes aiming the understanding the
mechanism and the function of PAPs in biological systems.

The native metal substitution have been studied for PAPs. The native M"
were substituted by Mn", Co", Ni", Cu", Hg" and Cd", and the M" were substituted
by A", Ga" and In"".

In this sense, two new complexes, Al"Zn" and AI"Cu", were synthesized
and characterized via elemental analysis, conductimetry, infrared and electronic
spectroscopies, electrochemistry, and potentiometric titration with the already
described Hxbpbpmp ligand.

The complexes have been characterized by single-crystal X-ray diffraction.
Both complexes are isostructural and have the core [(OH2)AI" (1-OH)M"(bpbpmp)]
in the reactivity conditions.

Reactivity studies with model bis(2,4dinitrophenylphosphate) (2,4-bdnpp)
for complexes Al"Zn" and AI"'Cu" resulted in acceleration factors of 2.5 e 4.6
thousand times the uncatalyzed reaction. From all data obtained for both
complexes it was possible to propose a mechanism for the 2,4-bdnpp hydrolysis,
catalyzed by complexes Al"zn" e Al"'Cu".
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1 INTRODUCAO

1.1 A QUIMICA BIOINORGANICA

Embora seja comum relacionar processos biologicos a compostos
organicos, os elementos inorganicos sdo também essenciais ao processo de
manutencédo da vida em diversos organismos. Neste processo sdo necessarios
varios elementos quimicos em quantidades especificas. A auséncia de um
elemento essencial ou uma diminuigdo na sua ingestdo causa uma redugao na
funcédo biolégica desempenhada por ele ou até mesmo a morte do individuo. 2 As
funcbes por estes elementos inorgénicos realizadas podem ser muito variadas
podendo ser estruturais, de mensageiros, de transporte de elétrons e de oxigénio
e como catalisadores de diversas reacdes bioldgicas. >*

Dentre as principais frentes de estudo da quimica bioinorgénica estdo o
estudo da ocorréncia natural dos ions metalicos em sistemas bioldgicos
(proteinas, enzimas, tecidos, etc) e a introdugdo de metais nestes sistemas como
sondas ou farmacos. Outros focos desta disciplina residem ainda na investigagéo
dos elementos inorganicos na nutricdo humana, na toxicidade destas espécies e
ainda no transporte e armazenamento de metais nos sistemas bioldgicos. *

Um sistema muito estudado sdo as metaloproteinas. Os metais ocorrem
naturalmente nestas enzimas, sendo utilizados pela natureza de forma muito
eficiente para desempenhar uma gama de fung¢des especificas associados ao
processo da vida. *°

Os 20 aminoacidos essenciais podem se organizar de diversas formas,
constituindo assim a cadeia estrutural das proteinas. Muitos destes aminoacidos
possuem atomos doadores de elétrons adequados a coordenagao de ions
metalicos. Como se sabe a partir da quimica de coordenacéo, a ligagdo desses
ions a sitios ativos pode diminuir os valores de pKa de moléculas de agua ou de
hidrogénios ionizaveis presentes nessas moléculas de forma significativa. As

interagdes entre ions metalicos e biomoléculas s&o, geralmente, da mesma

Sao ditos elementos essenciais quando a sua falta no organismo vai causar algum tipo de
disfungéo, ou vai debilitar seriamente alguma fungéo organica, e a adigdo desse elemento vai
restaurar o funcionamento daquele organismo.
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natureza das existentes em complexos, e por isso sao tratadas de acordo com as
teorias da quimica de coordenagdo. Sendo assim, as propriedades das
biomoléculas que contém metais dependem da configuragdo dos elétrons de

valéncia nos orbitais d. *

1.2 METALOENZIMAS: SUPER EFICIENCIA

As enzimas sdo as biomoléculas mais notaveis e especializadas dos
sistemas vivos e apresentam como caracteristica principal uma extraordinaria
eficiéncia catalitica, sendo entdo chamadas de catalisadores naturais. Uma
caracteristica importante que as diferenciam de outros tipos de catalisadores € o
alto grau de especificidade com relacdo aos seus substratos. Elas aceleram
reacbes quimicas especificas em meio aquoso sob condigdes brandas de
temperatura e pH. 456

A maior parte do poder catalitico das enzimas vem da sua capacidade de
aproximar os substratos em orientagdes favoraveis que promovam a formacéao
dos estados de transigdo. Assim, a enzima pode diminuir a energia livre de
formagao do estado de transi¢ao, fazendo com que a energia livre de ativagéo da
reagdo (AG*) também diminua. Este efeito aumenta estatisticamente o nimero de
moléculas com essa energia a uma mesma temperatura e, portanto, aumenta a
constante catalitica e a velocidade da reagdo.

Para desempenhar suas atividades, algumas enzimas nao requerem
nenhum outro grupo quimico além de seus residuos de aminoacidos, enquanto
que outras necessitam de componentes quimicos adicionais conhecidos como
cofatores, os quais podem ser ions inorganicos e/ou moléculas orgénicas
(coenzima). Quando o cofator liga-se covalentemente a parte protéica da enzima,
este recebe a denominagao de grupo prostético. ’

Sendo assim, as metaloenzimas s&o biopolimeros constituidos de
aminoacidos unidos por ligagdes peptidicas, organizadas de maneira a formarem
um envoltorio protéico (sitio ativo) o qual aloja o ion metalico. Logo, no sitio ativo
de uma metaloenzima sdo encontrados um ou mais ions metalicos, a cadeia
lateral dos aminoacidos, pontes exdgenas e ligantes terminais que compdem a

primeira esfera de coordenacédo de cada ion metalico. Esta composi¢cdo faz com
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que as metaloenzimas sejam consideradas como complexos metalicos altamente
elaborados. &°

A partir dessas informagdes basicas sobre as propriedades estruturais e
bioquimicas das metaloenzimas, destacam-se a seguir as enzimas que
apresentam atividades cataliticas de hidrdlise, as chamadas hidrolases, pois tém

relacao direta com este trabalho.

1.3 METALOHIDROLASES BINUCLEARES

Metalohidrolases binucleares constituem um grande e estruturalmente
diverso grupo de enzimas que possuem sitios ativos binucleares para catalisar a
hidrélise de amidas, ésteres de fosfato e de &cidos carboxilicos. ' Dentro desta
classe enzimatica, algumas delas estao listadas na Tabela 1, juntamente com seu

conteudo metalico e seus papéis metabdlicos.

Tabela 1 — Exemplos de enzimas hidroliticas binucleares: Metais presentes no

sitio ativo e seus respectivos papéis metabdlicos.

Enzima Sitio ativo Papel metabdlico
Fosfatase acida parpura  Fe""Fe"; Fe"zn": Reabsorcéo 6ssea,
(PAP) Fe""Mn" transporte de ferro, geragdo
de espécies reativas do O,
Ser/Thr fosfatase Fe-Fe; Fe-zZn" Metabolismo do glicogénio,
(estados de contragao muscular,
oxidacdo do Fe transducao de sinal,
desconhecidos) atividades neurais.
Urease Ni'-N;" Hidrélise da uréia
Fosfatase alcalina Zn"-zn" Desconhecido
Fosfotriesterase Zn"-zn" Remoc&o de organofosfatos

Inositol monofosfatase Mg"-Mg" Transdugao de sinal
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Atualmente sabe-se que os ions metalicos tém efeitos cooperativos
atuando de trés maneiras distintas em mecanismos enzimaticos. Primeiramente,
podem agir diminuindo o valor do pKa de moléculas de agua ligadas ao metal,
podendo gerar nucleofilos em condigdes de pH fisiologico. No segundo caso, o
metal pode agir como sitio de ligacdo da enzima com o substrato. Finalmente, o
centro metalico pode atuar no mecanismo hidrolitico por sua interagdo com o
grupo de saida, desde que este possua uma carga negativa durante o estado de
transicdo. %2

Entretanto um fato curioso é que varias enzimas que possuem atividades
similares, ou atuam sobre substratos semelhantes, possuem metais totalmente
diferentes em seus sitios ativos, ou ainda apresentam distintos modos de
coordenacao dos centros metalicos ao longo de uma familia inteira de enzimas.

Neste sentido, para compreender o papel dos ions metalicos em diversas
enzimas, tem-se estudado o efeito da substituicio dos metais que ocorrem
naturalmente por outros metais semelhantes. ' Estes estudos visam obter
informacdes estruturais, espectroscépicas e mecanisticas, através das mudancas
ocorridas na enzima em fungdo desta substituicdo. Garmer e colaboradores '
publicaram um estudo com substituicdo de metais nas Anidrases Carbdnicas
onde o centro de Zn" foi substituido por Co" e a atividade da enzima foi mantida
em praticamente 100%. '® Um outro exemplo interessante foi observado para a
enzima Leucyl Aminopeptidase, onde através da substituicdo dos ifons Zn'
presentes no sitio ativo por Mn", Mg", Co", foi proposto que os dois atomos de Zn"
tinham um papel de se ligar ao substrato e assim promover uma estabilizagédo
durante o estado de transicéo da reagao. "’

Entre as propostas para catalise nas metalohidrolases, a identidade do
grupo nucleofilico, a estabilizagdo dos intermediarios de reagdo e a relativa
contribuicdo dos ions metalicos varia substancialmente e podem depender em

particular do substrato ou das condi¢des experimentais tais como o pH (Figura 1).
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Figura 1 - Diversidade de propostas mecanisticas para metaloenzimas

binucleares: (a) PAPs, (b) urease, (c) leucina amino-peptidase, (d) fosfatase
alcalina, (e) endonuclease, (f), inositol monofosfatase (g) fosfotriesterase e (h)
EcoRV endonuclease.

Os centros metalicos binucleares dessas enzimas apresentam diferentes
residuos de aminoacidos em seus respectivos sitios ativos e também diversas
moléculas de agua coordenadas aos centros metalicos, o que complica ainda
mais a elucidagao de mecanismos das reac¢des. Desta forma, a compreensao dos
fatores que contribuem para a atividade observada nessas enzimas € essencial

para o entendimento dos seus mecanismos de agéao.

1.3.1 FOSFATASE ACIDA PURPURA

As Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs) sdo enzimas que catalisam a
hidrélise de uma série de ésteres de fosfato in vitro em condi¢cées de pHde 4 a 7.
'® Elas podem ser isoladas a partir de mamiferos, plantas e fungos, entretanto sua
funcao in vivo permanece sem uma definicdo concreta. Dentre as propostas de
acao estdo o transporte de Ferro em leitdes em fase de gestacdo, controle de
absorgao dos 0ssos, e a homeostase de fosfato em plantas. E ainda proposto que

as PAPs tenham alguma ligacdo no desenvolvimento do mal de Alzheimer. 923
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Estas enzimas foram isoladas de diferentes fontes, como ossos de rato
(roPAP), utero de suinos (ufPAP), feijao vermelho (kbPAP) e batata doce
(spPAP) e suas estruturas foram determinadas via difratometria de Raios X."9?°
Os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo sdo conservados, porém as
principais diferengas encontram-se nos metais que compdem o sitio ativo da
enzima, onde a kbPAP e a sbPAP possuem um centro heterobinuclear de Fe"'zn"
e Fe""Mn" respectivamente, enquanto que na ufPAP o sitio ativo é formado por um
centro homodivalente de Fe"'Fe' na forma ativa (coloragdo résea) e um centro
Fe''Fe" em sua forma inativa (coloragdo purpura) que foi o estado determinado

pelos dados cristalograficos. ?° O centro de Fe'" encontra-se coordenado por um

residuo de tirosinato que estabiliza o centro férrico e que é responsavel pela

intensa banda de transferéncia de carga na regido de 560 nm que da a intensa

coloragdo destas enzimas. "%

No sitio ativo da kbPAP (Figura 2) com resolucédo de 2,65 A, os centros

metalicos Fe'" e Zn", estdo separados por uma distancia de 3,26 A, sendo que o

ion Fe'"

encontra-se em uma geometria octaédrica distorcida e esta coordenado
aos seguintes residuos de aminoacidos das cadeias laterais: tirosina (Tyr167),
histidina (His325), um aspartato (Asp135) e um grupo carboxilato (Asp164)
monodentado ponteando os centros metalicos. O centro metalico de Zn" tem seu
ambiente de coordenacdo formado por duas por histidinas (His286) e (His323) e

pelo oxigénio amida da asparagina (Asn201).23%

Asp HoN

o (AN

H 9] Asn

Q 0
(Tyr)O\\ \ N / ‘
__Fe Zn— N(His)
(His)N / X A0
o) N(His)
0 I OH,

e

Asp

Figura 2 - Esquema demonstrativo do sitio ativo da kb-PAP.%
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Apesar de nao ter sido confirmado pela analise de raios X, Klabunde e
colaboradores® atribuiram a presenca de mais trés ligantes exdgenos no sitio
ativo da kbPAP: um provavel fon hidréxido ligado ao centro metalico de Fe" (Fe-
0: 1,9 A), uma molécula de agua coordenada ao centro de Zn" (Zn-O: 2,1 A) e
outro grupo hidréxido como uma segunda ponte entre os centros metalicos (Fe-O:
1,9 A e Zn-O: 2,1 A). Existem ainda alguns aminoacidos no sitio ativo das PAPs
que nao estao ligados aos centros metalicos, porém estdo envolvidos diretamente
na catalise na ativagdo do substrato via ligagbes de hidrogénio constituindo ent&o
uma segunda esfera de coordenacgo . "%

A PAP Fe""Mn" (spPAP) teve sua estrutura resolvida com uma molécula de
fosfato coordenada, conforme apresentado na Figura 3.*° Na enzima spPAP
nativa, é proposto que um grupo p-oxido esteja como ponte entre os centros
metalicos, que € evidenciado por um forte acoplamento antiferromagnético
observado nas medidas de susceptibilidade magnética e confirmado pelo
espectro de RPE silencioso. %°

Fed* ,Mn2+
L
O\ |
O““wll-"—OH

”fo“"
UL SN
N N

o N

Figura 3 - Estrutura obtida para a spPAP com uma molécula de fosfato

coordenada.*®

E de suma importancia salientar que ndo existem exemplos de enzimas ou
compostos modelo binucleares contendo Mn" que possuam uma ponte do tipo
u-oxido, e também o forte carater ibnico contradiz a presengca de um forte

acoplamento.
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A kbPAP possui um sinal no EPR em g = 4,3, correspondendo ao ion Fe'"

alto-spin (S = 5/2) no seu estado fundamental. As PAPs extraidas de mamiferos
possuem um fraco acoplamento antiferromagnético (J = -4,4 & -13 cm™). A forma
oxidada destas enzimas é silenciosa no EPR enquanto a forma Fe''Fe" apresenta
um EPR rémbico e depende do pH. % Além disto, foi observado uma forte
dependéncia da atividade da enzima em funcdo do pH. Foram atribuidos por
diferentes técnicas ' dois valores de pKa para as PAPs. O primeiro em torno de
5,4, atribuido a uma desprotonagdo de uma molécula de agua no centro de Fe'' e
0 segundo proximo a 7,5, atribuido a desprotonagdo de um residuo de Histidina
(His-92)."8

Um estudo visando compreender o papel do metal trivalente no mecanismo
das PAPs foi publicado por Merkx e colaboradores. Foram reportados a
preparacio e a reatividade de uma série de M"'Zn"-bsPAP onde M"' = Al, Fe, Ga e
In, sendo que as propriedades destas enzimas foram fortemente influenciadas
pela substituicdo do metal trivalente.

