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RESUMO

Esta tese estd focada na funcionalizacdo do acido poli(acrilico)
(PAA) com 1-(3-aminopripil)-imidazol, na caracteriza¢do do produto da
funcionalizagdo, o polimero PAIM, e seu emprego na degradacdo de
ésteres. Na caracterizacdo do produto funcionalizado (PAIM) foi
fundamental o emprego da técnica de eletroforese capilar e titulacéo
potenciométrica, que permitiram determinar o grau de funcionaliza¢do
do PAIM, e este concorda com o valor do peso molecular ponderal
médio obtido por GFC/SEC. A estrutura anfotérica do PAIM
assemelha-se aos polysoaps, que constituida dos grupos funcionais
imidazol e carboxilato, permite ao polimero funcionalizado atuar como
nanoreator, acelerando reagBes de desacilagdo e desfosforilagdo. Os
grupos carboxilatos e imidazois deprotonados estdo ambos disponiveis
para atuar como nucle6filos ou base-geral na catalise. O PAIM tem sua
estrutura inspirada em enzimas com atividade catalitica atribuida aos
aminoacidos de residuos carboxilato e imidazol. A sintese foi designada
para posicionar os dois grupos préximos um do outro, permitindo a
cooperatividade. A eficiéncia catalitica do polimero foi avaliada para a
quebra hidrolitica do dietil-2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP), p-
nitrofenil acetato (PNPA) e p-nitrofenil caprilato (PNPC). O PAIM foi
eficiente e promiscuo aumentando a velocidade de todas as reacfes até
10" vezes, estendendo ainda a faixa catalitica para regi&o de menor pH,
frente ao imidazol livre, na reacdo com DEDNPP. O PAIM foi entdo
alquilado com 1-bromododecano, o que aumentou a velocidade das
reagbes em até 10° vezes. Os estudos cinéticos das reacdes do polimero
com DEDNPP apontam para dois caminhos distintos, um nucleofilico
do tipo Sy2(P) e outro basico geral como sugerem o baixo valor do
efeito isotépico do solvente e os valores de entalpia e entropia de
ativacéo.

Palavras-chave: éster de fosfato, éster carboxilicos, polimero, catalise,

hidrolise.



ABSTRACT

This thesis is focused on the functionalization of polyacrylic acid
(PAA)  with  1-(3-aminopropyl)-imidazole, in the  product
characterization (PAIM), and its use in the degradation of esters.
Amphoteric PAIM is like to polysoaps, and the functional groups
imidazole and carboxylic acid act as a nanoreactor to accelerate
deacylation and dephosphorylation reactions. The synthesis was planned
to position the two functional groups next to each other, allowing
cooperativity. The catalytic efficiency of the polymer was evaluated for
the hydrolytic cleavage of diethyl 2,4-dinitrophenyl phosphate
(DEDNPP), p-nitrophenyl acetate (PNPA) and p-nitrophenyl caprylate
(PNPC). PAIM was efficient and promiscuous, increasing the rates of
all reactions up to 10’-fold, and its reaction with DEDNPP has
expanded catalytic activity to lower pH ranges, when compared with
free imidazole. PAIM was alkylated with 1-bromododecane to increase
hydrophobicity (PAIM-12), and it increased the rates of reactions up to
10%-fold. For the reaction of PAIM with DEDNPP in a pH-region
where the imidazole groups are mostly neutral, it was obtained a low
solvent deuterium isotope effect, and large and negative entropies of
activation, consistent with simultaneous nucleophilic and general-base
pathways.

KEYWORDS: Phosphate esters, carboxylate esters, polymers,
catalysis, hydrolysis.
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1. INTRODUCAO

A Natureza ao longo de seus 4,5 bilhdes de anos sintetizou ao
acaso inimeros compostos e de modo seletivo escolheu as enzimas
como catalisadores na busca do préprio aprimoramento.” O processo
catalitico executado por enzimas permaneceu por um longo tempo como
um mistério. Grandes progressos foram feitos, e embora extensamente
estudas, ndo sdo completamente entendidas em nivel molecular. As
reacdes de hidrolise de ésteres de fosfatos e carboxilatos, como
exemplo, sdo aceleradas por enzimas com efeitos cataliticos na ordem
de 10° a 10" vezes. Efeitos dessa ordem séo geralmente atribuidos a: i)
estabilidade do estado de transigdo; ii) concentracdo do substrato em
sitioszhidrofébicos e iii) grande cooperatividade entre grupos no sitio
ativo.

Esteres de fosfatos participam em varios processos bioldgicos. As
fosfohistidinas sdo importantes intermediarios nos processos de
sinalizacdo bioldgica e, geralmente, sdo detectadas em reacdes de
fosforilacdo.® Recentemente foi discutido a participacio do imidazol na
hidrélise do fosfodiéster Bis-(2-(1-metil-1H-imidazolil)-fenil) fosfato
(BMIPP) que contem dois grupos imidazois na estrutura.*> Os
monoésteres existem como intermediarios no metabolismo, o0s
fosfodiésteres estdo presentes no armazenamento e transmissdo de
informacdo genética, como 4&cidos desoxirribonucleico e &cido
ribonucleico (DNA e RNA). Ja os triésteres sdo compostos artificiais
toxicos e, ndo ocorrem naturalmente em moléculas biol6gicas. Contudo,
a classe de enzimas conhecidas como paroxonases apareceram
naturalmente em insetos com a funcéo de hidrolisar esses ésteres.®’

