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MODELING THE COORDINATION OF PHOSPHATE TO THE ACTIVE SITE OF PURPLE
ACID PHOSPHATASES. We present a new binuclear complex, [Fe," (BBPMP)(OH)(0,P(OPh),)]
Cl104.CH;OH, 3, where BBPMP is the anion of 2,6-bis[(2-hydroxybenzyl)(2-pyridylmethyl)
aminomethyl]-4-methylphenol, as a suitable model for the chromophoric site of purple acid phos-
phatases coordinated to phosphate. The complex was obtained by the reaction of complex 2,
[Fe,'''(BBPMP)(O,P(OPh),);] Cl04.H,0, in CH3;CN with one equivalent of triethylamine. Based on
the chromophoric properties of the model complex, Amax = 560 nm/ & = 4480 M! cm’!/Fe; com-
pared to the enzyme coordinated to phosphate, we can speculate about a possible mechanism of
fixing this oxyanion by the oxidized form of the enzymes.
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INTRODUCAO

Fosfatases dcidas purpuras (PAPs) sdo metaloenzimas do
tipo ndo-heme envolvidas na hidrélise de monoésteres de fos-
fato em pH = 4,9-6,0 (RCH,0 - PO3* + H,0 — RCH,OH +
HPO4%) e no controle fisioldgico dos niveis de fosfato'. Utero-
ferrina e “bovine spleen”, extraidas do ttero de sufnos e do
pancreas de bovinos, respectivamente, sao as PAPs mais estu-
dadas. Essas enzimas apresentam massas molares = 35 KDa e
um sitio binuclear contendo ferro em dois estados de oxidagdo:
a forma oxidada, [Fe(Il)-Fe(III)] de cor piirpura, Apu= 550-
570nm; € = 4000M"' cm'!/Fe,, inativa para a hidrélise e a for-
ma reduzida, [Fe(ID)-Fe(IlI)] de cor rosa, Amu,= 505-515; ¢ =
4000M! ¢! /Fe,, enzimaticamente ativa. A adig@o de fosfato
a uma solugdo da forma rosa dessas enzimas produz um com-
plexo que facilita a oxidacdo pelo ar, resultando na cor piirpu-
ra, tipica da forma oxidada das PAPs. O mesmo espectro €
obtido via coordenagio direta de fosfato com a forma oxidada
das fosfatases dcidas pirpuras'®. As cores das PAPs estdio as-
sociadas a processos de transferéncia de carga tirosinato —
Felll, ¢ o fato do coeficiente de absortividade molar ser idénti-
co para ambas as espécies sugere um sitio ativo ndo simétrico.
Embora ji se tenha conseguido algum progresso na caracteri-
zacdo da uteroferrina e “bovine spleen” (espectroscopia
eletronica'™®, dicrofsmo circular?, '"HRNM?, espectroscopia
Mossbauer®* ¢ EPRY, Raman Ressonante’, EXAFS®, suscepti-
bilidade magnética“‘7 e eletroqufmicax), ainda ndo se conse-
guiu monocristais adequados dessas enzimas para a resolugio
da estrutura via difragciio de raios X. Entretanto, das andlises
realizadas pode-se inferir que existem restos de tirosinatos e
histidinas, bem como carboxilatos™ e grupos hidréxidos®? li-
gados ao sitio binuclear de terro nas PAPs. Vdrios pesquisado-
res tém contribuido através de andlogos sintéticos dessas
metalobiomoléculas e pode-se encontrar, na literatura, comple-
xos contendo ligantes binucleantes com bragos que apresentam
piridinas!®, 1-metilimidazéis'', piridinas-fenolatos'?*¢ ¢ 1-
metilimidazéis-fenolato!2¢, Entretanto, a maioria desses com-
plexos ndo exibe as propriedades espectroscdpicas, nem as de
redox das fosfatases dcidas purpuras. Portanto, o ambiente de
coordenagiio do sitio ativo das PAPs € PAPs coordenadas a
fosfato ainda ndo estd definido e, assim, a sintese e caracteriza-
¢do de novos complexos modelo, com ligantes N,O-doadores,
continua sendo uma 4rea de grande relevincia bioinorgénica.