De modo geral, ions trivalentes sdo fortes acidos de Lewis, porém estes
cations possuem uma velocidade de troca de ligantes menor se comparado a
cations divalentes. * Este fato tem sido usado para explicar porque a maioria das
metalohidrolases contém metais divalentes, em particular Zinco e Magnésio.
Todavia, sdo conhecidas algumas enzimas que possuem metais trivalentes e
apresentam um numero alto de ciclos cataliticos.

Merks e colaboradores demonstraram que a bsPAP consegue acomodar
em sua parte “dura” uma série de metais trivalentes, independentemente de seu
raio ibnico (Tabela 2) e que suas constantes de formagdo sdo significantemente
dependentes da natureza do metal trivalente, segundo a ordem Ga >> Fe > Al >

In.
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Tabela 2 - Comparacdo da atividade catalitica das M"Zn"-bsPAP e algumas

propriedades dos metais trivalentes

M" Keat (S7) Ku (mol.L™")  Raio iénico (A) Kauto-troca
Al 1,9x10° 4,2x10° 0,54 1,3
Fé 2,8x10° 3,3x107 0,65 2,0x10?
Ga 3,1x10° 5,5x10° 0,62 4,0x10?
In <20 - 0,80 > 10’

Nos estudos de reatividade apresentados, as constantes de velocidade da
reacdo de hidrolise do substrato 4-nitrofenil-fosfato pelas espécies Ga'"zn" e
Fe"'Zn" foram semelhantes (keat = 3000 s™), porém a atividade da espécie Al"'Zn"
foi um pouco inferior (kes = 2000 s™') e a espécie In'Zn" é inativa. Os parametros
cinéticos e o perfil de pH para a enzima Al"Zn"-bsPAP s&o similares aos obtidos
para as espécies Fe"zZn" e Ga"zn". Porém, uma das diferencas mais importantes
esta na inibicéo por fluoreto que na enzima Al"'Zn" é cerca de 60 vezes maior. Isto
sugere que na enzima Al"Zn" o ion F se liga ao ion de forma mais intensa,
impedindo a formagéo do nucledfilo.

Esses resultados, em primeira instancia, ndo eram esperados se fossem
levados em conta os conceitos oriundos da quimica de coordenag&o, pois o ion
A" possui uma velocidade de auto-troca de ligantes muito inferior aos ions Fe'' e
Ga". * Logo, este resultado pode ser explicado assumindo que a proteina de
alguma forma modula as propriedades do aluminio de modo a aumentar a sua
labilidade na troca de ligantes ou que a etapa determinante da velocidade de
reagdo nao envolve uma troca de ligantes no metal trivalente. >

O ion A" ndo possui um papel biolégico definido, mesmo sendo um metal
muito abundante. A este fato é atribuido que a sua baixa velocidade de auto-troca
de ligantes o impega de ser usado como um acido de Lewis em metaloenzimas.

Todavia, neste estudo foi demonstrado que o ion A"

pode ser usado como metal
trivalente nestas enzimas. Logo, outros fatores como a dificuldade de transporte e
armazenamento, ou ainda a sua toxicidade devem impedir a sua utilizagdo em

sistemas biolégicos.
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Baseado entdo em diversos estudos, foram propostos trés mecanismos para
a hidrdlise de ésteres de fosfato promovida pelas PAPs. Sabe-se que este ocorre
via uma substituicdo nucleofilica sobre o atomo de fésforo, porém nem a
identidade do nucledfilo nem o modo de coordenacédo do substrato ao sitio ativo
foram totalmente esclarecidos.

As trés propostas de identidade do nucledfilo sdo (Figura 4): (a) 1 — O
hidréxido terminal ligado ao Fe"; % (b) 2 — O hidréxido ponte; ** (c) 3 — Um ion
hidroxido gerado a partir de uma interagdo de uma molécula de agua na segunda
esfera de coordenacdo do metal pela desprotonacdo desta pelo hidréxido
terminal. ** Tanto a proposta (a) como a (b) sdo baseadas nas estruturas de Raios
X das PAPs com tetraoxoanions coordenado de modo ponte.

Figura 4 — Propostas de como ocorre o ataque nucleofilico durante o mecanismo
das PAPs, #3:343°
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Estes mecanismos foram assim atribuidos ja que no caminho 1 o ataque
nucleofilico resultaria em uma estrutura como um intermediario. J&4 no caso 2
acredita-se que o fosfato coordenado deve mimetizar o modo de coordenagao do
substrato estando alinhado para receber um ataque nucleofilico pela ponte

hidroxido. **%

1.4 COMPOSTOS DE COORDENACAO E O DESENVOLVIMENTO DE

HIDROLASES SINTETICAS

Hoje sdo conhecidas as estruturas cristalinas de diversas metaloenzimas.
Estas informagdes estruturais contribuem imensamente no sentido de facilitar o
desenvolvimento de complexos modelos para o estudo das propriedades fisico-
quimicas e de reatividade das mesmas. Com esse objetivo, dezenas de
complexos com ligantes contendo atomos de oxigénio e de nitrogénio doadores
encontram-se descritos na literatura. >*® Desta forma, atualmente vem-se
buscando, através do estudo destes compostos, maiores informagdes sobre a
reatividade de diversas metaloenzimas, procurando auxiliar na comprovacédo de
seus mecanismos de agdo bem como na compreensdo de seu papel nos
sistemas vivos. '

No desenvolvimento de complexos modelos para as PAPs sdo comumente
usados grupos amida, imidazol, benzimidazol, piridinas, fendis e aminas, entre
outros. Estes grupos visam mimetizar os residuos de aminoacidos encontrados
nos sitio ativo das PAPs. Outros fatores de relevancia na projecdo de compostos
modelos para as PAPs s&o: a distancia intermetalica, a presenga de uma ponte
exogena (p-hidréxido), a assimetria e o ambiente de coordenagdo dos centros
metalicos, bem como a presenca de sitios labeis que s&o essenciais ao processo
catalitico. 8%

Dentre inumeros ligantes utilizados na sintese de compostos modelos, s&o

demonstrados, na Figura 5, dois exemplos de ligantes utilizados para este fim.
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Figura 5 — Ligantes utilizados no desenvolvimento de complexos modelo para as
PAPs.

Neves e colaboradores tém reportado uma série de complexos homo e
heterobinucleares, com base no ligante ndo simétrico H2bpbpmp (Figura 6),

capazes de atuar na hidrélise de ésteres de fosfato.

A\ N
N/ N/
N N
HO OH ) \

F

Figura 6 — Esquema demonstrativo da estrutura do ligante Habpbpmp.

Com este ligante, foram reportados complexos de Fe''Mn", % Fe''Fe!, 4°
Fe''Ni", ' Fe'lcu", *2 Fe''zn", ** Ga"'zn", ** Ga"cu" ** entre outros, envolvendo
estudos de reatividade frente a hidrolise do 2,4-bdnpp. Dentre estes, o complexo
que apresentou maior atividade na hidrélise do substrato 2,4-bdnpp foi o
complexo [Fe"'Cu'(bpbpmp)(OH)(H20)](ClO4)., com um fator de aceleracéo sobre
a reagdo nao catalisada de 9.200 vezes. Ja o complexo
[Fe"Zn"(OH)(H20)(bpbpmp)](ClO4)2, obtido por Lanznaster, ** representa o
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primeiro modelo estrutural para o sitio ativo da kbPAP com somente um grupo
fenolato terminal, uma ponte hidroxido e uma molécula de agua ligada ao sitio de
Fe e apresentou os um fator de aceleracéo de 4.800 vezes.

Desta forma visando o contexto atual do desenvolvimento de novos
compostos modelo para as PAPs, esse trabalho visa a exploragdo das
propriedades fisico-quimicas da substituicdo dos ions metalicos nativos as PAPs
(Fe, Zn, Mn) por ions A" e Cu" através da obtencgdo de complexos ndo-simétricos
de Al"zn" e AI"Cu" como analogos sintéticos para o sitio ativo das PAPs com o
ligante Hobpbpmp (Figura 6). Pretende-se ainda avaliar a reatividade dos
complexos modelos sintetizados buscando contribuir com informagdes que
possam auxiliar na elucidagdo do mecanismo desta metaloenzima, e estabelecer
uma relagdo destes complexos com as propriedades da enzima Al"'Zn"-bsPAP,

uma vez nao existem compostos heterobinucleares de Al" modelo para esta

enzima.
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2 OBJETIVOS

2.1

2.2

OBJETIVO PRINCIPAL

e Sintetizar, caracterizar  novos complexos de coordenagao
heterobimetalicos de Al"Zn" e AI"'Cu" para o estudo do papel do metal

trivalente no mecanismo de atividade das PAPs.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar o ligante ndo simétrico Hzbpbpmp, segundo

metodologia descrita na literatura.>

e Sintetizar complexos binucleares de Al"Zn" e Al"'Cu" com o ligante néo
simétrico  Hpbpbpmp, buscando obter a wunidade estrutural
Al"-(u-OH)-M".

e Caracterizar os complexos sintetizados via espectroscopia no
infravermelho, UV-vis-NIR, EPR, eletroquimica, analise elementar,

condutivimetria e por difratometria de Raios X.

e Estudar a atividade de catalise dos compostos preparados na hidrolise
dos substratos modelo bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato e 2,4-

(dinitrofenil)fosfato.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS, METODOS E INSTRUMENTACAO

3.1.1 MATERIAIS

Os seguintes reagentes, materiais, gases e solventes empregados nas
sinteses e analises foram adquiridos de fontes comerciais e utilizados sem
purificagdo prévia: p-cresol, 2-(2-aminometil)piridina, salicilaldeido, trietilamina,
hidréxido de sodio, bicarbonato de sddio, paladio/carbono 5%, acido cloridrico
37%, bicarbonato de sdédio, sulfato de sddio anidro, argénio 5.0, borohidreto de
soédio, hidroxido de litio, cloroférmio deuterado, agua deuterada, brometo de
potassio grau espectroscopico, cloreto de potassio, cloreto de tionila, oxocloreto
de fosforo, piridina, perclorato de cobre(ll) hexahidratado, nitrato de aluminio(lll)
nonahidratado, perclorato de zinco(ll) hexahidratado, tampdes biolégicos MES,
HEPES, CHES, perclorato de litio hexahidratado, hexacianoferrato de sdédio,
acetonitrila UV/HPLC, acetonitrila PA, diclorometano PA, metanol PA, metanol
UV/HPLC, THF PA, etanol absoluto, éter etilico PA. Foram purificados antes de
utilizados os seguintes reagentes: hexafluorfosfato de tetrabutilaménio
(recristalizado em etanol), 2-piridinocarboxialdeido (destilado a presséo reduzida),
2 4-dinitrofenol  (recristalizado em cloroférmio). O composto bis-(2,4-
dinitrofenil)fosfato® e o 2,4-dinitrofenil-fosfato*® foram sintetizados, purificado e

caracterizados de acordo com procedimentos descritos na literatura.
3.1.2 METODOS DE INSTRUMENTAGCAO
e Analise elementarde C,He N
As medidas para a determinagao dos percentuais de carbono, hidrogénio e

nitrogénio foram realizadas em um analisador elementar de CHNS - Carlo Erba
modelo E-1110, na Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC.
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e Espectroscopia no infravermelho - IV

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrofotdmetro VARIAN , na regido de 4000 a 500 cm™ no Laboratério de
Catalise e Fendmenos Interfaciais, Departamento de Quimica — UFSC. As
amostras solidas foram analisadas em pastilha de KBr (grau espectroscopico).

e Condutivimetria

As analises de condutividade molar foram efetuadas em um condutivimetro
SCHOTT, utilizando-se acetonitrila (grau espectroscopico) e concentragdes de 1,0
x 10 mol.L™" das espécies a serem analisadas, no Laboratério de Bioinorganica e
Cristalografia, Departamento de Quimica — UFSC. As analises foram realizadas
apos a calibragdo do equipamento com solugao padréo de KCI (0,01 mol.L™"- Ay =
1408 Q'.cm®.mol™) *” & temperatura de 25,00 + 0,05 °C estabilizada com auxilio

de um banho termostatizado.