O incrivel poder catalitico das enzimas permite que reagdes
enzimaticas possam ocorrer em questdo de milissegundos. Entretanto, a
mesma reacdo na auséncia de catalisador pode proceder com tempos de
meia-vida (ty,) de centenas ou milhares de anos.® Por essa razdo, esses
eximios catalisadores se tornaram fonte de interesse e inspiragao para o
desenvolvimento de novas moléculas catalisadoras que possam simular
o0 ambiente enzimatico.”'® Uma alternativa encontrada, foi o emprego de
polimeros sintéticos que pudessem ser funcionalizados para tornar-se
miméticos as enzimas."**’ Em 1971, Irving Klotz e colaboradores’
reportaram um dos primeiros polimeros sintéticos com atividade
catalitica semelhante & das enzimas. Klotz, funcionalizou a

19



poli(etilenoimina) (PEI) com grupos dodecil, aumentando a
hidrofobicidade e como sitio catalitico utilizou grupos metileno
imidazol ancorados a cadeia da PEL.

O imidazol, como residuo constituinte da histidina, com pK,
préximo de 7, pode atuar como éacido geral, base-geral ou nucledfilo,
tendo ainda como habilidade adicional a capacidade de atuar como base
de Lewis e assim, fixar e ativar cations metalicos no sitio ativo da
enzima. Como consequéncia, possuem papel fundamental nas serina
proteases® e nas enzimas que promovem a transferéncia de fosforila.**%

Estudos cinéticos comparativos envolvendo a PEI funcionalizada
e a enzima a-quimotripsina e utilizando nitrofenil ésteres como
substratos, forneceram constantes cataliticas semelhantes. Assim, o
termo synzyme surge para descrever enzimas sintéticas. Os estudos de
Klotz prosseguem e um ano depois utilizando PEI funcionalizado com
0S mesmos grupos mencionados acima, reporta um aumento da
velocidade de hidrolise do 2-hidroxi-5-nitrofenil sulfonato a 4-
nitrocatecol, da ordem de 10 vezes quando comparado ao imidazol
livre e de 10° vezes em relagdo & enzima aril sulfatase.™

O desenvolvimento via Quimica Organica Combinatéria de
catalisadores organicos miméticos da enzima fosfatase, foi a estratégia
sugerida por Menger e colaboradores." Menger ateve-se ao acaso, bem
como na Natureza, e em um Unico passo acidos carboxilicos com
diferentes grupos funcionais foram ancorados & cadeia da
polialquilamina e posteriormente, metais como Mg, zZn** ou Fe**
foram complexados ao polimero. Estes catalisadores foram empregues
na hidrélise de p-nitrofenil fosfato (PNPP) e bis-p-nitrofenil fosfato
(BPNPP).

A catélise biomimética vem se destacando como uma nova area
de pesquisa na organocatalise. Uma ampla variedade de reacOes
organicas vem sendo catalisada por enzimas miméticas.>*® Sendo, de
interesse construir macromoléculas habeis a simular um ambiente
enzimético'**# assim como, o trabalho introduzido por Klotz que
utilizou a PEI para degradar ésteres de acidos carboxilicos com grupo de
saida ativado, muitos exemplos vém sendo reportado na literatura,
incluindo centro metalicos, ionenos e nucledfilos alfa,*"?"*?* onde
macromoléculas tém a habilidade de formar ativos e interessantes
nanoreatores cataliticos homogéneos.
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Grupos carboxilato e imidazol tém mostrado importantes efeitos
cooperativos nos sitios ativos da familia das fosfolipases D.*® Assim
sendo, esta tese tem como interesse avaliar as reagcdes desses dois
grupos nucleofilicos ancorados sobre a estrutura de nanoreatores
poliméricos em reacfes de hidrolise de ésteres de fosfatos e
carboxilatos.

Uma breve revisdo bibliogréafica é apresentada a seguir em que
seré discutida reagfes de hidrolise de ésteres fosforicos, a eficiéncia e
evolugdo das enzimas, mecanismos, bem como mostrados exemplos de
polimeros cataliticos biomiméticos.