Recentemente, publicamos a sintese e caracterizagdo de um
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novo ligante binucleante ndo simétrico, 2-[((2-metilpiridil)
amino)metil)]-6-[((2-hidréxibenzil)(2-metilpiridil)amino)
metil]-4-metilfenol -(H,BPBPMP)- ¢ o primeiro exemplo de
um complexo binuclear de valéncia mista, [Fe(II)-Fe(IID)], con-
tendo pontes acetato que apresenta potencial redox, E* = 0.38
V versus NHE (-0,02V vs Fc*/Fc")!® similar ao acoplamento
Fe,"/Fel'Fe!", na uteroferrina®, E® = 0.37 V versus ENH (-0,03
V vs Fc*/Fc). Entretanto, esse complexo, em CH3CN, Apay=
556nm; € = 4560 M'cm!/Fe,, ndo simula o croméforo da
enzima natural., Mais recentemente, sintetizamos e caracteriza-
mos varios outros novos complexos binucleares de ferro com o
ligante binucleante simétrico, 2,6-bis[(2-hidréxibenzil)(2-
metilpiridil)aminometil]-4-metilfenol -(H;:BBPMP)- onde as
piridinas e os fendis simulam histidinas e tirosinas, respectiva-
mente, que contribuem para o entendimento do sitio ativo das
PAPs. Por exemplo, os complexos [Fe,"(BBPMP)(OH)(CH;
COO0)J*, em CH3CN, Apux = 568nm; € = 4760M™! cm™! /Fe; e
[Fe'" Fe"(BBPMP)(OH)(CH;C0O0)], em CH3CN, Apu =
516nm; € = 4560 M 'em™/ Fe,, sdo bons modelos para o cro-
moéforo da uteroferrina e “bovine spleen” nas formas oxidada e
reduzida, respectivamente, mas diferem (E” = -0,57V vs Fc*/
Fc*)!413 do potencial redox da uteroferrina®. Devemos menci-
onar, também, que demonstramos, via andlogos sintéticos' >3,
existir uma relagio 2:3 entre o niimero de tirosinatos e histidi-
nas coordenadas no sitio binuclear da uteroferrina. Neste arti-
go, pretendemos modelar 0 ambiente de coordenagdo da forma
oxidada das PAPs em interacdo com fosfato, utilizando um
novo complexo do ligante H;BBPMP.

PARTE EXPERIMENTAL
1. Sinteses e Caracterizagio

O ligante H;BBPMP foi sintetizado de acordo com a rota
apresentada no esquema 1. Sua caracterizagcio bem como os
detalhes da sintese jd se encontram publicados'®**!3, Um novo
complexo, [Fe,''(BBPMP){OH)(O,P(OPh),)1C10,4.CH;0H, 3,
foi sintetizado a partir do precursor, [Fez”'(BBPMP)(OzP
(OPh),),]Cl104.H,0, 2, via hidrélise basica, utilizando-se um
equivalente de trietilamina em acetonitrila. O complexo 2 foi
obtido através de uma rota sintética, diferente da sintese reali-
zada por Krebs e colaboradores'?, que envolve a substituigdo
dos grupos acetato no complexo [FCZI“(BBPMP)(CH:;COO)z]
ClO4.H,0'241415 1 em acetonitrila, por difenilfosfato.
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Esquema 1. Sintese do ligante H;BBPMP.

O esquema 2 resume a rota de sintese para os complexos 2 ¢ 3.
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Esquema 2. Sintese dos complexos 2 ¢ 3.

[Fe;'""(BBPMP)(O;Ph););]1C10,.H,0, 2. Dissolveram-se
0,95g (1 mmol) do complexo 1 em 30 mL de acetonitrila, sob
agitagdo magnética. Elevou-se a temperatura para 40°C e em
seguida adicionaram-se 0,5g (2 mmol) de difenilfosfato. A
solugdio azul, foi mantida, sob agitagdo, até o surgimento da
absor¢do em Ap.x = 632 nm, que corresponde 2 banda de ab-
sor¢do do complexo de Krebs12L em CH3;CN. A solucio, entdo
foi evaporada e o sélido foi recristalizado em isopropanol, fil-
trado € seco com éter etilico. A andlise de CHN, encontrado,
%: C=54,73; H=4,31; N= 4,33, Calculado para CsoHssN40,4P2
Fe,Cl, %: C= 55,14; H= 4,31;N= 4,36. Rendimento = 45%.