e Difratometria de Raios X

As analises de difracdo de raios X de monocristal dos complexos 1 e 2
foram realizadas pelo Prof. Dr Eduardo Ernesto Castellano do Departamento de
Fisica da Universidade de S&o Paulo — Sao Carlos. Os dados foram coletados em
um difratbmetro Enraf—-Nonius Kappa-CCD equipado com monocromador de
grafite e tubo de molibdénio (MoKa A= 0,71073 A) e a temperatura foi mantida em
120 K. As estruturas cristalinas foram refinadas pelo Prof. Dr. Adailton Joao
Bortoluzzi e resolvidas através de métodos diretos com a utilizagdo do programa
SHELXS97 “® e refinados pelo método dos minimos quadrados com matriz
completa, com a utilizacdo do programa SHELXL97.*° As representacdes graficas

das estruturas moleculares foram geradas utilizando o programa ORTEP.*°
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e Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio RMN H

Os espectros de RMN 'H foram obtidos em um espectrofotdmetro VARIAN
-FT 400 MHz, na Central de Analises do Departamento de Quimica — UFSC. Os
deslocamentos quimicos de hidrogénio foram registrados em ppm utilizando como
referéncia interna tetrametilsilano (TMS, 6 = 0,00 ppm) e agua, cloroférmio e

acetonitrila deuterados como solvente.

e Espectroscopia eletrénica — UV-Vis-NIR

Os espectros eletronicos nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho
proximo foram obtidos em um espectrofotdmetro Perkin-Elmer modelo Lambda-
19, no Laboratorio de Bioinorganica e Cristalografia, Departamento de Quimica —
UFSC. As analises foram realizadas utilizando-se acetonitrila (grau
espectroscopico) e celas de quartzo com capacidade para 4 mL e 1 cm de

caminho optico.

e Eletroquimica

O comportamento redox do complexo 2 foi investigado por voltametria
ciclica em um potenciostato-galvanostato BAS (Bioanalytical Systems, Inc.)
modelo Epsilon, no Laboratorio de Bioinorgénica e Cristalografia, Departamento
de Quimica da UFSC. O experimento foi realizado em solu¢cdo etanol/agua
(70:30) sob atmosfera de argbdnio. Neste experimento, utilizou-se hexafluorfosfato
de tetrabutilamdnio (0,1 mol.L™") como eletrdlito suporte e uma célula eletrolitica
com trés eletrodos: eletrodo de trabalho — carbono; eletrodo auxiliar — platina;
eletrodo de referéncia — Ag/Ag”. Para corregdo do eletrodo de referéncia utilizou-

se hexacianoferrato de sédio como padréo interno. >

e Titulagdo potenciométrica

As constantes de protonacido para os complexos foram determinadas por
titulacdo potenciométrica no Laboratorio de Bioinorgénica e Cristalografia,
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Departamento de Quimica — UFSC. Estes experimentos foram realizados em
solugao etanol/agua (70/30 v/v) devido a baixa solubilidade dos complexos em
agua. Utilizou-se um pHmetro Corning 350 acoplado a um eletrodo de vidro
combinado (Ag/AgCl), calibrado com uma solucdo de HCI (0,010 mol.L™") e uma
solucdo padrdo de KOH (0,100 mol.L™") em agua em uma célula termostatizada a
25,00 = 0,05 °C para leitura direta de pH (p[H] = -log[H+]). As solu¢des foram
preparadas com agua bidestilada previamente (na presenca de KMnQy) e depois
fervida e etanol de grau espectroscépico. As medidas foram realizadas em uma
célula termostatizada a 25,00 £ 0,05 °C contendo uma solu¢do do complexo (0,02
mmol) em 50 mL de solugéo etanol/agua (70/30 v/v) e a forga iGnica ajustada para
0,100 mol.L™" com KCI, sob fluxo de argonio para eliminar a presenga de CO;
atmosférico. As solugdes de complexos tiveram o pH ajustado para proximo de
3,50 pela adicdo de 0,200 mL de HCI 0,16 mol.L™, resultando em um volume final
de 50,2 mL, e foram tituladas com uma solucéo padrdo de KOH 0,100 mol.L™' com
a adicao de aliquotas de 0,05 mL até pH = 9,50 com o auxilio de um pipetador
manual (20-200 plL) Digipete. As adi¢cdes sucessivas de base foram realizadas
apos a obtencdo de valores constantes de pH. O pKw da solugédo etanol/agua
70:30 % V/V contendo 0,100 mol.L™ de KCI utilizado para os calculos, foi 14,72
(2).%° As titulagdes foram realizadas em duplicata e os valores apresentados
referem-se a média dos dois experimentos. As constantes de equilibrio foram
calculadas com o programa BEST7 ©' e os diagramas de distribuicdo das espécies
presentes em solugdo em fungéo do pH foram obtidos com os programas SPE ®le

SPEPLOT °', através de uma colaboragdo com o Prof. Dr. Bruno Szpoganicz.
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e Reatividade

A atividade catalitica dos complexos 1 e 2 foi avaliada através da reacao de
hidrélise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (2,4-bdnpp) *° e do respectivo
monoéster 2,4-dinitrofenil-fosfato (2,4-dnpp), *° o qual foi sintetizado de acordo
com o método descrito por Bunton. Os experimentos cinéticos foram realizados
em duplicata sob condicbes de excesso de substrato monitorando-se
espectrofotometricamente, em um espectrofotdmetro UV-Vis Varian Cary 50 BIO
acoplado a um banho termostatizado. A variagado de absorbancia ocorrida em 400
nm para a reatividade do complexo 1 e 2, foi relacionada a liberagédo do anion 2,4-
dinitrofenolato, como produto da reacdo de hidrélise. A concentracédo de 2,4-
dinitrofenolato formado foi calculada a partir do coeficiente de extingdo molar em
400 nm (g = 12100 L.mol™".cm™) #' previamente determinado na faixa de pH = 5,00
a 9,00. As reacbes foram monitoradas até 5% de conversdao de substrato a
produto e os dados foram tratados pelo método das velocidades iniciais. ® As
velocidades iniciais foram obtidas diretamente do grafico da concentragao de 2,4-
dinitrofenolato versus o tempo.

Os estudos em fung¢ao do pH, os quais visam a obtencdo do pH 6timo de
atividade e pK, cinético para cada complexo, foram realizados em uma faixa de
pH entre 4,00 e 9,00 em condicdes de 100 vezes de excesso do substrato a 25 °C
utilizando cubetas de quartzo e/ou vidro optico com capacidade para 4 mL e
caminho optico de 1 cm, fechadas com tampa de teflon, nas quais foram
adicionados 1500 pL de solugdo aquosa (0,1 mol.L™") do tampao (MES pH 4,00 a
6,50; HEPES pH 7,00 a 8,20; CHES pH 9,00 a 9,50) com forga i6bnica mantida
constante (I = 0,1 mol.L”") com a adigdo de perclorato de litio, 200 uL de uma
solucdo estoque do complexo (6,0 x 10 mol.L™" em acetonitrila), 500 mL de
acetonitrila e para completar o volume final de 3,0 mL da mistura reacional foram
adicionadoss 800 uL de uma solugdo estoque do substrato (1,87 x 102 mol.L”" em
acetonitrila). Portanto, as concentragbes finais utilizadas de complexo e de
substrato foram 4,0 x 10° mol.L™" e 5,0 x 10 mol.L™", respectivamente.

Os experimentos para o estudo do efeito da concentragdo do substrato
foram realizados a 25 °C utilizando tampao MES para pH = 6,50 (complexo 2) e
HEPES para pH = 7,00 (complexo 1). Em um experimento tipico adicionaram-se
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1500 pL de tampao (0,1 mol.L”' em agua), 100 pL de uma solucdo estoque do
complexo (1,2 x 10 mol.L™ em acetonitrila), quantidades entre 100 a 1200 plL
das solucdes estoque de substrato (1,95 x 102 mol.L™" em acetonitrila) e
acetonitrila para completar o volume final de 3000 pL.

A fim de ser avaliada influéncia da concentragdo de ions fosfato (testes de
inibicdo) na reacdo de hidrélise do 2,4-bdnpp, realizou-se um experimento sob
condicdes de aproximadamente 10 vezes de excesso de substrato (4,0 x 10™
mol.L™") em relacdo aos complexos (4,30x10™> mol.L™") estudados, onde na
solugdo de tampéo foi adicionado Na;HPO, ajustados em concentragbes de
1,2.102mol.L™". A reacao foi iniciada com a adicéo de volumes variando de: 0 pL a
150 puL de solugdo tampao com fosfato ([Inibidor] de 0 — 5,95.10™ mol.L™).

O estudo do efeito isotdpico de deutério na hidrdlise do 2,4-bdnpp pelos
complexos 1 e 2 foi realizado pelo acompanhamento de duas reacdes paralelas
onde as solugdes tampdes HEPES pH e pD = 7,00 foram previamente preparadas
em H>O e D,0. As reagdes foram monitoradas, sob condigdes de 100 vezes de
excesso do substrato, em 400 nm para os complexos 1 e 2, respectivamente.

Os experimentos visando o estudo da reagao de hidrélise do monoéster de
fosfato 2,4-dnpp catalisada pelos complexos 1 e 2, foram acompanhados
espectrofotometricamente com a variagao de absorbancia ocorrida em 400 nm,
em um espectrofotdbmetro Perkin EImer — Lambda 19, relacionada a liberagdo do
anion 2 4-dinitrofenolato. As condi¢cdes do sistema de solvente, pH e temperatura
foram idénticas aos experimentos com o diéster 2,4-bdnpp.

Em todos os experimentos cinéticos a correcao da hidrélise espontanea do
substrato foi realizada através da diferenga direta, ou seja, experimentos em
condicdes idénticas exceto pela auséncia do complexo foram acompanhados em
paralelo, e a constante da reacao nao catalisada descontada da constante total da

reagao.
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3.2 SINTESE DO LIGANTE

3.2.1 SINTESE DO 2-[N-BIS-(2-PIRIDILMETIL)AMINOMETIL]-4-METIL-6-N’-[(2-
PIRIDILMETIL)(2- HIDROXIBENZIL)AMINOMETIL]JFENOL — H;bpbpmp

O ligante Hobpbpmp foi preparado e caracterizado conforme descrito por

Karsten e colaboradores * seguindo o esquema demonstrado abaixo:

/ |
\N 1. CH,Cl, / EtsN
2. NaBH4 4. CHyCly / ET3N
NH + CI
3. CH,Cl, / SOCl,
OH o
Z N
‘ bpmamff
N cmff N
bpma I X
a
N
HN
\J
HO
= Z
N N
hbpa
N N
OH OH
NS
/
H,bpbpmp

Figura 7 — Esquema da sintese em etapas do ligante H.bpbpmp.

O ligante foi caracterizado por e ressonancia magnética de Hidrogénio e
espectroscopia no infravermelho, mostradas nas Figura 8 e Figura 9

respectivamente.

IH NMR, 400 MHz - ppm (CDCl3): 2,16 (s, 3 H); 3,77 (s, 2 H); 3,90 (s, 4 H); 4,15
(s, 2 H); 4,29 (s, 2 H); 6,69-6,77 (m, 2 H); 6,91-6,99 (m, 4 H); 7,08 (d, 1 H); 7,17-
7,23 (m, 4 H): 7,36 (d, 2 H); 7,64 (t, 2 H); 8,35 (d, 1 H); 8,65 (d, 2 H), (s, 1 H)
10,91.
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Figura 8 — Espectro de RMN 'H do ligante Hobpbpmp em CD3CN.
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IV (KBr) em cm™: v(C-Har & C-Haif) 3054-2820; v(C=C) 1595-1432; v(C=Np,) 185-
1440; 5 (O-H) 1375, v(C-Ofenol) 1260; & (C-Har) 761.
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Figura 9 — Espectro de Infravermelho do ligante Habpbpmp, em pastilha de KBr.
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3.3 SINTESE DOS COMPLEXOS
3.3.1 SINTESE DO COMPLEXO PERCLORATO DE u - HIDROXIDO-2-[N-BIS
(2-PIRIDILMETIL)  AMINOMETIL]-4-METIL-6-[N"-(2-PIRIDILMETIL)  (2-

HIDROXIBENZIL) AMINOMETILJFENOLATO] ALUMINIO(III) ZINCO(Il) -
[A1Zn (u-OH)(H20)(bpbpmp)].(C104).H.0 (1)

OH | N
N/ 1 - Zn(ClO,),.6H,0
2 - AI(NO3)3.9H,0
N N (NO3)3.9H, N oms
/°\ NG
NN oH SN n\LN“/
| | —
4

3-NaOH - \m X
7N\
Z F / \ H
_ _

O complexo foi preparado de maneira semelhante ao descrito por Neves e

colaboradores. ** Foi preparada uma solugdo metandlica contendo 0,545 g (1,0
mmol, 545,7 g mol'1) do ligante Habpbpmp. A esta solugdo foram adicionados
0,372 g de perclorato de zinco(ll) hexahidratado (1,0 mmol, 372,3 g mol™)
previamente dissolvidos em 50 mL de metanol. Esta solugdo foi mantida sob
agitacdo por 15 min. Entédo foi preparada uma solugdo metandlica de nitrato de
aluminio(lll) nonahidratado contendo 0,375 g (1,0 mmol, 375,1 g mol™) dissolvidos
em 200 mL de metanol. Esta solucdo foi adicionada lentamente por
aproximadamente 20 h, sempre sob agitacdo. Ao término da adigdo manteve-se o
sistema sob agitacdo e leve aquecimento por mais 30 minutos e nenhuma
mudancga foi observada neste intervalo de tempo. Finalmente foram adicionados 3
mL de uma solugédo 1 mol.L™" de hidroxido de sodio, a solugdo permaneceu sob
agitacdo por mais 1 h. E novamente nenhuma mudanga foi observada. Entédo a
solugao foi deixada evaporar a temperatura ambiente obtendo-se 0,450 g (55%)
de um sdlido branco microcristalino. Analise elementar de CHN calculada para
[AIZnC35H41N5010Cl] C, 50,69; H, 5,04; N, 8,69%. Encontrada: C, 48,8; H, 5,55; N,
8,79%. A Figura 10 apresenta o espectro no IV para o complexo 1.