1.1. Enzimas:; Eximios catalisadores

A magnitude do poder catalitico das enzimas pode ser avaliada
guando comparamos as constantes de velocidade para reacGes bioldgicas
na presenga de enzimas (Kq,¢) COm as respectivas constantes na auséncia
de catalisador (knon). A vida média (t;») de reacbes da enzima
fosfotriesterase (PTE) passa de 10 anos (ndo catalisada) para 10 s
(catalisada). Como ilustra o grafico da Figura 1, o incremento da
velocidade expresso pela razdo Kea/knon Ultrapassa de 10" vezes para a
S-amilase.”” A descarboxilagdo da orotidina-5’-fosfato (OMP), passo
final na biossintese da pirimidina, € uma reacdo muito importante na
sintese dos acidos nucléicos e procede com t;, de 17x10° s no sitio
ativo da OMP decarboxilase. A mesma reacdo em solucdo neutra e na
auséncia da enzima, procede com ty;, de 78 milhdes de anos.
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Figura 1 — Gréafico de valores de kg € knon €m escala logaritmica para
reacao de hidrolise e hidratacdo a 25°C para as enzimas: Staphylococcal
nuclease (STN), f-amilase (GLU), fumarase (FUM), uréase (URE),
cloroacrilato dehalogenase (CAA), citidina deaminase (CDA),
fosfotriesterase (PTE), diidroorotase (DHO) e anidrase carbbnica
(CAN). Os valores de t;, servem como referéncia da escala de tempo.
Figura adaptada da referéncia (27).
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A capacidade catalitica de uma enzima pode ser melhor avaliada
guando divide-se a constante de velocidade de segunda ordem aparente
kea/Km (M s), pela constante de velocidade da reacéo ndo catalisada
em 4gua knon (5™). Onde, ke & Simplesmente a constante de velocidade
de primeira ordem para a reacdo de convercdo do complexo enzima
substrato (E.S) a produtos e K, representa a constante de Michaelis de
dissociacdo do complexo (E.S). Quando todos os sitios cataliticos da
enzima estiverem ocupados ¢ atingido a velocidade limite, a cinética é
definida como sendo de Michaelis-Menten. J4, quando a concentracéo
do substrato é muito pequena k../Ky, é definida como a constante de
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segunda ordem para a reacdo global. Dessa forma, a capacidade da
enzima em baixar a barreira de ativacdo junto ao substrato em solucédo
pode ser medida. A proficiéncia de uma enzima expressa em unidades
de concentracdo (Keat/Km)/Knon (M'l) representa o limite inferior da
afinidade da enzima pelo substrato no estado de transicdo.® Assim,
enzimas com maior afinidade para ligar o0 substrato no estado de
transicdo  (valores grandes de Ke/Km)/Knon), Que apresentam
significativos aprimoramentos nas velocidades sdo alvos importantes no
desenvolvimento de novos inibidores ou farmacos.”’

O gréfico da Figura 2 ilustra a eficiéncia catalitica de algumas
enzimas comparando K./Kn, com a reacdo espontanea (Knon). A enzima
FUM apresenta maior eficiéncia catalitica, mais especifica em relagéo
aos substratos, enquanto a GLU é um pouco menos eficiente, contudo
possui maior capacidade para acelerar reacGes lentas.

Figura 2 — Representacdo grafica de Keu/km € knon para reacdo de
hidrélise e hidratagdo a 25°C para as enzimas: STN, GLU (e), FUM (e),
URE, CAA, CDA, PTE, DHO e CAN. Os valores de t;;;, servem como
referéncia da escala de tempo. Figura adaptada da referéncia (28).
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1.2. Catdlise enzimatica: A evolucéo das hipoteses

Uma das primeiras hipéteses oferecidas com o intuito de
solucionar o mistério da catalise enzimatica foi o ‘principio da chave e
da fechadura’ descrito por Emil Fischer em 1894.%® Fisher propunha que
0 tamanho, a forma e a posi¢do dos sitios de ligacdes dentro do sitio
ativo da enzima (fechadura) sdo ideais para o reconhecimento de
substratos (chave) especificos. Mais tarde, surge a hip6tese de que
ocorra a pré-organizagio do sitio ativo (fechadura) assim, “a chave ndo
muito se ajustaria a fechadura de forma ideal, mas exerceria uma certa
tensdo sobre ela” desestabilizando dessa forma o estado fundamental.
Imaginava-se que a enzima pudesse ligar-se a uma forma ativada do
substrato, ou induzir sua ativagao.”

Com o avanco da teoria do estado de transi¢do, Linus Pauling em
1946 propds que o sitio ativo de uma enzima (E) liga-se ao estado de
transicdo (TS) preferencialmente ao substrato (S) ou produto (P),
estabilizando o TS e dessa forma baixando a energia de ativagdo, o que
origina a catélise, como ilustra a Figura 3.%

Figura 3 — Diagrama de energia para uma reacao enzimatica (—) e ndo-
enzimatica ( — ), onde AG; corresponde a barreira energética para a
reacdo catalisada e AGp,n Se refere a reacdo ndo-catalisada.

Energia livre —»

\ E+P

Sentido reacional
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A estabilizacdo do estado de transicdo estd diretamente
relacionada com o potencial catalitico da enzima. Fatores como
dessolvatacdo e conformacado do substrato, forgas eletrostaticas, ligacoes
de hidrogénio e ligagbes com metais, contribuem para essa
estabilizacdo.** As velocidades das reacdes tém sido empregadas para
calcular a constante de equilibrio (1/K+s) para essas hipotéticas ligacdes
dos vérios estados de transicdes a suas respectivas enzimas. Para isso,
um ciclo pseudo-termodinamico (Esquema 1) vem sendo empregado
para diversas interpretacdes.*®> O Esquema 1 compara a reacéo
enzimatica com a correspondente reacdo nao catalisada na presenca da
enzima embora, ndo involvida e também ilustra as ligacGes no estado
fundamental e de transic&o.