[Fe.""'(BBPMP)(OH)(O,P(OPh),)]C104.CH30H, 3. Dissol-
veram-se 0,5g (0,4 mmol) do complexo 2 em 30 mL de aceto-
nitrila, sob agitagdo magnética e temperatura ambiente. A se-
guir, foram adicionados lentamente 54 pL (0,4 mmol) de
trietilamina e através de monitoramento por espectroscopia ele-
trénica, quando a solugfio plrpura apresentou Am,x = 560 nm,
imediatamente foi evaporada e o sélido lavado com dgua,
recristalizado em metanol, filtrado e seco com éter etilico. A
andlise de CHN, encontrado, %: C= 54,34; H= 4,52; N= 5,31.
Calculado para CsgH47N403PFesCl, %: C= 54,08, H= 4,44,
N= 5,26. Rendimento = 60%.

2. Instrumentacgio

As andlises de CHN foram realizadas com um equipamento
Perkin-Elmer 2400 e os espectros de absor¢io foram obtidos
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em um espectrofotdmetro L19 da Perkin-Elmer. Utilizamos,
também, o L19 para monitorar as sinteses dos complexos 2 e 3.
Para a obtencdo dos desdobramentos espectrais, na interconver-
sdo entre os complexos em solugdo, utilizamos 90 segundos entre
cada espectro. Na andlise eletroquimica dos complexos em
CH3CN contendo 0,1M de hexafluortostato de tetrabutilamonio,
[TBA][PFg], como eletrélito suporte, utilizamos um potenciosta-
to/galvanostato da Princeton Applied Research (PAR), modelo
273 equipado com um computador IBM/AT-386 acoplado a uma
registradora HP-7445, para o registro dos voltamogramas cicli-
cos. Os voltamogramas ciclicos, sob argbnio e a temperatura
ambiente, foram obtidos em uma célula padrao com trés eletro-
dos: um eletrodo de trabalho (platina), um eletrodo auxiliar (fio
de platina) e um eletrodo de referéncia (eletrodo de calomelano
saturado), construido em nossos laboratdrios. Para monitorar o
potencial do eletrodo de referéncia, utilizamos o par redox
Ferrocinio/Ferroceno (Fc*/Fc'), como referéncia interna, que se
encontrava em + 0.27 V. Os potenciais de meia onda foram
calculados a partir da média dos potenciais de pico anddico e
catédico e utilizados como critério de reversibilidade para os
processos de transferéncia de elétrons'®,

RESULTADOS E DISCUSSAO
1. Sinteses

Demonstramos, em publicagdes recentes'*!?, que é possivel
ajustar-se o croméforo de um complexo precursor, obtendo-se
um novo complexo, mediante substituicdes adequadas para si-
mular as propriedades espectroscépicas em esPécics de interes-
se biolégico Utilizando o complexo [Fe, (BBPMP)(CH;
C00);3]C104.H;0, 1, que ¢ azul em acetonitrila, Ay, = 601nm;
g = 7700 M-'em’!/Fe,, e cuja estrutura j foi resolvida!?»!413,
substituimos os grupos acetatos por difenilfosfatos, obtendo-se
o complexo de Krebs'?, [Fe,™ (BBPMP)(O,P(OPh),),]ClO,.
HZO, 2, que também é azul em acetonitrila, Ay, = 632 nm; €

= 5920 M'cm!/Fe,. A partir de ensaios, via espectroscopia
eletromca encontramos as condi¢des experimentais para a sin-
tese do complexo [Fe, lI(BBF’MP)(OH)(OZP(OPh)z)]ClO‘g CH;3
OH, 3, utilizando o precursor 2 em acetonitrila/trietilamina,
Esse complexo ¢ pirpuro em CH3CN, Apux = 560nm; € =
4480M'cm!/Fe;,, e desse modo conseguimos ajustar o cromé-
foro do anélogo sintético, obtendo-se um modelo para a forma
oxidada das PAPs coordenadas a fosfato.

2. Espectroscopia eletronica

Conforme descrito anteriormente, o complexo 3 foi obtido a
partir do complexo 2 em acetonitrila/trietilamina. A reagfo foi
acompanhada por espectroscopia eletrnica, e como ilustrado na
figura 1, a presenca de pontos isosbésticos sugere equilibrios
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Figura 1. Desdobramento espectral durante a conversio dn (umple,\()
[Fez"(BBPMP)-(O:P(OPh)2);]CIO . H20, 2, no complexo [Fe,"'(BBPMP)
(OH)O,P(OPh);)] ClO4+CH3;0H, 3, em CH;CN/Et;N, com 90 segun-

dos entre cada espectro.
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sucessivos'? com trés espécies em solugio'”*: o complexo 2,