IV (KBr), em cm™: v (OH) 3435; v (C-Ha e C-Hair) 3116-2924; v (C=N e C=C),
1612-1485; v (C-O) 1300; v (CI-O) 1091; & (C-Har) 769.
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Figura 10 — Espectro no Infravermelho do complexo 1, em pastilha de KBr.

3.3.2 SINTESE DO COMPLEXO PERCLORATO DE x - HIDROXIDO-2-[N-BIS
(2-PIRIDILMETIL) AMINOMETIL]-4-METIL-6-[N"-(2-PIRIDILMETIL)  (2-
HIDROXI-BENZIL)AMINOMETIL] FENOLATO] ALUMINIO(IIl) COBRE(lI) -
[AlCu (u-OH)(H20)(bpbpmp)].(ClO4)2.H20 (2)

OH
X
‘ P 1 - CU(CIO 4)5.6H,0
N 2 - Al(NO3)3.9H,0
N N >
3-NaOH
OH
o Y

Z F

O complexo 2 foi preparado de maneira semelhante ao complexo 1. Foi
preparada uma solugdo metandlica contendo 0,545 g (1 mmol, 545,7 g mol™) do
ligante Hobpbpmp. A esta solugdo foram adicionados 0,371 g de perclorato de
cobre(ll) hexahidratado (1,0 mmol, 370,5 g mol™") previamente dissolvidos em 50
mL de metanol. Esta solugdo foi mantida sob agitacdo por 15 minutos. Entao foi
preparada uma solugdo metandlica de nitrato de aluminio(lll) nonahidratado
contendo 0,375 g (1,0 mmol, 375,1 g mol™) dissolvidos em 200 mL de metanol.
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Esta solugao foi adicionada lentamente por aproximadamente 16 h, sob agitagao.
Apos a adicdo foram adicionados 3 equivalentes de NaOH e um equivalente de
NaClO4 a reagao permaneceu sob agitacao e leve aquecimento por 8 h. Houve a
formacdo de um precipitado verde. Este foi entdo filtrado e recristalizado em
acetonitrila obtendo-se 0,40 g (43 %) de um solido verde. Analise elementar de
CHN calculada para [AICu(CssH3sN504)](H20)3(ClO4)2: C, 44,33; H, 4,99; N,
7,60%. Encontrada: C, 45,37; H, 4,79; N, 8,05 %. A Figura 11 apresenta o
espectro no |V para o complexo 2.

IV (KBr), em cm™: v (OH) 3431; v (C-Har e C-Halif) 3089-2922; v (C=N e C=C),
1608-1483; v (C-0) 1290; v (CI-O) 1097; & (C-Har) 767.
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Figura 11 — Espectro no Infravermelho do complexo 2, em pastilha de KBr.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo serdo apresentadas as discussdes relativas a sintese e
caracterizagao do ligante e seus respectivos complexos, bem como os estudos de
reatividade dos mesmos frente a substratos modelos. A Figura 12 contém a
representacdo da estrutura do ligante n&o simétrico binucleante e a Figura 13
contém a representacdo das estruturas dos complexos sintetizados e estudados
no presente trabalho.

Figura 12 — Representag¢ao da estrutura do ligante ndo simétrico H.bpbpmp.

\?}3
% \ AT
74 \ H N

~ (1)

Figura 13 — Representagao das estruturas dos cations complexos 1 e 2.
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4.1 CARACTERIZACAO DO LIGANTE

O ligante Hobpbpmp foi obtido segundo método descrito na literatura *° e
caracterizado por espectroscopia no infravermelho e por ressonancia magnética
nuclear de Hidrogénio, mostrando um grau de pureza adequado para a sintese
dos complexos 1 e 2.

411 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO - IV

O espectro no infravermelho do ligante Habpbpmp esta apresentado na
Figura 9. As principais bandas observadas nos espectros sdo apresentadas na
Tabela 3. Como observado nesta tabela, as bandas referentes as ligagées C=C,
C=N e C-H dos fendis e piridinas, e C-O dos fendis, estdo em concordancxia com
os obtidos na literatura para este ligante.*

Tabela 3 — Bandas observadas no espectro de infravermelho do ligante

Hobpbpmp.
Atribuicdo (cm™)
V(C=C)py, fenol 1595
V(C=N) py 1485-1440
V(C-O) fenoal 1260
3(C-H)py, fenol 761

4.1.2 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE HIDROGENIO - RMN 'H

Os deslocamentos quimicos e a integracdo dos sinais observados nos
espectros de RMN "H permitiram determinar o niimero de prétons presentes em
cada ligante e distinguir entre os atomos de hidrogénio metilicos, metilénicos e
aromaticos. A comparacgao dos espectros obtidos no presente trabalho e o obtido
por Karsten e colaboradores®, permitem confirmar a obtengao dos intermediarios

e do ligante Hobpbpmp com pureza adequada a sintese dos complexos.
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4.2 CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Os complexos 1 e 2 foram caracterizados por analise elementar de CHN,
Espectroscopia no Infravermelho e Eletrbnica, Ressonéncia Paramagnética
Eletrénica, Condutivimetria, Eletroquimica e Titulagdo Potenciométrica. Ambos os
complexos tiveram suas estruturas cristalinas determinadas por Difracdo de Raios
X. Os resultados dessas analises s&o descritos e discutidos a seguir.

4.2.1 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

A espectroscopia no infravermelho € uma técnica bastante utilizada na
caracterizagao inicial dos complexos. A partir dos espectros dos complexos pdde-
se comparar com o espectro obtido para o ligante livre e ficou evidente a
similaridade e algumas diferengas entre ambos indicando a formacgdo dos
complexos. Outras bandas adicionais referentes ao contra-ion, moléculas de agua
coordenadas ou da ponte hidréxido também podem ser observadas. Os espectros
de todos os complexos podem ser encontrados na parte experimental (segéo 3.3).

A Figura 14 mostra uma sobreposicdo dos espectros do ligante e dos
complexos 1 e 2 onde podem ser observadas as principais similaridades e
diferencas entre esses compostos.

O ligante Hobpbpmp apresenta uma banda intensa em 1595 cm™ devido ao
estiramento das ligagcbes C=C e C=N dos anéis aromaticos. Nos complexos essas
bandas sdo observadas com intensidades relativas similares em 1600 e
1612 cm™’, além de uma banda de menor intensidade em 1576 cm™.

A banda de em 1260 cm™ no presente ligante desloca-se para 1298 cm’
nos espectros dos complexos, devido ao estiramento da ligagdo C-Orenol,
indicando a coordenacao dos fendis ao centro metalico.
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Figura 14 - Sobreposicdo dos espectros no infravermelho do ligante Hobpbpmp e
dos complexos 1 e 2.
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Figura 15 — Ampliagao dos espectros no infravermelho para o ligante H2bpbpmp e
para os complexos 1 e 2 na regido entre 600 e 1600 cm™.
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Em 3429 cm™ observa-se a presenga de uma banda intensa e bastante
alargada para os complexos 1 e 2 devido a presenca de moléculas de agua de
cristalizacdo presente em ambos os complexos. E importante observar que o
espectro no infravermelho do complexo 1 € similar ao obtido para o analogo 2,
indicando tratar-se de arranjos estruturais idénticos, exceto pelo Cu" substituindo

0 atomo de Zn" como é visto na estrutura de raios X.

4.2.2 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X

De uma forma geral, os dois complexos apresentam estruturas
heterobinucleares similares, onde cada ion metalico esta alocado em um dos

I"" encontra-

bragos do ligante binucleante Hobpbpmp. Nos dois complexos, o ion A
se na parte dura do ligante Hobpbpmp, e esta coordenado pelo brago tridentado
contendo os nitrogénios aminico e piridinico e um atomo de oxigénio fendlico. Um
oxigénio da ponte u-fenodxido do ligante, um oxigénio da ponte exdégena u-OH e
um ligante hidroxido terminal completam a esfera de coordenag&o octaédrica do
A", Por outro lado, os ions Zn" e Cu" encontram-se na parte macia do ligante
Hobpbpmp e estdo coordenados por um atomo de nitrogénio aminico e por dois
atomos de nitrogénio piridinicos. Completando a esfera de coordenacgédo dos
centros metalicos estdo um atomo de oxigénio da ponte u-fendxido e um atomo
de oxigénio de um grupo hidroxido ponte (u-hidroxido). Os dados cristalograficos

das estruturas para os complexos estdo apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Dados Cristalograficos selecionados para os complexos 1 e 2.

1 2
Massa molar (g.mol™) 819,55 928,15
Temperatura (K) 293(2) 100(2)
Sistema cristalino, Monoclinico, P2;/c  Monoclinico, P2;/c
grupo espacial
a 16.9494(6) A 16,8220(5) A
b 10.2074(4) A 10,1540(3) A
c 23.2821(9) A 22,8207(5) A
a 90° 90°
yij 97.849(3)° 97,432(2)°
y 90° 90°
Volume A3 3990.3(3) 3865,27(18)
Z, Densidade calculada 4,1,538 4, 1,585
glcm®

Dimensdes do cristal (mm)
Reflexdes coletadas
Max, e min, de transmissao
Método de refinamento

0,27 x 0,21 x 0,05
31468
0,9589 e 0,8036
Full-matrix least-
squares on F?

GOOF 1,015
indice R final [I>25(1)] ~ R1=0,0618, wR2 =
0,1570
indices R(todos os dados) R1=0,1046, wR2 =
0,1823
Densidade eletronica 0,453 € -0,810

0,32 x0,23 x0,04
31662
0,9686 e 0,7818
Full-matrix least-
squares on F?

1,042
R1 =0,0548, wR2
=0,1359
R1=0,0815, wR2
=0,1538
0,608 e -1,225

residual A

A estrutura cristalina do complexo 1 foi obtida a partir de monocristais
‘branco-amarelados” enquanto o complexo 2 apresentou-se sob a forma de
monocristais “verde-claro”. Ambos os complexos sédo pertencentes ao sistema
cristalino monoclinico com grupo espacial P21/c.

Para o complexo 1 os dados fornecidos pela resolugdao da estrutura
revelam um arranjo n&do simétrico constituido de um cation complexo
[AI"Zn"(bpbpmp)(u-OH)(OH2)]*", dois anions perclorato como contra-ion e trés
moléculas de &agua de cristalizagdo. Uma representagdo visual do cation
complexo gerada pelo programa ORTEP % ¢ apresentada na Figura 16 sendo
que seus dados cristalograficos bem como principais comprimentos e angulos de
ligacao séo listados nas Tabela 4 e Tabela 5, respectivamente.
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CS3 C52

Figura 16 — Representagdao ORTEP do cation complexo 1.

A coordenacgao do ligante Habpbpmp ao centro trivalente ocorre de maneira
facial. Ao ion Al'"" estdo coordenados os atomos de nitrogénio provenientes da
amina terciaria N1, e da piridina N3, e o atomo de oxigénio O3 proveniente do
grupo fenolato terminal. A coordenagdo N2O4 € completada pelos atomos de
oxigénio provenientes da ponte fenolato (O1), da ponte hidroxido exdgena (02), e
ainda por uma molécula de agua terminal (O1w). Neste arranjo, a ponte fenolato
encontra-se trans ao fenolato terminal, a ponte hidréxido esta trans ao nitrogénio
da amina terciaria, e ainda o ion hidroxido terminal esta trans ao nitrogénio
piridinico.

O centro de Zn" encontra-se pentacoordenado com uma geometria de
bipiramide trigonal distorcida, como determinado usando a equagéao de Addison’

obtendo-se um valor de t igual a 0,66. ®! Nas posicdes axiais estdo os atomos 02,

da ponte hidréxido, e o nitrogénio N2, da amina terciaria. No plano equatorial

TA equacao de Addison estabelece um calculo matematico que possibilita a identificacdo da
geometria de coordenagdo de compostos pentacoordenados (onde B € o maior angulo e a 0
segundo maior angulo).
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estdo coordenados os atomos de nitrogénio piridinico N4 e N5 além do atomo de
oxigénio O1, da ponte fenolato.

No complexo 2 a estrutura cristalina apresentou um arranjo ndo simeétrico
constituido de um cation complexo [Al"'Cu"(bpbpmp)(1-OH)(OH2)1*, dois anions
perclorato como contra-ion e 3 moléculas de agua de cristalizagdo. Uma
representacdo visual do cation complexo gerada pelo programa ORTEP 0 g
apresentada na Figura 17.

O centro metalico de Al"

encontra-se coordenado aos atomos de nitrogénio
piridinico N31 e de nitrogénio N3 da amina terciaria. Fazem parte ainda da esfera
de coordenagdo o atomo de oxigénio O3 pertencente ao fenolato terminal do
ligante e o oxigénio O1w do ion hidroxido exdgeno.

O centro de Cu" esta pentacoordenado com uma geometria de bipiramide
trigonal distorcida, conforme calculado pela equagdo de Addison
(t = 0,62).°" Nas posicdes axiais estdo o oxigénio O2w, da ponte hidréxido, e o
nitrogénio N4, da amina terciaria. No plano equatorial estdo coordenados os
atomos de nitrogénio piridinico N51 e N61 e ainda o atomo de oxigénio O8, da
ponte fenolato. As esferas de coordenacdo dos sitios metalicos sdo completadas
por um ion hidréxido (ligante exdgeno) coordenado sob forma de ponte entre os

centros metalicos Al'"'Cu'".
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Figura 17 — Representagdao ORTEP do cation complexo 2.