Esquema 1
( N\
k
E+S . E+TS
Krts
kcat
E+S =—= EeS >  EeTS
K.,
|\ J

No Esquema 1, o valor calculado para Kts = (KnonKm)/Keat leva
em consideracao todos os fatores na reacdo enzimatica comparados com
a mesma reacdo em solugdo na auséncia da enzima, 0 que permite
determinar valores que descrevem a eficiéncia da enzima. Em outras
palavras, a eficiéncia da reacdo enzimatica pode ser explicada pela
ligagdo preferencial da enzima ao estado de transicdo (TS) em relagéo
ao solvente.* Kts é formalmente a constante de dissociacdo da enzima
no estado de transicdo e seu inverso é chamado de proficiéncia catalitica
e este, avalia 0 TS em termos de constate de ligacdo. O que permite
comparar a afinidade do solvente para se ligar ao TS (reacdo ndo
catalisada) em relacdo a enzima (reacdo catalisada). Deve ainda ser
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ressaltado em relacdo a proposta de Pauling para EeTS, onde a enzima
ndo alteraria o substrato, no TS, ndo é sempre verdadeira. Para algumas
enzimas uma pequena distor¢do do substrato, no TS, resulta em uma
maior eficiéncia na catalise.”” %%

1.3. Promiscuidade Catalitica

As enzimas sdo reconhecidas pela sua eficiéncia e pela sua
especificidade.  Acreditava-se que essa especificidade fosse
exclusivamente para um Unico substrato. Contudo, evidéncias vém
mostrando a adaptabilidade evolucionaria de algumas enzimas que
catalisam diferentes reagdes e/ou transformar outros substratos, como
demonstrado em eventos associados a resisténcia a farmacos™ e a
degradacéo de produtos sintéticos como inseticidas e herbicidas.®*® A
propriedade mostrada por enzimas, onde seu sitio ativo facilita a catalise
de diferentes classes de substratos envolvendo construcdo ou quebra de
diferentes tipos de ligagcGes, é conhecido como promiscuidade
catalitica.’

A hipédtese da ampla especificidade ou promiscuidade existente
como funcdo em enzimas foi formulada por Jensen em 1976.% Jensen
propbs que as enzimas primitivas possuiam mdltiplas especificidades,
diferentes das enzimas modernas. Esta especificidade ampla, atuou
sobre multiplos substratos para formar uma variada série de capacidades
metabdlicas que pudessem manter 0s organismos primitivos. A
formacéo de enzimas especializadas via duplicacdo, mutacéo e selegéo,
levou a atual diversidade de enzimas e ao aumento da eficiéncia
metabdlica.

Jensen® ¢ mais tarde O’Brien e Herschlag®® sugerem que a
evolugdo das proteinas se d& em bhoa parte pelo importante papel
desempenhado pela promiscuidade catalitica e que essa evolucdo se
processa pela duplicagdo do gene, na qual a segunda cOpia torna-se livre
da seletividade e assim pode acumular mutagfes que eventualmente
conduziriam a enzima com uma nova funcdo. Contudo, estudos tém
mostrado que a promiscuidade catalitica pode ser aprimorada com
poucas mutacdes, sem fazer com que a enzima perca a sua atividade
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natural nativa, mesmo antes da duplicacdo do gene,® sendo este um
processo lento que levaria milhdes de anos.**

As recentes evolucdes de algumas proteinas tém ocorrido em
questdo de meses ou anos, 0 que reforga a ideia de que mutagdes
promovem pequenos efeitos sobre a atividade nativa de uma enzima
(sem duplicacdo do gene) e grandes efeitos sobre suas funcgdes
promiscuas.*? Ou seja, a proteina néo precisa dispensar-se da sua funcéo
nativa para sofrer rapidas mutacdes e, como exemplo, facilitar a
resisténcia a farmacos.

A degradagéo de produtos sintéticos como inseticidas e
herbicidas®®* pela paraoxanase, uma fosfotriesterase bacterial, faz parte
de uma classe de enzimas com capacidade de hidrolisar fosfotriésteres
como o0 antropogénico inseticida paraoxon.*”** Estudos da
carboxilesterase humana 1 (hCE1l) mutante, homologa da
acetilcolinesterase (AChE), tém demonstrado aumentos na velocidade
de defosforilagdo de agentes neurotéxicos como Sarin, Soman e
Ciclosarin de cinco, vinte e mais de trinta mil vezes, respectivamente,
que a hCE1 nativa.®®

A promiscuidade catalitica tem despertado interesse industrial,
seja nas sinteses de novos compostos e/ou na detoxicacdo de compostos
recalcitrantes,*****® bem como estimulando o interesse de pesquisadores
gue exploram modelos enziméaticos que possam mimetizar as fungdes
dessas enzimas.*’

1.4. Atividade catalitica enzimatica promovida por imidazol

O imidazol, na forma de residuo constituinte da histidina, é de
grande relevancia nas atividades cataliticas de algumas enzimas
relacionadas a reacGes de desfosforilagdo, hidrdlise de ligacdo peptidica
e tantas outras. Algumas dessas enzimas serdo brevemente apresentadas.
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1.4.1. Fosfolipases D

As superfamilias das fosfolipases D (PLD) tém em comum
sequencias de aminoacidos, HisXLys(X)sAsp(X)sGlySerXAsn, a qual
ocorre duas vezes (duplo dominio) nas holoenzimas. Isto permite que as
superfamilias das fosfolipases D facam uso de dois residuos ativos
distintos de histidina como sitios cataliticos para catalisar a clivagem de
fosfodiésteres ndo reativos. O residuo nucleofilico da proteina, que é o
imidazol da histidina, forma uma ligag8o covalente ao grupo fosfato do
substrato  formando um intermediario  fosforil-enzima.  Esse
intermediario covalente é subsequentemente destruido via ataque
nucleofilico por uma molécula de agua liberando os produtos da
hidrélise (Esquema 2).*%
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1.4.2. Serina proteases