Amax = 334 nm; € = 5540 M'cmV/Fey; Amay = 354nm; € = 5500
M lem/Fe; € Amux = 632nm; € = 5920M'cm™/Fe,, o comple-
X0 3, Apux = 334nm; € =7620M'ecm™'/Fe; € Ay = 560 nm; €
= 4480 M'cm'!/Fe,, ¢ uma terceira espécie, provavelmente,
[Fe,'"'(BBPMP)(OH),]* que absorve em 525nm devido ao ex-
cesso de base que foi utilizada nesse experimento. Essas tran-
si¢des eletronicas estdo associadas a processos de transferén-
cias de carga, Fenolato — Fe". O deslocamento hipsocrémico
do complexo 3, em relagdo ao complexo 2, provavelmente re-
flete um distanciamento das ligagdes fenolato-Fe'!, no comple-
xo0 3, devido a substitui¢cdo de um difenilfosfato por hidroxido
no complexo 2. A adicdo de difenilfosfato a solugdo do com-
plexo 3, em CHiCN, reproduz o espectro do complexo 2, o
que demonstra a reversibilidade do processo.

3. Eletroquimica

As propriedades redox do complexo 3, em acetonitrila/
[TBA][PF¢], foram investigadas por voltametria ciclica. O
voltamograma do complexo se encontra na figura 2 e exibe
uma onda reversivel em -0.29V versus SCE (-0.56V versus
Fc*/Fc®) e outra irreversivel em potencial mais catédico. Essas
ondas estdo associadas aos acoplamentos Fe,!/Fe! Fell ¢ Fell
Fe''Y/Fe,!!, respectivamente. Comparando o potencial redox do
complexo 3 com -0.20V versus SCE (-0.47 V versus Fc*/Fc")
para o complexo 2, nas mesmas condi¢des experimentais, nota-
se um deslocamento catédico de 90 mV, de acordo com o pre-
visto, considerando que o grupo hidréxido é mais bésico que o
difenilfosfato. E interessante destacar a correlagio encontrada
entre as energias das bandas de transferéncia de carga na regido
do visivel e os respectivos potenciais redox dos complexos 2,
15857 cm’!; E¥'= -0.47 V versus Fc*/Fc’, ¢ 3, 17857 cm™!; EV'=
-0,56V versus Fc*/Fc”. O complexo 3, absorvendo em maior
energia, apresenta um potencial redox mais negativo em rela-
¢do ao precursor 2, como era de se esperar. Entretanto, ambos
os complexos ndo simulam as propriedades eletroquimicas da
uteroferrina®, devido a relagio fenolatos: piridinas no ligante
simétrico'™!%, A partir das propriedades do novo complexo, 3,
e comparando-se com o complexo 2 que teve sua estrutura
resolvida por Krebs e colaboradores'®, propomos uma repre-
sentacdo da estrutura para o complexo [Fe,(BBPMP)(OH)
(O,P(OPh),)]*, conforme apresentada no esquema 2.
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Figura 2. Voltamograma ciclico do complexo 3 em CH;CN (0,1 M

[TBA]J[PFg]). Eletrodo de trabalho (platina); eletrodo auxiliar (fio de
platina) e eletrodo de referéncia (SCE); duas varreduras sucessivas
com velocidade de 200 mVs™!, sob argonio e ferroceno como referén-
cia interna.
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CONCLUSOES

Um novo complexo, [Fe;(BBPMP)(OH)(O,P(OPh);)]ClO,.
CH;0H, foi sintetizado e caracterizado como modelo para o
croméforo da forma pdrpura das PAPs coordenadas a fosfato.
Este complexo purpuro, 3, foi obtido a partir do complexo azul,
2, demonstrando que nossa estratégia sintética foi adequada para
a obtengdo de um modelo bioinorginico. A partir da compara-
¢ao das propriedades do complexo modelo, 3, com as PAPs e
PAPs-fosfato, podemos especular que a fungdo da forma oxida-
da das fosfatases 4cidas purpuras seria a de fixar fosfato, regu-
lando os niveis fisioldgicos deste oxoanion. Havendo necessida-
de de fosfato no organismo, um dos sitios de Fe'' na enzima
ligada a fosfato seria reduzido por algum redutor biolégico,
NADH ou NADPH ?, com liberacdo de fosfato e, consequente-
mente, a metaloenzima seria regenerada em sua forma ativa.
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