O atomo de oxigénio O2w do ion hidroxido ponte esta coordenado ao sitio
Cu1 de maneira trans ao nitrogénio aminico N4, enquanto o nitrogénio N61 do
outro braco piridinico ligado ao centro de Cu" encontra-se coordenado de maneira

" o atomo de

trans ao oxigénio O8 da ponte p-fendxido. Ja no centro de A
oxigénio O2w provenientes da pontes p-hidréoxido esta coordenado de maneira
similar, em posi¢cdo oposta ao atomo de nitrogénio N3 da amina terciaria. O
oxigénio O3 do fenolato terminal esta coordenado de maneira trans ao oxigénio

08 da ponte p-fenoxido.
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Tabela 5 - Principais Distancias (A) e Angulos de ligagéo (°) para os complexos 1 e 2.

AlZn AlCu
Zn — Al 2,0888(12) Cu - Al 2,9764(12)

Zn - 0(2) 1,954(3) Cu — O(2w) 1,924(3)

Zn — N(5) 2,058(4) Cu — N(4) 2,006(3)

Zn — N(4) 2,054(4) Cu — N(61) 2,025(3)

Zn - 0(1) 2,097(3) Cu — N(51) 2,044(3)

Zn — N(2) 2,145(3) Cu - O(8) 2,111(2)

Al —0(2) 1,828(3) Al —O(3) 1,832(3)

Al —O(3) 1,828(3) Al — O(2W) 1,850(3)

Al — O(1) 1,912(3) Al —O(1W) 1,893(5)

Al — O(1W) 1,904(3) Al — O(4) 1,921(4)

Al — N(1) 2,089(4) Al — N(3) 2,086(6)

Al — N(3) 2,054(4) Al — N(31) 2,055(6)
O(2W)-Zn-N(61) 104,0(2) O(2W)-Cu-N(4) 166,96(12)
O(2W)-Zn-N(51) 108,5(2) O(2W)-Cu-N(61) 99,74(12)
N(61)-Zn-N(51) 120,8(2) N(4)-Cu-N(61) 83,66(13)
O(2W)-Zn-O(4) 74,99(18) O(2W)-Cu-N(51) 103,73(12)
N(61)-Zn-O(4) 124,9(2) N(4)-Cu-N(51) 83,14(13)
N(51)-Zn-O(4) 110,8(2) N(61)-Cu-N(51) 129,70(13)
O(2W)-Zn-N(4) 164,32(19) O(2W)-Cu-O(8) 74,78(10)
N(61)-Zn-N(4) 81,4(2) N(4)-Cu-O(8) 92,73(11)
N(51)-Zn-N(4) 80,2(2) N(61)-Cu-O(8) 122,45(11)
O(4)-Zn-N(4) 89,80(18) N(51)-Cu-O(8) 106,49(12)
O(2W)-Al-O(3) 96,4(2) 0(3)-Al-O(2W) 96,23(13)
O(2W)-Al-O(1W) 96,2(2) O(2W)-Al-O(8) 82,29(12)
O(3)-Al-O(1W) 87,5(2) 0(3)-Al-O(1W) 87,88(13)
O(1W)-Al-O(4) 90,2(2) O(2W)-Al-O(1W) 96,23(13)
O(2W)-Al-N(31) 92,8(2) 0(8)-Al-O(1W) 90,65(12)
O(3)-Al-N(31) 88,3(2) 0(3)-Al-N(31) 88,36(13)
O(1W)-Al-N(31) 170,4(2) O(2W)-Al-N(31) 93,29(13)
O(4)-Al-N(31) 94,3(2) O(8)-Al-N(31) 93,36(12)
O(2W)-Al-N(3) 167,6(2) O(1W)-Al-N(31) 170,09(13)
O(3)-Al-N(3) 93,6(2) 0(3)-Al-N(3) 93,89(13)
O(1W)-Al-N(3) 91,4(2) O(2W)-Al-N(3) 167,84(13)
O(4)-Al-N(3) 88,0(2) 0(8)-Al-N(3) 87,78(12)
N(31)-Al-N(3) 80,3(2) O(1W)-Al-N(3) 90,86(13)
Al-O(2W)-Zn (1) 105,0(2) N(31)-Al-N(3) 80,25(12)

O ambiente de coordenagdo do centro Zn" em 1 apresenta um arranjo
N3Oz com comprimento médio de ligacdo (2,060 A), enquanto o centro de Al"
esta inserido em um ambiente do tipo N2Os com uma esfera média de
coordenacgédo de 1,927 A. No complexo 2 os mesmos arranjos de atomos N,O-
doadores s&o observados, onde a esfera de coordenacdo em torno do centro Cu"

possui uma distancia média de 2,022 A, enquanto o centro de Al" possui um
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comprimento médio de coordenacdo de 1,939 A. Esses resultados estdo de
acordo com os respectivos raios idnicos de cada centro metalico.

As estruturas dos complexos 1 e 2, sdo similares as estruturas obtidas para
os complexos analogos de Fe'zn" ® e Fe''Cu" * com o mesmo ligante
Hobpbpmp. Uma vez que ja sdo conhecidos varios complexos heterobinucleares
do tipo M"M" com este ligante, o arranjo estrutural obtido para os complexos 1 e
2, em principio, ja era esperado. 3940414244

O complexo 1 é bastante similar ao analogo de Fe''Zn" (Tabela 6), sendo
que as principais diferengas se encontram nas distancias de ligagc&o relacionadas
ao ion trivalente. A distancia entre os centros metélicos é de 2,988 A no complexo
1 e de 3,040 A no complexo de Fe'"'zn". Uma distancia que também é alterada
significativamente é a distancia M"-O genolato terminal) que no complexo 1, é de 1,828
A e no complexo de Fe"zn" esta distancia é de 1,923 A. No lado do metal
divalente as alteragbes ndo s&o significativas, o que era esperado ja que o ion

Zn" possui a mesma geometria nos dois complexos.

Tabela 6 — Comparagdo entre as distdncias de ligagcdo nas esferas de
coordenacao entre os complexos 1 e 2 e seus analogos FeZn ** e FeCu .

Ligacdo AlZn AlCu FeZn FeCu

M- " 2,988 2,976 3,040 3,040
M"-OFenolato termina 1,828 1,832 1,923 1,920
M"-OFenolato ponte 1,912 1,880 2,026 2,003
M"-Oponte Higraxido 1,828 1,850 1,937 1,942
M"-O4gua Terminal 1,904 1,891 2,055 2,035
M"-Npiridina 2,054 2,054 2,133 2,168
M"-Namina 2,089 2,101 2,176 2,188
M"-OFenolato Ponte 2,097 2,111 2,059 2,087
M"-Oponte Hidrsxido 1,954 1,924 1,966 1,914
M"-Namina 2,145 2,006 2,140 1,999
M"-Npiridina trans a ponte 2,058 2,025 2,065 2,022
M"“Npiridina 2,051 2,044 2,048 2,079

Para o complexo 2 a estrutura também €& semelhante ao analogo de
Fe''Ccu". A distancia entre os centros no complexo 2 é de 2,9764 A, ja esta
distancia no composto Fe"'Cu' é de 3,040 A, que também é encontrada no
composto de Fe"zZn". Assim como no complexo 1 as distancias de ligagdo
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referentes ao metal trivalente também sofreram significativas mudancgas. A ligagéo
M"-O tenotato terminaly NO complexo 2 é de 1,832 A, enquanto no composto de Fe'"'Cu"
esta distancia é de 1,920 A.

Uma mudanga estrutural importante entre os complexos de Al''Cu' e
Fe''Cu" reside no grau de distorcdo da geometria nestes dois compostos. O
complexo de AI"'Cu" o ion Cu" possui uma geometria de bipiramide trigonal (t =
0,62), e o complexo de Fe"'Cu" possui a mesma geometria, porém com valor de <
tendendo mais para a geometria de bipiramide trigonal (t = 0,72). Esta mudanga
se deve provavelmente ao raio idnico do ion Al" (0,535 A ) *2 que é menor que o
raio idnico do ion Fe" (0,645 A), fazendo com que o atomo do oxigénio da ponte

u-fenéxido fique mais proximo do jon Al"

aumentando entdo o grau de distorgéo
no centro de Cu". Logo todas as distancias encontradas no metal trivalente nos
compostos 1 e 2 devem ser menores se comparadas aos analogos de Fe''zn'" e

Fe''cu'.

4.2.3 CONDUTIVIDADE

As medidas de condutividade molar para os complexos 1 e 2 foram
efetuadas em solugdes recém preparadas em acetonitrila com concentragdes 1,0
x 10° mol.L™ a 25 °C. Os resultados de condutividade molar (Ay) e as atribuicdes
dos tipos de eletrdlitos para os complexos 1 e 2 sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados da condutimetria para os complexos 1 e 2.

Complexo Awm (Q.mol™”.cm?) Tipo de Eletrdlito
1 213 2:1
2 222 2:1

" valores de condutividade molar na faixa de 120-160

Segundo Geary, *
Q.mol™".cm? sdo tipicos de solugdes de eletrdlito 1:1 em acetonitrila a 25 °C e

valores de condutividade entre 220-260 Q.mol'.cm? sdo encontrados em
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eletrdlitos divalentes em concentragdo 1,0 x 10° mol.L™". Portanto pode-se afirmar
que os compostos 1 e 2 apresentam cation de carga +2, o que esta de acordo

com os resultados obtidos por difratometria de Raios x.

4.2.4 ESPECTROSCOPIA ELETRONICA

O complexo 1 nao apresenta transi¢des eletronicas do tipo d-d na faixa do

e Zn" possuem configuracées d° e d*°

espectro visivel uma vez que os ions Al
respectivamente, portanto apenas o complexo AICu teve suas propriedades
espectroscopicas estudadas.

Complexos de Cu" possuem propriedades eletrdnicas fortemente
dependentes de sua estrutura. Uma vez que em complexos formados por ions
Cu", o metal apresenta um sistema eletrdnico sistema d°, os mesmos podem
sofrer distorgdes significativas em sua geometria visando a diminui¢do da energia
do sistema. "** Complexos de Cu" em um ambiente octaédrico normalmente
apresentam estereoquimicas altamente distorcidas, sendo a mais comum o
alongamento tetragonal do eixo z, conhecida como efeito Jahn-Teller. *

Nesses casos, 0s espectros eletrdbnicos podem apresentar até trés
transigbes, as quais podem estar encobertas em uma banda unica e alargada na

regido entre 600 e 700 nm. *°

— dx?y? — dZ
. dx2_y2 Yy
/—<::’
/’/ s de d 2
R z — dx2y?
— — dxy dxy
. B dxy
e —— dyz
dxz —dyz —_ dyz
- dxz - dxz
Oh Oh C4V Dsh
Octaédrico Octaédrico  Piramide de Bipiramide
distorcido Base Quadrada Trigonal

Figura 18 - Diagrama de desdobramento dos niveis de energia dos orbitais d em

diferentes simetrias.
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Em complexos de Cu" pentacoordenados normalmente sdo encontrados
em dois tipos de geometrias para o ion Cu": A piramidal de base quadrada e
bipiramide trigonal. Os espectros eletrénicos de complexos de cobre com
geometrias piramidais de base quadrada apresentam tipicamente uma banda
de absor¢do e um ombro em regides de maior energia. Ja os espectros de
complexos bipiramides trigonais apresentam geralmente duas bandas, um
menos intensa e uma outra mais intensa em regides de maior energia em relagéo
a anterior. ** Logo, o espectro eletrdnico para complexos de Cu" podem trazer
informacgdes significativas a respeito da geometria adotada pelo ion metalico.

Os espectros de absor¢cdo do complexo 2 foram avaliados na regido entre
300 e 980 nm, utilizando-se acetonitrila e agua como solventes e sé&o
apresentados na Figura 19. Em solugcdo de acetonitrila foram observadas trés
bandas: uma em 394 nm (e = 302 mol'.L.cm™), atribuida a uma transferéncia de
carga (TCLM) do tipo Ofenolato IDante-Cu”, além de duas bandas alargadas em 690
(ombro) e 820 nm (¢ = 313 mol™”.L.cm™) que foram atribuidas como transicées d-d
do ion Cu".

Foram realizados ainda experimentos com a adicdo de 2 equivalentes de
NaOH e também de HCIO4 a solugdo do complexo (Figura 19). Com a adigéo de
base a solugcdo adquire rapidamente uma coloragdo marrom e o espectro
observado para esta espécie apresenta uma banda em 441 nm (e =995 mol
'L.cm™) e as duas bandas antes existentes na regido entre 650 e 850 nm se
sobrepdéem formando apenas uma banda alargada com Amsx em 804 nm. Esta
banda em 441 nm pode ser atribuida a uma transferéncia de carga do tipo
Ohidrexido = Cu" (TCLM) pela coordenagao de um ion hidréxido ao centro de Cu".

Quando foram adicionados 2 equivalentes de HCIO4 e a solugao tornou-se
azul imediatamente. O espectro eletrénico obtido apresentou apenas uma banda
em 652 nm (¢=139 mol'.L.cm™). Nenhuma atribuigdo pode ser feita a esta
especie, o mais provavel é que com a adicdo do acido o complexo se

decomponha e a absorcéo observada se deva ao ion Cu' livre.
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Figura 19 — Espectro Eletrénico do complexo 2 em acetonitrila: (a) Complexo 2;
(b) Ap6s adicdo 2 equivalentes de NaOH; (c) Apos adicdo 2 equivalentes de
HCIO4 — Concentragao [2] = 7,5 x 10“ mol L™.

Sabendo que complexos de Cu' possuem um espectro eletrdnico
fortemente dependente de sua estrutura foram medidos espectros Uv-vis do
composto 2 em varios solvente e no estado sdlido também. ** N&o foram
observadas grandes mudancgas no espectro eletrébnico com a variagdo do solvente
ou no estado sdlido. Isto indica que o complexo deve manter sua estrutura em
solugdo, porém a maior mudanga observada ocorre quando foi adicionado agua
ao sistema, como demonstrado no espectro (e) Figura 20, a banda em 820 nm
sofre um alargamento indicando uma interagdo de uma molécula de agua ao

centro metalico.