Serina proteases correspondem a quase um terco das proteases e
apresentam, em seu sitio catalitico, o residuo da serina (Ser) que reage
como nucledfilo. O primeiro sitio catalitico de uma protease revelado
por cristalografia de raios-X foi o da a-quimotripsina. O classico
mecanismo da a-quimotripsina mostra a presenca do trio catalitico Asp-
His-Ser.®*! Esse trio é extremamente importante em serina proteases,
onde had uma Iigagéo de hidrogénio entre aspartato (Asp) e o imidazol da
histidina (His),”* o que faz com que o imidazol aumente sua basicidade.
Em reaces catalisadas, o grupo imidazol atua como uma base retirando
um préton do oxigénio da serina, formando um nucleofilo poderoso para
atacar o grupo carbonilico do substrato (Esquema 3).%

Esquema 3 — Mecanismo aceito para a hidrdlise de peptideos catalisada
por serina proteases, adaptado da referéncia 53.
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1.4.3. Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) é a serina protease responsavel pela
hidrélise do neurotransmissor acetilcolina na sinapse das células
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nervosas. A inibicdo da acetilcolinesterase leva ao acumulo de
acetilcolina, o que resulta na saturacdo permanente dos receptores
muscarinicos e nicotinicos, provocando a crise colinérgica do
sistema.>*>> O sitio ativo da AChE é constituido do trio catalitico Ser-
His-Glu, responsével por catalisar a hidrolise da acetilcolina em um
mecanismo de dois passos: (1) o grupo imidazol do residuo histidina
aumenta o potencial nucleofilico do oxigénio da Ser, o qual ataca a
acetilcolina, para formar um estado de transicdo tetraédrico o qual
colapsa a acetil-enzima com liberacdo da colina; (2) na segunda etapa,
uma molécula de agua ativada, pela histidina, ataca a acetilserina
levando a formacdo do segundo estado de transicdo tetraédrico, que
libera a enzima livre e acido acético (Esquema 4).

Esquema 4 — Mecanismo aceito para a hidrolise de acetilcolina
catalisada pela AChE, adaptado da referéncia 54.
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1.4.4. Ribonuclease A

A ribonuclease A (RNAse A) tem sido a enzima mais estudada
no século vinte'® e tem como papel catalisar a quebra da ligagdo P-O do
RNA. Os trés residuos mais importantes para exercer a catélise sdo:
His12, His119 e Lys41.**" A degradacio do RNA (Esquema 5) é
iniciada com o imidazol do residuo da His12 que atua como uma base-
geral e abstrai um proton do oxigénio-2” do substrato facilitando, dessa
forma, o ataque sobre o atomo de fosforo. O ion imidazolio do residuo
His119 atua como um acido geral e protona o oxigénio-5" do substrato
o que facilita a sua saida para formar o 2°, 3’-ciclo-fosfato.”® Os residuos
da Lys41 e Phel20 devem estabilizar o excesso de cargas negativas por
interacdes eletrostaticas e ligagdes de hidrogénio.”’

Esquema 5 — Mecanismo para a quebra da ligacdo P-O do RNA
catalisada pela ribonuclease A.
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O imidazol como residuo constituinte da histidina é um dos mais
versateis grupos cataliticos disponiveis em enzimas. Em pH fisioldgico
(7,3) o imidazol estd 50% protonado.” Tal peculiaridade confere ao
imidazol o poder de atuar como acido-geral, base-geral e nucle6filo.
Como base de Lewis, fixa e ativa cations metalicos. Consequentemente,
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essa versatilidade é fundamental no sitio ativo das serinas proteases® e
das enzimas que promovem a transferéncia de fosforila.'***"

1.5. Esteres de fosfatos

A natureza ao longo do seu desenvolvimento ateve-se aos ésteres
de fosfatos, para desempenhar uma variedade de processos bioldgicos,
seja no metabolismo (intermediarios monofosforilados), bem como no
armazenamento e transmissdo de informacdo genética (DNA e RNA). Ja
0s triésteres sdo compostos que ndo tém sido identificados como
ocorrendo naturalmente em sistemas biolégicos.®

A selecdo pelas ligagdes P-O ou P-N realizada pela natureza, por
mais casual que seja, parece justificada. Moléculas com esse tipo de
ligacdo apresentam estabilidade significativa em reacdes de hidrolise.
Assim, sdo moléculas resistentes a acdo da agua, do solo e do ar,
permitindo que DNA e RNA possam armazenar informacdes. O
trifosfato de adenosina (ATP), possui uma ligacdo tipo anidrido, que
permite sua atuacdo como moeda de troca de energia.®*®® Por razdes
semelhantes, pesticidas, inseticidas e gases de guerra podem atingir seus
locais de acéo biolégica sem serem destruidos.*