57

0,60 -

0,45 -

@

Abs

0,30 —
(b)

(c)
0,15 (d)

0,00 — , i .
300 450 600 750 900
A (nm)

Figura 20 - Espectro Eletronico do complexo 2: (a) Solido; (b) Acetonitrila; (c)
Acetona; (d) Metanol; (e) Metanol/agua — Concentragao [2] = 7,5 x 10 mol.L™.

4.2.5 ELETROQUIMICA

O comportamento redox do complexo 2 foi avaliado através de voltametria
ciclica em solugéo etanol/agua (70/30). Os potenciais redox foram referenciados
ao eletrodo normal de hidrogénio (ENH) através do padrdo interno
hexacianoferrato de sédio (Ey, = 360 mV vs ENH).? A Tabela 8 (abaixo) apresenta
um resumo dos potenciais obtidos para os processos redox no complexo 2.

Tabela 8 - Valores de Potencial de meia onda (E12) em varias velocidades de

varredura para o complexo 2.

Velocidade de E+w (mV) vs. ENH
varredura W | AE (mV)
4 Par Redox Cu'/Cu
(mV.s™)
250 -293,3 98
500 -297,3 147
750 -302,5 170

1000 -313,3 184
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Reagbes de transferéncia de elétrons envolvem uma reorganizagao interna
do metal. Estas modificacbes se devem a mudancas internas nos comprimentos e
angulos de ligagdo, bem como na configuracdo dos orbitais e na densidade
eletrbnica em torno do centro metalico e ainda na reorganizagao esfera externa,
onde se encontram as moléculas de solvente devido a alteragcdes de dipolo das
espécies redox. %’

Complexos de Cu" (sistema d°) tendem a adotar uma configuracdo de
hexacoordenagdo (geometria octaédrica distorcida) ou pentacoordenagdo
(geometrias piramidal quadrada ou bipirdmide trigonal). Entretanto sistemas de
Cu', que é um sistema d'°, tendem a adotar geometrias do tipo tetraédricas. " A
Figura 21 ilustra a transferéncia de elétrons em um sistema Cu(ll/l) onde é notavel
a perda de dois ligantes e a torgdo sofrida pelas ligagbes restantes. Este
fendbmeno explica porque uma grande parte das reacgdes redox envolvendo

complexos de Cu'' ndo possuem processos reversiveis.

y 2

~

Figura 21 - Mudanga na configuragdo estrutural que ocorrem em reagdes de
transferéncia de elétron em sistemas do tipo Cu'/Cul.

O voltamograma ciclico do complexo 2 mostra apenas uma onda quasi-
reversivel em Eqz = -300 mV vs. ENH (para 250 mV.s™"), correspondendo ao
processo redox Cu'/Cu'. A fim de estudar o comportamento da transferéncia do
elétron neste complexo foi entdo realizado um experimento variando a velocidade
de varredura na voltametria ciclica. Foi observado um deslocamento anddico do
pico de redugado, de -293,1 a -313,3 mV, (Figura 22) indicando uma maior

dificuldade no processo de reducédo do Cu'a Cu'.
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Figura 22 — Voltamograma ciclico do complexo AICu no sistema etanol/agua
(70/30 % v/v) — Eletrodo de trabalho: Carbono — Eletrodo Referéncia: Ag/Ag” —

Eletrodo Auxiliar: Platina — Varredura: 250, 500, 750, 1000 mV.s™". O par redox
[Fe(CN)e]*/ [Fe(CN)g]* foi usado como padro interno.

A reacdo de transferéncia de elétron neste complexo se mostrou
dependente da velocidade de varredura. Como pode ser observado na Tabela 8 o
aumento da velocidade aumenta o carater irreversivel da onda de oxidagao ja que
o valor de AE, aumenta. Este comportamento observado era esperado, visto que
o complexo 2 possui uma estrutura rigida. Isto deve dificultar a mudanca
estrutural durante a reducéo de centro de Cu" & Cu' resultando em um processo

quasi-reversivel. °"®

4.2.6 RESSONANCIA PARAMAGNETICA ELETRONICA - RPE

A espectroscopia de RPE aplicada a compostos de Cu'" podem fornecer
informacgdes referentes ao estado de oxidagéo, natureza dos ligante e ainda da
geometria do composto. O cobre (**Cu ou ®°Cu) tem um valor de spin nuclear (1)
igual a 3/2, o que da origem ao desdobramento hiperfino, entre o elétron
desemparelhado e o préprio nucleo. Esta interacdo ira resultar em 21 + 1 linhas,

de aproximadamente iguais intensidades e espagamento. Assim, um espectro de
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RPE para complexos de Cu'" apresenta quatro linhas largas. Em alguns casos os
elétrons d do ion metalico podem estar deslocalizados sobre os ligantes, deste
modo se os atomos dos ligantes possuirem spin nuclear diferente de zero, entéo
pode-se esperar por padrées de desdobramento super-hiperfino sobrepostos a
estas linhas.

O fator g (constante de Landé) caracteriza o ambiente no qual o centro
paramagnético esta inserido. Um mesmo centro paramagnético pode apresentar
diferentes valores de g, dependendo dos ligantes envolvidos com este centro e da
simetria do complexo. O fator g € a “impresséao digital” do centro paramagnético e
de seu ambiente quimico. Ele independe da banda de frequéncia de microondas
na qual é realizado o experimento.

O espectro de RPE ¢é obtido mantendo-se a frequéncia na regido de
microondas fixa, e varia-se a forga do campo magnético aplicado. Os espectros
sdo usualmente apresentados como primeira derivada, ja que as curvas de

absorgao dos picos de RPE s&o muito largas.

@)
(b)

— T T T | L I B R
2,7 2,6 25 2,4 2,3 22 2,1 2,0 1,9

Fator g

Figura 23 — Espectro de RPE na Banda X em solugdo de acetona para o
complexo 2: (a) Experimental; (b) Simulado.

O espectro de RPE para o complexo 2 em solugédo de acetona(Figura 23),
apresentou quatro linhas caracteristicas de Cu®* (I= 3/2), resultante da interac&o
hiperfina entre o spin eletrénico e o spin nuclear do centro metalico. E observado
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entdo um espectro rombico, com gx=gy=gz e AxzAy=Az onde a partir do espectro
simulado obtiveram-se os valores gx = 2,1240, gy = 2,1465, gz = 2,2400. Os
valores de largura de linha sdo Ax = 35,00, Ay = 37,00 e Az = 93,00x10™ G.
Conforme reportado por Bencini e colaboradores®, para complexos de Cu"
pentacoordenados e com geometrias altamente distorcidas, sdo caracterizados
por espectros rémbicos e com todos valores de A mensuraveis. Logo o espectro
de EPR esta em concordancia com a estrutura cristalina do complexo 2,

conforme observado pelo valor de t calculado de 0,62.

4.2.7 TITULACAO POTENCIOMETRICA

Uma vez que os complexos 1 e 2 ndo sdo solluveis em meio aquoso 0s
estudos de titulacdo potenciométrica foram realizados em solugédo de etanol/agua
(70/30 vlv). Estes experimentos foram realizados para avaliar a presenca de
moléculas de agua coordenadas aos centros metalicos, quando os complexos se
encontram em solugdo. Esta proposta € bem coerente, uma vez que na estrutura
obtida via difratometria de Raios X dos complexos ja se encontram coordenados

" um ion hidroxido.

no centro de Al
Devido a problemas experimentais durante a titulagcdo do composto 1 néo
foi possivel obter os valores de pK; para o mesmo, uma vez que durante a
titulacdo o complexo precipitou impedindo o final da titulacéo.
O resultado obtido para o composto 2 mostrou a neutralizagdo de 3 mols
de KOH por mol de complexo na regido de pH entre 3,50 e 9,50. O tratamento
destes dados levou a obtencdo de trés constantes de desprotonacgéo, cujos

valores sao apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de pKa correspondentes a desprotonacdo de moléculas de

agua coordenas aos complexos

Complexo pKa 1 pKa 2 pKa 3 Referéncia
2 2,71 4,31 8,01 -
FeZn-OH 3,01 4,66 8,25 40

GaCu-OH 3,18 5,01 7,58 71
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A primeira constante, ou pKa, pode ser atribuido a formacdo de uma
espécie contendo uma ponte do tipo hidroxido entre os centros metalicos. A
segunda constante & atribuida a uma desprotonagdo de uma molécula de agua

coordenada ao centro de Al"

. A terceira constante ¢é atribuida a desprotonacéao de
uma molécula de agua coordenada ao centro de Ccu". Uma proposta para os
equilibrios observados em solugao pode ser vista na Figura 24 e os graficos de

distribuicdo das espécies podem ser vistos na Figura 25.

Figura 24 - Proposta para os equilibrios observados para o complexo 2 em

solucéo.

100 H

80

60

pKa3

% Espécies

40

20
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pH
Figura 25 — Grafico de distribuicdo de espécies em fungdo do pH para o

complexo 2.

Os valores de pKa1 e pKa2 do composto 2 sdo menores se comparados ao

composto Fe''Zn". Este resultado ja era esperado, ja que o ion Al"

possui um
carater acido mais forte em relagdo ao ion Fe". O mesmo pode ser dito em
relagdo ao composto de Ga'"'Cu" que possui valores de pKal e pKs2 mais
elevados. Isto indica que o efeito predominante sobre estes valores de pKj,

realmente é acidez de Lewis do metal trivalente.
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O valor de pK,3 encontrado para o composto 2 também pode ser
relacionando com as propriedades acido-base dos ions Cu" e Zn", ja que o ion
cobre é levemente mais acido que o ion zinco. Desta forma como era esperado, o
valor encontrado para o pKs3 no composto de Fe"zZn" ¢ um pouco maior se
comparado ao composto de Al''Cu". E importante citar que esta comparacdo sé
pode ser feita pois, nestes compostos, ndo existe nenhum tipo de acoplamento
entre os centros metalicos. Ndo foram feitas comparagdes com o complexo
Fe''cu" * ja que as atribuicdes para as suas constantes de desprotonacido sdo
diferentes das apresentadas para os complexos Fe"zn" e Al""Cu" devido ao fato

de ser proposto que o mesmo permaneca pentacoordenado em solucdo.*

4.3 REATIVIDADE

A atividade catalitica dos complexos 1 e 2 na hidrdlise de ésteres de fosfato
ativado foi avaliada na reacdo de hidrdlise do substrato bis-(2,4-dinitrofenil )fosfato
(2,4-bdnpp), sob condigdes de excesso de substrato a 25 C, conforme ilustrado na
Figura 26. Para obtengdo dos parémetros cinéticos utilizou-se o método das

velocidades iniciais, ©

onde as reagbes foram monitoradas por método
espectrofotométrico durante 3 a 5 % da conversao de substrato modelo a produto
através do incremento da absorvancia em 400 nm *"® devido a liberacdo de

2,4-dinitrofenolato como produto.

o
O5N NO,
NO, o NO,
” Catalisador
P + Produtos
F)"""l/O
O,N o
o
NO,
(A =400 nm)

Figura 26. Reacado de hidrolise do substrato modelo (2,4-bdnpp) catalisada pelos
complexos 1 e 2 levavando a formagao do cromoforo 2,4-dinitrofenolato e outros

produtos de reacéo.
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Considerando os modelos mecanisticos propostos na literatura para

reacdes de hidrolise 362

existem alguns pré-requisitos estabelecidos para que
complexos metalicos sejam considerados hidrolases sintéticas. Estes compostos
modelos devem ser capazes de fornecer um sitio labil para coordenar o substrato
de forma adequada além de possuirem grupo nucleofilico em um sitio adjacente
para promover o ataque intramolecular em um pH préximo da neutralidade e

dessa forma liberar os produtos a uma velocidade razoavel.

4.3.1 ESTUDO DA INFLUENCIA DO PH NA HIDROLISE DO 2,4-BDNPP

Foram realizados estudos do efeito do pH sobre a atividade catalitica dos
complexos na reagao de hidrolise, visando a determinagdo do pH de atividade
maxima na hidrélise do 2,4-bdnpp, promovida pelos complexos 1 e 2. A
concentragédo hidrogenionica demonstrou ter uma forte influéncia na atividade dos
complexos frente a hidrélise do 2,4-bdnpp.

O perfil dos graficos das velocidades iniciais (Vo) versus o pH para o
complexo 1 apresenta um formato de sino irregular. Ja o complexo 2 tem formato
de sino alargado, conforme apresentado na Figura 27. Os valores dos pKj
cinéticos sdo determinados na inflexdo das curvas para cada metade do sino,
através do ajuste sigmoidal dos dados. Os valores encontrados estéo
sumarizados na Tabela 10.
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Figura 27 - Dependéncia de Vj vs pH para as reag¢des de hidrolise do 2,4-bdnpp
catalisadas pelos complexos 1 e 2 a 25°C sob as seguintes condigdes: solugdo
CH3CN/H20 1:1; [complexo] = 5,2x10° mol.L™"; [2,4-bdnpp] = 5,0x10° mol.L™;
[tampdes] = 0,05 mol.L™' (MES, HEPES, CHES); | = 0,05 mol.L™" (LiCIOs,).

Os perfis de pseudo-sino obtido através do estudo da variacdo do pH
contribuem reforgando a atribuicdo das desprotonagdes de duas moléculas de
agua, sendo uma coordenada ao centro de Al" e outra ao centro de Zn" ou Cu'".
Assim, fica evidenciado que a desprotonagdo da molécula de agua coordenada
ao centro de Al"' em ambos os complexos deva ocorrer para gerar a espécie
cataliticamente ativa, {(HO)AI"(u-OH)M"(OH,)}.

Tabela 10 - Valores de pK, cinéticos e pKa potenciométricos para os complexos 1
e 2.

. Cinéticos Potenciométricos
Complexos  pH Otimo
pK1 pK2 pK1 pK2
7,0 5,14 - - -
2 6,5 4,82 8,23 4,31 8,01
FezZn-OH* 6,5 5,10 8,10 4,81 8,30

GaCu-OH"’ 7.0 5,00 7,80 5,01 7,58
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Os valores de pK, obtidos via medidas potenciométricas , para o complexo
2, e os pKj cinéticos estdo em concordancia, ainda que tenham sido obtidos em
meios diferentes. Esta concordancia dos valores de pKa vém sendo observada
em compostos heterobinucleares com o ligante Hbpbpmp e outros ligantes

semelhantes ja descritos por Neves e colaboradores. 3406342

4.3.2 EFEITO DA CONCENTRACAO DO SUBSTRATO NA REACAO DE
HIDROLISE DO 2,4-BDNPP.

A avaliacdo da dependéncia da concentracdo do substrato, sobre a
velocidade da reacgéo de hidrolise do mesmo, promovida pelos complexos 1 e 2
foi investigada em pH 7 e pH 6,5 respectivamente, uma vez que estes valores
determinados como pH 6timo de atividade, descritos na se¢do anterior. Nesses
experimentos pdde-se observar que ha uma dependéncia linear da velocidade a
baixas concentracées de substrato (dependéncia de 12 ordem), porém, com o
aumento da concentracdo de 2,4-bdnpp ocorre um desvio da linearidade
tendendo a uma curva de saturagdo (ordem zero). Esta dependéncia das
velocidades iniciais em fungdo da concentracdo do substrato sugere que a reagéo
de hidrdlise ocorre com a formacdo de um intermediario complexo-substrato,
conforme o modelo de Michaelis-Menten. %

Desta forma, péde ser aplicado o modelo de cinética enzimatica para os
dois sistemas de maneira que os dados foram ajustados através da equacéao de
Michaelis-Menten (Equacdo 1) usando um método nao linear, o qual forneceu
dados necessarios para o calculo dos parametros cinéticos dos complexos
estudados. A dependéncia da velocidade da reacdo de hidrélise com a
concentragédo do substrato catalisada pelos complexos 1 e 2 é mostrada na Figura
28 e os valores obtidos pelos métodos das velocidades iniciais estdo sumarizados
na Tabela 11.



67

Equacao 1 — Equacao de Michaelis-Menten.

Tabela 11 - Parédmetros cinéticos para a reacdo de hidrolise do 2,4-bdnpp,
catalisada pelos complexos 1 e 2.

VMéx KM kcat E= kcat/ KM KAssoc
Complexo f = Keat/Knc
(mol.L's™)  (mol.L™") (s (mol".Ls")  (mol™.L)
1 1,70x10° 0,023  4,09x10* 0,017 426 2506
2 4,38x10° 0,031 8,34x10* 0,026 32,3 4633
5.0x10°4 1
P
,/.
4.0x10° o g
,/'/.//
£ 3.0x10° ’
E - s
g 2.0x10° g
>° . /
1.0x107
0.0 4
O.(;OO ' 0.602 ' 0.604 ' 0.(;06 ' 0.(;08 ' 0.010

[bdnpp] (mol L™)
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Figura 28 - Dependéncia da velocidade de reacdo de hidrolise com a
concentragdo do substrato para o complexo 1 e 2. Condigdes: solugao
CH3CN/H20 1:1; [complexo] = 4,3x10° mol.L™"; [bdnpp] = 2,0 & 10,0x10 mol.L™;
[tamp&o] = 0,05 mol.L”" (MES pH 6,5, HEPES pH 7,0); | = 0,05 mol.L™”" (LiCIO4) a
25°C.

Ao analisar os dados cinéticos obtidos pdde-se observar que os complexos
1 e 2 estudados apresentaram uma aceleragdo de 2,5 e 4,6 mil vezes,
respectivamente frente a reac&o de hidrolise ndo catalisada do substrato modelo
(knc = 1,8x107 s a 25°C). *° O complexo 2 apresenta uma constante catalitica
ket = 8,34.10* s, sendo praticamente duas vezes maior se comparado a
constante do complexo 1 (keat = 4,09.10™ s7), o que reflete a maior eficiéncia do
composto 2 na conversdo de reagentes a produtos. Esta maior reatividade do
complexo 2 pode estar ligada a maior labilidade do ion Cu" se comparado ao ion
Zn", ja que o fon Cu" possui uma constante de auto-troca de ligante cerca de 100
vezes maior que o ion Zn" (Tabela 12).

Dentre uma série de compostos Fe''"M" que foram estudados frente a
hidrélise de ésteres de fosfato (onde o M"=Co ®, Ni*", Cu* ,Mn* e zZn %) o
complexo Co-substituido demonstrou ser o composto mais ativo. Neste sentido
fica claro entdo o papel da substituicdo do ion metalico divalente, pois a variagao
deste acarretou significativas diferencas de atividade hidrolitica. Entretanto um
fato inesperado é que o ion Co" ndo possui a maior constante de auto-troca de

ligante (Tabela 12) entre estes metais estudados. Logo outros fatores devem
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estar envolvidos, como por exemplo, a constante de associagdo do sistema

complexo-substrato e a for¢ga do nucledfilo gerado no metal trivalente.

Tabela 12 — Valores de constante de auto-troca de agua da primeira esfera de

coordenac&o para os ions metalicos.*

fon Ki(s™ fon Ki(s™
Al”* 1 Ga™* 4x10°
cu® 1x10° Mn?* 2x107
Co* 3x10° Ni%* 4x10*
Fe®* 2x10? Zn?* 2x107
Fe? 4x10°

De maneira semelhante buscando entender o papel do metal trivalente na
reacdo de hidrolise de ésteres de fosfato promovida pelas PAPs, Merkx e
colaboradores * publicaram um estudo detalhado com PAPs substituidas, no qual
as enzimas do tipo M"Zn"-bsPAP (onde M" = Al, Fé, Ga e In) foram obtidas. As
enzimas Fe'Zn" e Ga"'zn" substituidas apresentaram valores de ke de 3000 s™,
enquanto a enzima Al"Zn" apresentou um valor de ket de 2000 s e a In"'Zn" foi
inativa. Conforme descrito por Merkx, este resultado era inesperado, uma vez que

o ion AI"

€ tido como um metal ineficiente em reagdes de hidrélise devido a sua
baixa labilidade para a troca de ligantes. A principal explicacdo para este
resultado seria que a etapa determinante da reacdo n&o ocorre via uma etapa
onde ocorra troca de ligantes no metal trivalente.

Um resultado interessante observado € que nos compostos modelo esse
comportamento também é reproduzido. Pois o composto Al"Zn" possui uma
reatividade de 45% em relacdo ao analogo de Fe'"'Zn". Na enzima esta relagao é
de 65% da Al"Zn'-bsPAP se comparada a FeZn-bsPAP, porém os efeitos

I I"" devem ser os mesmos. Esta

causados pela substituicdo do ion Fe" por A
diminuicdo na atividade do composto Al"Zn" se deve provavelmente a formagao
do ion hidroxido terminal em pH mais baixo o que o torna um nucledfilo mais

fraco.
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Uma comparacgéo é feita na Tabela 13 em relagdo aos parametros cinéticos
entre os compostos 1, 2 e os compostos [Fe"Zn"(u-OH)(bpbpmp)], [Fe"'Cu'(u-

OH)(bpbpmp)] e [Ga"Cu'(u-OH)(bpbpmp)]. Uma tendéncia é observada para
estes compostos assim como acorre nos complexos de Fe''zn" e Fe''Cu", o
complexo de AI"Cu" possui uma atividade aproximadamente duas vezes maior
que o complexo de Al"Zn". Para os analogos de FeZn e FeCu, a maior atividade
da espécie FeCu ¢ atribuida ao acoplamento antiferromagnético entre os fons Fe'"
e Cu" (-30 cm™) e o nucledfilo proposto é a ponte hidréxido/dxido, uma vez que o

" se encontra pentacoordenado (confirmado por dados de EXAFS).%

ion Fe

Porém os complexos de aluminio nao possuem acoplamento entre os
centros metalicos. Logo, esta diferengca entre a atividade entre os complexos
Al"zn" e Al"Cu" deve ser influenciada pelos ions zZn" e Cu'". Porém, para uma

discussao mais aprofundada, ainda serdo necessarios outros experimentos.

Tabela 13 — Comparacao entre os Parametros Cinéticos dos complexos 1 e 2
com os complexos [FeZn(u-OH)(bpbpmp)], [FeCu(u-OH)(bpbpmp)] e [GaCu(u-
OH)(bpbpmp)].

AlZn AICu FeZn FeCu GaCu
Vmax (mol.L's™)  1,7x10®  4,38x10®  3,50x10°  7,68x10°  3,98x10®
K (mol.L™") 0,023 0,031 0,0042 0,0085 0,0056
Keat (s™) 4,09x10*  8,34x10*  9,13x10*  1,90x10°  7,16x10™
Kassoc (mol™.L) 42,6 32,3 238 117 64
f 2506 4633 4800 10100 4700

O acompanhamento da reagao estequiométrica (1:1) entre os complexos 1
e 2 e o substrato 2,4-bdnpp, foi realizado buscando avaliar se 0 monoéster 2,4-
dinitrofenilfosfato  (2,4-dnpp) também estaria sendo hidrolisado a 2,4-
dinitrofenolato (2,4-dnp) e fosfato inorganico (Pi). Através deste experimento
observou-se que para ambos os complexos apdés um periodo de 25 horas, a
50°C, menos de um equivalente de 2,4-dnp foi liberado. Este resultado reflete os
baixos valores de Kassoc €ncontrados para os complexos 1 e 2 demonstrando que
os complexos n&o possuem uma grande afinidade pelo substrato, e desta
maneira apenas o diéster deve ser hidrolisado.
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Para verificar se os complexos em estudo apresentam um ciclo catalitico,
realizou-se um experimento com uma estequiometria (50:1) entre o substrato
modelo 2,4-bdnpp (4,0.10° mol.L™"), e os complexos 1 e 2 (8,0x10° mol.L™"). O
experimento (Figura 43) foi monitorado espectrofotometricamente (445 nm; € =
3600 L.mol™".cm™), a pH 7,00 com temperatura constante (25 °C). Dessa forma,
observou-se que em 80 min os complexos 1 e 2 foram capazes de hidrolisar uma
molécula de substrato.

Com o intuito de avaliar a origem do ataque nucleofilico ao atomo de
fésforo, se este ocorre via catalise basica geral ou é promovido via ataque
intramolecular do grupo Al-OH, realizou-se um experimento de efeito isotdpico de
deutério sobre a velocidade de hidrdlise do 2,4-bdnpp pelos complexos 1 e 2. De

7 caso a razdo entre as constantes de

acordo com Deal e colaboradores,
velocidades de duas reacdes de hidrédlise do 2,4-bdnpp, sob as mesmas
condigdes realizadas em H>O e D2O (kw/kp), estiver entre 0,80 e 1,50 indica que
nao ha transferéncia de proton envolvida na etapa determinante da reacéo,
sugerindo um ataque nucleofilico intramolecular. Os valores encontrados para a
razao ku/kp para os complexos 1 e 2 foram 1,02 e 1,07, respectivamente. Isto
indica que a reacgao de hidrdlise, catalisada por estes complexos, ocorre atraveés
de um mecanismo intramolecular no qual um ion hidréxido presente no complexo

promove o ataque nucleofilico ao atomo de fosforo.

4.3.3 EFEITO DA COMPOSICAO DOS SOLVENTES NA REATIVIDADE

Em todos os experimentos cinéticos de variacdo da concentracido de
substrato as concentragbes de substrato ficaram abaixo da constante de
Michaelis-Menten (Ky), devido a limitacdo da solubilidade do substrato em
acetonitrila. Desta forma foram feitos experimentos visando atingir uma
concentragdo de substrato maior ou igual ao valor de Ky aumentando a

quantidade de CH3CN nos estudos cinéticos de variacdo do substrato.



6,0x10°

5,0x10°

4,0x10°

3,0x10°

(moI.L’1s’1)

2,0x10°

o

\Y

1,0x10°

0,0 /

40
50
60
70

T
0,000

T T T
0,002 0,004

[odnpp] mol.L™

T
0,006

T
0,008

72

Figura 29 — Efeito da concentragdo do substrato em diferentes sistemas de

solventes para o complexo 1 — Condi¢des idénticas ao sistema CH3;CN:H,O

(50:50).

Tabela 14 — Parémetros cinéticos obtidos com a variagdo da porcentagem de

acetonitrila nos experimentos de estudo da

do 2,4-bdnpp pelo complexo 1.

variagdo da concentragéo

% Acetonitrila

40 50 60 70
Vmax (mol.L”'s™) 1,59x10°° 1,78x10° 8,72x10™ 9,13x10™
Kwm (mol.L™") 0,0159 0,023 0,0071 0,0051
Keat (s 4,46x10™ 4,09x10™ 2,17x10* 2,24x10*
Kassos (mol™.L) 62,3 42,6 140,8 196, 1




73

Conforme demonstrado na Figura 29 e na Tabela 14 observa-se que o
aumento da quantidade de acetonitrila no sistema aumenta a afinidade do
complexo pelo substrato, refletido nos valores obtidos de Kassoc. AO mMmesmo
tempo, os valores de kgt diminuem e a eficiéncia catalitica € mantida
aproximadamente constante (0,03-0,04 M's™). Isto se deve provavelmente ao
fato de que uma maior quantidade acetonitrila no meio reacional deve contribuir
para que aumente a labilidade do metal divalente (conforme dados de
escpectroscopia Uv-vis) facilitando a entrada do substrato.