Algumas  moléculas  eletricamente  neutras  apresentam
solubilidade em lipidios e desta forma podem atravessar a membrana
celular. No entanto, moléculas ionizadas sdo insollveis. Esta regra nao
pode ser tomada como absoluta, visto que compostos polihidroxilados
como aclcares podem ser lipofébicos sem sofrerem ionizacdo. Da
mesma forma moléculas extremamente insollveis em &gua como
esteroides podem conservar-se no interior da célula.®?® Certamente,
moléculas ionizadas podem ser mantidas com maior facilidade no
interior da célula. Os grupos fosfodiésteres do DNA e RNA sdo
carregados negativamente, o que o0s torna mais resistentes a hidrolise,
sendo o ty, para a reagéo espontanea da hidrélise do DNA estimado em
200 milhdes de anos.’
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Os ésteres de fosfatos sdo classificados como mono-, di e
triésteres, dependendo do nimero de grupos ésteres presentes (Figura
4). Os monoésteres e diésteres de acido fosforico contém grupos
hidroxila na sua estrutura, o que lhes conferem uma funcionalidade
adicional, que equivale a de 4cidos dipréticos e monoproticos,
respectivamente.®*

Figura 4 — Estrutura geral para monoésteres, diésteres e triésteres de
fosfato.
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O primeiro pK, para mono- e diésteres de fosfato estad em torno de
1-2, 0 que permite sua ionizacdo em pH fisioldgico, ja o segundo pK,
para monoéster alquilico é em tono de 7.°*® Carregados
negativamente, os ésteres de fosfatos estdo menos propicios ao ataque
nucleofilico no atomo de fésforo. Nucledfilos e/ou ions hidréxidos, sdo
repelidos por cargas negativas e, dessa forma, a reacdo é mais lenta com
anions do que com substratos neutros em solugdo alcalina. No entanto,
em solugdes &cidas devido a influéncia dos ions hidrénio, o fdsforo
aumenta sua carga positiva, facilitando reacGes com espécies
nucleofilicas, como a agua.®” Tais peculiaridades sdo coerentes com o
papel fundamental do DNA na preservagdo da informacdo genética e
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explicam porgue a natureza escolheu os ésteres de fosfatos para exercer
essa funcéo.®*®

1.5.1. Agentes neurotdxicos organofosforados

O gas cloro foi usado por tropas alemds como arma quimica
durante a Primeira Guerra Mundial em abril de 1915% na cidade de
Ypres (Bélgica) contabilizando aproximadamente 91 mil mortes.”® Tal
evento desencadeou a corrida em busca de novas armas quimicas, que
culminou com a chegada dos agentes neurotoxicos organofosforados.
Vale ressaltar que ao redor do mundo, principalmente em &reas rurais, 0
envenenamento provocado por pesticidas organofosforados tem
provocado a morte de mais de 200 mil pessoas ao ano.’

A toxicidade dos agentes organofosforados resulta da inibi¢&o
irreversivel da enzima acetilcolinaesterase (AChE) via fosforilacdo de
um residuo hidroxilico de serina no sitio ativo da enzima. A inibi¢do
irreversivel da AChE causa o acumulo de acetilcolina na sinapse das
células nervosas conduzindo a superestimulacdo dos receptores
colinérgicos, convulsdes, parada respiratria e morte.”*"*

O tratamento moderno para 0 envenenamento com agentes
neurotéxicos organofosforados, combina o uso de atropina
(antimuscarinico), diazepam (anticonvulsivo) e um reativador da AChE
da familia das oximas (nucleofilos detentores do efeito alfa) como a
pralidoxima (1).>*>>"

@)
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A primeira geracdo dos agentes neurotdxicos organofosforados,
chamados de agentes G, foram desenvolvidos na Alemanha durante a
Segunda Guerra Mundial, no final de 1930 e na década de 1940. Dentre
eles estdo o cianofosforoamidato Tabun (GA) e os metilfluorofosfatos
Sarin (GB), Soman (GD) e Ciclosarin (GF). A segunda geracgdo utiliza
metilfosfotioatos chamados de agentes V (Venomouns agents) e, surge
po6s-guerra no inicio de 1950 com o VX, desenvolvido na Gré-Bretanha;
0 isbmero RVX na Russia; e o isdbmero CVX na China (Figura 5). Os
agentes V diferem dos agentes G por sua persisténcia. Isto é, ndo sofrem
hidrélise rapida e ndo apresentam volatilidade, garantindo uma maior
persisténcia apés sua aplicacdo.>***™

Esses agentes foram produzidos em milhares de toneladas, com
guantidades enormes estocadas em paises como Estados Unidos da
América e Russia. Em 29 de abril de 1997 entrou em vigor um tratado
discutido na Convencdo Internacional Mundial sobre a Proibi¢do do
Desenvolvimento, Produgdo, Armazenamento e Uso de Armas
Quimicas (CPAQ). O trabalho estabeleceu entre outros objetivos, a total
destruicdo e detoxificacdo dessas armas pelos paises detentores.®* No
entanto, recentemente jornais do mundo todo reportaram o conflito na
Siria, na manha do dia 21 de agosto de 2013,” onde grupos de rebeldes
refugiados no suburbio da capital Damasco foram atacados com misseis
contendo gas Sarin o que levou a morte de centenas de pessoas.

Embora, ja tenham decorridos 16 anos do tratado da CPAQ, o
desenvolvimento de novas técnicas de detoxificacdo desses agentes ndo
é tdo simples e continuam sem uma solucédo adequada.
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Figura 5 — Estruturas de agentes neurotdxicos fosforados utilizados
como pesticidas ou armas quimicas.
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A detoxificacdo de armas quimicas consiste na remocdo do
carater toxico. A hidrolise desses compostos pode ser considerada um
método base para detoxificacdo. Contudo, intermediarios e produtos
gerados ndo devem ser tdxicos, e também, ndo deve ser possivel a Partlr
deles formar novamente armas quimicas. A degradacdo do VX™ esta
ilustrada no Esquema 6, mostrando varias possibilidades de ataque
nucleofilico. Consequentemente, ha possibilidade de formar diferentes
produtos, um dos quais retém significante toxidez (EA 2192). Assim, é
importante estudar os diferentes mecanismos envolvidos em reacfes de
detoxificacdo de organofosforados. Em condic6es neutras, a hidrolise do
VX (Esquema 6) conduz a quebra seletiva da ligagdo P-S produzindo o
acido etil-metilfosfonico (EMPA) de toxidez desprezivel. Entretanto,
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em meio bésico a quebra da ligagdo P-O e P-SR competem
cineticamente com a quebra da ligacdo P-O favorecida (uma diferenca
de 3,2 kcal mol™ foi estabelecida por calculos computacionais) levando
ao produto EA 2192 que é significativamente toxico.” Dentre as reacdes
de substituicdo nucleofilica promovidas via os conhecidos nucledfilos
detentores do efeito alfa, as oximas vém provando sua eficiéncia na
hidrélise seletiva de organofosforados do tipo V. Desta forma,
representam uma alternativa promissora para a detoxificacdo dessas
estruturas.’>"

Esquema 6

? J\
1l
H,0 0-P-oH + HS -~y
Condigdes neutras

EMPA
VX 9
OH
-P-8 +
Condigdes basicas | \/)\l\ —/
EA2192

1.5.2. Substitui¢do nucleofilica em ésteres de fosfatos

As reacOes de substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfatos
acontecem via dois mecanismos conhecidos: (i) o primeiro envolve a
quebra da ligagdo carbono-oxigénio, com o 4tomo de carbono da ligacéo
P-O-C atuando como eletréfilo. Esta reacdo resulta na substituicdo do
grupo fosfato pelo nucleofilo, mantendo intacta a ligacdo P-O; (ii) o
segundo mecanismo acontece com quebra da ligacdo fosforo-oxigénio.
O nucledfilo ataca o atomo de fosforo central, liberando o alcool ou
alcoxido via quebra da ligacdo P—O, mantendo a ligacio O—C.**

Os mecanismos podem ser facilmente distinguidos em reacgdes de
hidrélise: quando o éster fosférico € hidrolisado na presenga de &gua
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rica em O, ja que a localizagdo do 4tomo de O*® nos produtos indica o
local de atagque sobre o substrato (Esquema 7).”’

Esquema 7
|_!ISO/H
“ 9 T
Quebra da ligagdo C-O R. _R—on —_— Peom * R'80H
o7\ HO” \
OH OH
185-H
Quebra da ligagdo P-O \? (I?
R R - R + R—OH
~0” \~OH H180” \~OH
OH OH

O mecanismo que envolve a quebra da ligagdo C-O em ésteres de
fosfato pode ser favorecido em pH baixo, quando o &cido fosférico é o
melhor grupo de saida. Ja em valores de pH maiores, onde o grupo de
saida possui carga negativas, a hidrdlise ocorre preferencialmente via

- x 77,78
quebra da ligacdo P-O.

Em geral o mecanismo das reagfes de substituicdo com quebra da
ligagdo P-O pode proceder através de trés caminhos distintos:
dissociativo, associativo e concertado (Figura 6).”""

O mecanismo dissociativo ocorre em duas etapas, descritas pela
IUPAC como Dy + An.® Inicialmente, na etapa determinante da
velocidade da reacdo, ocorre a dissociacdo do substrato, com liberacéo
do anion metafosfato hidratado (POs). Na segunda etapa, o atomo de
fosforo é atacado pelo nucledfilo. O mecanismo associativo, também
ocorre em duas etapas, adi¢do e eliminacdo (Ay + Dy), em uma reacdo
gue é muitas vezes descrita como Sy2(P). A etapa limitante da
velocidade é o ataque nucleofilico sobre o &tomo de fosforo tetraédrico,
0 que leva a formacéo do intermediario pentacoordenado (fosforano) ou
a um estado de transigdo com geometria do tipo bipirdmide trigonal. No
mecanismo concertado (AyDy) ndo had formacdo de intermediario e a
adicdo e a eliminacdo ocorrem em uma C(nica etapa.’ Assim, o
mecanismo concertado pode ser classificado como dissociativo ou
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associativo dependendo do sincronismo entre a ligagdo que esta sendo
formada com a ligacdo que esta sendo quebrada, como pode ser
visualizado na Figura 6. Os estados de transicdo para estes dois
caminhos percorridos (dissociativo e associativo) diferem no quanto o
grupo de saida esta afastado do 4&tomo de fosforo e quanto o nucledfilo
esta préximo do atomo de fésforo, respectivamente.®