A fim de se estabelecer uma relagcdo deste comportamento aqui observado
com o complexo analogo de Fe"zn", foi realizado um experimento de efeito de
substrato para a hidrdlise do diéster 2,4-bdnpp na relacdo 70:30
(acetonitrila/agua). Os dados obtidos s&do semelhantes aos encontrados para os
complexos 1 e 2. O valor de Kassoc para o complexo Fe''zn" passa de 238 mol™'.L
no sistema 50:50, para 714 mol™.L neste sistema.

Logo, conclui-se que os resultados obtidos no sistema 50:50 s&o
confidveis, mas que comparagdes envolvendo a associacdo do substrato ao
catalisador e a constante catalitica, apenas podem ser feitas para os diversos
complexos na medida em que os estudos tenham sido realizados sob as mesmas
condicbes experimentais. Certamente, estudar todos esses sistemas em meio
aquoso sem a presenga de qualquer quantidade de solvente organico se constitui
na melhor alternativa porém, a baixa solubilidade de alguns dos complexos em
agua impedem tal realizag&o.

4.3.4 PROPOSTA DE MECANISMO PARA A HIDROLISE DO DIESTER
2,4-bdnpp.

Levando-se em conta todos os resultados obtidos e discutidos nas se¢oes
anteriores, propde-se que os complexos 1 e 2 atuem na hidrélise do substrato 2,4-
bdnpp via um mecanismo comum.

Com base em estudos no estado solido como analise estrutural por
cristalografia de raios X em monocristal, espectroscopia no infravermelho,
reflectancia difusa e técnicas em solucédo tais como medidas de condutividade,
espectroscopia eletrénica UV-Vis-IVP e eletroquimica de 1 e 2, propde-se que

ambos os complexos possuem a espécie [(OH)AI"(u-OH)M"(bpbpmp)(OH-)] como
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espécie responsavel pela hidrolise do substrato 2,4-bdnpp nas condicbes de
concentracéo e pH estudados.

Nos estudos de reatividade realizados manteve-se o controle da
concentragdo dos complexos, do pH do meio, da forga ibnica, e grande excesso
de substrato. Ambos os sistemas apresentaram uma cinética de saturagao do tipo
Michaelis-Menten. Portanto, propde-se que a coordenacdo do substrato deva
ocorrer por deslocamento da molécula de agua, de modo que o substrato se
oriente em posicao cis ao ion hidroxido para que ocorra o ataque nucleofilico do
mesmo sobre o atomo de fésforo.

No mecanismo proposto, apresentado na Figura 30, inicialmente o
substrato coordena-se ao M(ll) pelo deslocamento de uma molécula de agua, em
uma etapa rapida. A seguir, o ion hidroxido presente no centro de Fe(lll) atua
como nucledfilo, atacando o atomo de fosforo do substrato, ocorrendo entdo a
clivagem da ligagao fosfodiéster e a consequente liberagdo do 2,4-dinitrofenolato.
O monoéster, 2,4-dinitrofenilfosfato, permanece coordenado ao complexo,
podendo ser deslocado pela presenca de excesso do substrato 2,4-bdnpp,

reiniciando o processo catalitico.
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Figura 30 — Proposta de mecanismo para a hidrolise do 2,4-bdnpp promovida

pelos complexos 1 e 2.

Esta proposta mecanistica é reforgada em virtude dos estudos realizados
por Neves e colaboradores na reagao de hidrélise do 2,4-bdnpp catalisada pelo
complexo [FeZn(p-OH)(bpbpmp)]. *44*®® A atividade do composto Fe''zn" frente
ao monoéster 2,4-dnpp foi testada diretamente, e nenhuma atividade catalitica foi
observada. Isto demonstra que estes compostos possuem apenas atividade como
diesterases. Porém para que se possa comprovar a veracidade desta proposta,
estudos espectometria de massas com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS) e de
Raios X em solugdo (EXAFS) para os complexos 1 e 2 devem ser realizados.
Estes estudos devem auxiliar na identificacdo da espécie ativa e também no
modo de coordenagao do substrato ao complexo.

Uma série de trabalhos, visando o estudo da hidrdlise do 2,4-bdnpp, tem
sido reportados atualmente. 342438970 Dentre estes, os que apresentaram maior

atividade sd3o os complexos heterobinucleares Fe''Cu" ® e Fe''zn" *, ambos
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reportados por Neves e colaboradores, 0s quais aceleram a reacdo por um fator
de 10 mil e 4,8 mil vezes, respectivamente. Neste trabalho, os complexos 1 e 2
apresentaram uma atividade catalitica com uma aceleragado de 2,5 mil e 4,6 mil
vezes, respectivamente, na velocidade de reagédo de hidrolise do 2,4-bdnpp em
relacado a reacido nao catalisada.

E relevante estabelecer uma comparacdo do comportamento apresentado
pelos complexos modelo de Al"'Zn", Al"'Cu" e os analogos de Ferro e o observado
para a enzima bsPAP substituida. Na enzima foram obtidos valores de kgt em
torno de 3000 s para as enzimas Fe"Zn" e Ga"zn" substituidas e de 2000 s™
para enzima Al"Zn" substituida. Nesta comparacdo a enzima Al"Zn" tem uma
atividade de 66% em relacdo as demais. Este comportamento pode ser verificado
também nos complexos AI"M", onde estes possuem uma reatividade em torno
45% em relagdos aos analogos de Fe'"M'". Obviamente na enzima, devido sua
complexidade outros fatores devem estar envolvidos, porém nos complexos
modelo, este efeito observado na diminuicdo da atividade deve se dar diretamente

I Estes estudos demonstram a influéncia do metal

pela influéncia do ion A
trivalente na hidrélise de ésteres de fosfato promovido pelas PAPs e também que
os complexos 1 e 2 podem ser descrito como modelos funcionais para a enzima

AlZn-bsPAP.

4.3.5 ESTUDOS PRELIMINARES UTILIZANDO O SUBSTRATO 2,4-dnpp.

Foi estudada também a reatividade dos complexos 1 e 2 na reagao de
hidrolise do monoéster 2,4-dinitrofenil fosfato (2,4-dnpp). Para tal, a reagéo foi
monitorada espectrofotometricamente por um periodo de 10 h, observando-se a
conversdo de substrato a produtos através do aumento da absorbancia em
400 nm devido a liberac&o de 2,4-dinitrofenolato durante a reacéo.

No periodo analisado, observou-se um crescimento de 0,3 unidades de
absorbancia, indicando que a reagao ocorreu e que uma molécula de 2,4-
dinitrofenolato foi liberada. Na Figura 31 esta demonstrada o acompanhamento da
reacao de hidrolise do 2,4-dnpp pelo complexo 2.



Abs

77

Abs

Figura 31 — Acompanhamento espectroscopico da reacdo de hidrélise do
substrato 2,4-dnpp catalisada pelo complexo 2: (a)Acompanhamento até 170 min;
(b) Acompanhamento de 170 & 650 min. Condigdes: [complexo] = 2,4x10° mol.L™,
[dnpp] = 2,8x10™ mol.L™", [tamp&o] = 0,05 mol.L™ (MES pH 6,5, HEPES pH 7,0); |
= 0,05 mol.L™" (LiClIO4) a 25°C.

Observou-se que a partir de 170 min houve um decréscimo na absorvancia
até que em 650 min o valor de absorbancia tende a zero. Este fato indica que o
complexo deve estar sofrendo uma inibicdo pelas moléculas de fosfato inorganico
(Pi) geradas na solugéo, ou ainda que o ion fenolato pode estar sofrendo uma
reagao secundaria (sendo consumido). Para verificar entdo este efeito inibitorio de
ions fosfato da reagao, foram feito experimentos monitorando a hidrélise do 2,4-
bdnpp com adi¢des crescentes de P; a reacao.

De acordo com a Figura 32, as interagdes entre os complexos estudados e
o P; sdo, de fato, intensas uma vez que com apenas 3 equivalente de HPO,4 % os
percentuais de inibicdo para as reagdes catalisadas pelos complexos 1 e 2 sdo de

aproximadamente 25%.
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Figura 32 - Percentual de inibigdo por ions fosfato da reagdo de hidrolise do 2,4-
bdnpp catalisada pelos complexos 1 e 2 a 25 °C. Condicdes vide secao 3.1.2,

pagina 34.

Apesar da pequena diferenca entre os indices de inibicdo dos complexos
forma o aumento da concentracdo de P; durante o curso da reacdo pode estar
relacionado com a auséncia de “turnovers” ou ciclos cataliticos. Pois ao passo
que o mesmo € formado como produto da hidrélise completa do 2,4-dnpp sua
coordenacao definitiva sob a forma de ponte entre os sitios metalicos pode
impedir a associagdo de uma nova molécula de substrato.

Entretanto, baseando-se nos dados cinéticos da hidrolise do substrato 2,4-
bdnpp era esperado que os complexos 1 e 2 ndo fossem ativos na hidrélise do
monoéster 2,4-dnpp. Conforme reportado por Neves e colaboradores®, para a
hidrolise do 2,4-bdnpp, propde-se entdo que o monoeéster gerado a partir da
hidrolise do diéster fique ligado como ponte ao complexo, e a ponte hidroxido n&o
€ um nucledfilo forte o bastante para promover a hidrolise do monoéster. Desta
forma, o monoéster 2,4-dnpp, quando testado diretamente, deve ligar-se aos
complexos 1 e 2 de maneira monodentada e o ion hidroxido terminal deve agir
como nucledfilo, o que explicaria como os complexos de Al"zn" e Al'Cu" sao
ativos na hidrolise do monoéster 2,4-dnpp.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Foi sintetizado e caracterizado por IV e RMN 'H o ligante ndo simétrico
Hobpbpmp e seus precursores com bons rendimentos e grau de pureza adequado
para a sintese de complexos, de acordo com a rota sintética descrita por Neves e
colaboradores.*

Foram sintetizados dois novos complexos binucleares de Al'zn" e Al"'Cu"
empregando-se o ligante Hobpbpmp obtendo-se entdo a unidade estrutural
[AI"Zn"(bpbpmp)(u-OH)(H20)]CIO4. para o complexo 1 e [Al"Cu"(bpbpmp)(u-
OH)(H20)](ClO4)2 para o complexo 2.

Os complexos 1 e 2 tiveram suas estruturas cristalinas resolvidas via
difratometria de raios X em monocristal, apresentando-se isoestruturais entre si.
Eles foram apontados como modelos estruturais para as PAPs, pois possuem um
arranjo heterobinuclear (M""M") contendo grupos ligantes N,O-doadores, os quais
mimetizam os residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo das PAPs.

Estudos de reatividade frente a clivagem hidrolitica do substrato modelo
2,4-bdnpp catalisada pelos complexos 1 e 2 revelaram que estes atuam como
catalisadores, apresentando valores de aceleragcdo de 2,5 e 4,6 mil vezes,
respectivamente, em relacdo a reacdo ndo catalisada. O complexo 2 (Al"'Cu")
apresenta maior atividade na hidrdlise do substrato e formacao de produtos. Vale
ainda salientar que, estes sdo os primeiros compostos heterobinucleares de
AI"M" descritos na literatura.

A reatividade dos complexos 1 e 2 frente a hidrélise do substrato 2,4-bdnpp
é de 45% em relacdo aos analogos Fe''zn" e Fe''Cu". Esta proporgao também é
encontrada quando se faz a mesma substituicdo na enzima. Assim, este

comportamento revela que a substituicao do ion Fe'

, presente na enzima nativa,
por A" influencia de maneira significativa o processo de hidrolise, ressaltando
assim o papel da substituicdo metalica em complexos modelos e na enzima
nativa.

A partir dos dados estruturais, espectroscopicos, eletroquimicos, cinéticos
e de titulacdo potenciométrica foi possivel propor um ciclo catalitico para a
hidrélise do 2,4-bdnpp, mediada pelos complexos 1 e 2. O mecanismo proposto

inclui ataques nucleofilicos intramoleculares, envolvendo duas etapas: a primeira,
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onde o substrato se liga ao metal divalente, seguida de um ataque do ion
hidréxido ligado ao centro de A" (AI"-OH) ao atomo de fésforo do substrato,
liberando uma molécula de 2,4-dinitrofenolato.
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6 PERSPECTIVAS

Para uma maior e melhor elucidagcao do ciclo catalitico, e o caminho mais
provavel pelo qual a reacéo de hidrélise do 2,4-bdnpp esteja ocorrendo, seria de
extrema relevancia a obtengcao de estruturas cristalinas dos complexos modelos
ligados ao substrato modelo. Compostos como esses auxiliariam na investigagéo
de passos determinantes do mecanismo reacional como o modo de coordenacao
do substrato ao catalisador.

A determinacédo dos produtos formados durante a hidrolise também pode
fornecer valiosas informagbes a respeito do mecanismo envolvido nessas
reacbes. Os produtos poderdao ser caracterizados através da técnica
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), onde aliquotas de uma reagéo
serdo injetadas em intervalos de tempo determinados. A identificacdo dos
produtos da reacdo de hidrdlise também podera ser realizada através de
ressonancia magnética nuclear de fosforo, onde a auséncia de sinais referentes
ao fosfato inorgénico pode indicar se o diester € hidrolisado totalmente.

A utilizagdo de substratos com apenas um grupo de saida, como por
exemplo, o diéster, sal de litio do 2,4-dinitrofeniletilfosfato, e o triéster de fosfato
2,4-dinitrofenil-dietilfosfato, permitirdo um estudo mais simplificado da reacao de
hidrélise catalisada pelos complexos modelo e provavelmente facilitardo a
identificagcdo dos produtos finais da reagdo. E também a determinagdo dos
parametros termodinamicos para a reag¢ao de hidrélise de uma série de substratos
similares podera ser util, tentando avaliar se 0 mecanismo de hidrdlise de ésteres

de fosfatos pelos complexos 1 e 2 segue um mecanismo comum.
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