Figura 6 — Trés possiveis caminhos para a reacdo de substituicdo em
ésteres de fosfato: ataque do nucleofilo (Nu’) sobre o éster de fosfato,
exemplificado para o monoéster, mostrando os caminhos: associativo
(An), concertado (AnDy) e dissociativo (Dy), respectivamente. Figura
adaptada da referéncia 79.
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Os fosfomonoésteres podem existir na forma neutra,
monoanibnica ou dianibnica, dependendo do pH. A forma neutra existe
apenas em condi¢fes muito &cidas (pH < 1), o que tem feito que essa
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espécie seja muito pouco estudada. A forma monoanidnica tem sua
concentragio elevada em pH ~ 4,%% sofrendo hidrélise mais rapidamente
qgue a forma dianibnica dos monoésteres. Os monoésteres somente
existem na forma dianiénica em pHs neutros e alcalinos, sendo mais
reativos do que os monoaniénicos quando o grupo de saida é melhor,
como por exemplo o 2,4-dinitrofenil fosfato. Isto acontece porque, em
geral, a natureza dissociativa de uma reacdo é favorecida com melhores
grupos de safda.*

Acreditava-se que os monoésteres dianibnicos reagissem por um
mecanismo puramente dissociativo do tipo Syl (Dy + Ay), com a
liberacdo do &nion metafofato na etapa determinante da velocidade da
reacdo. Contudo, ndo ha evidéncias da formacdo do intermediario
metafosfato em agua e a constante de hidrélise demonstra uma fraca,
mas perceptivel dependéncia da basicidade do reagente nucleofilico,®
indicando uma possivel participacdo no estado de transicdo. Essas
evidéncias sdo indicativas de que a reagd0 segue um mecanismo
concertado, com um estado de transi¢do mais “solto”, que passa mais
perto do caminho dissociativo. Isto significa que a quebra da ligacdo
com o grupo de saida estd mais adiantada que a formacdo da ligacdo
com o nucledfilo (Figura 7, desvio da diagonal tracada entre reagentes e
produtos). Na Figura 7, estdo descritos como estados de transi¢do
“solto”, aqueles localizados no canto inferior do diagrama, onde a
quebra da ligacdo do grupo de saida esta adiantada frente ao ataque do
nucledfilo. Um estado de transicdo “rigido”, corresponde aquele
localizado no canto superior do diagrama, onde o nucledfilo esta
adiantado em relacdo ao grupo de saida

Estes estudos foram realizados com monoésteres de fosfato
arilicos, ja que monoésteres alquilicos reagem muito mais lentamene.
Uma recente investigacdo da hidrdlise da espécie dianidnica do
monoéster metil fosfato, mostrou que a constante de velocidade poderia
ser estimada em 2x10% s a 25°C.° Essa velocidade é préxima da
velocidade prevista pela extrapolacdo do gréafico de Bronsted obtido
para monoésteres dianidnicos arilicos, sugerindo um mecanismo similar
para ésteres alquilicos e arilicos.

Ja o triéster tris-2-piridil fostato (TPP) o qual apresenta alta
velocidade de hidrdlise espontanea, tem a quebra da ligacdo P — OAr
explicada pelo efeito ativante dos grupos vizinhos ao grupo de saida.®*
O efeito dos grupos vizinhos ao grupo de saida pode ser igualmente
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significante a reatividade do nucledfilo e do grupo que se despede. Esse
efeito é consideravel, para a hidrélise esponténea e significantemente
pequeno para reagfes com bons nucledfilos. Ou seja, a velocidade da
quebra de um triéster de fosfato depende de ambos os grupos, o que se
despede e os vizinhos deste. A hidrélise espontanea do TPP envolve o
mecanismo concertado do tipo Sy2(P), com todos os grupos, nucledfilo,
grupo de saida e grupo vizinho ao grupo de saida contribuindo, em grau
diferente, para estabilizar o estado de transig&o.

Figura 7 — Diagrama de More—O’Ferrall-Jencks para a transferéncia de
grupo fosforila de fosfomonoésteres, diésteres e triésteres. As
coordenadas Ay e Dy correspondem a distancia entre o nucledfilo (Nu’)
e 0 atomo de fosforo e a distancia do atomo de fosforo e o grupo de
saida (X).
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A forma monoanidnica dos monoésteres também deve seguir o
mecanismo concertado. Contudo ha indicios de existéncia de um
discreto intermediario metafosfato, o que indica um mecanismo
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preassociativo.®® Um valor pequeno do pardmetro de Bronsted para
grupos de saida, representado como fg (-0,27),% indica pouca alteracéo
na carga efetiva sobre o grupo de saida no estado de transicdo. Este
resultado é consistente com a transferéncia de proton do grupo fosforila
para o grupo de saida, formando uma espécie zwitteribnica com
participacdo de uma ou mais moléculas de agua. A basicidade do grupo
de saida é dependente da transferéncia de préton, e isso indica um
estado de transicdo dependente dessa basicidade.® Logo, monoésteres
monoanibnicos podem ser hidrolisados através de mecanismos
concertado ou preassociativo. Em ambos casos, 0 grupo de saida €
auxiliado por uma reacdo de transferéncia de préton intramolecular.

Valores de coeficientes de Bronsted para o nucleodfilo (Bn.) €
para 0 grupo de saida (), bem como os resultados de efeito isotopico
cinético indicam que fosfodiésteres anibnicos sofrem ataque direto pelo
nucleéfilo na etapa limitante da velocidade, de acordo com um
mecanismo concertado (AxDy) com estados de transicao intermediarios
entre os estados de transicao “soltos” para as reagdes com monoésteres e
os estados de transigdo “rigidos” para as reagdes de triésteres (Figura
7). Fosfodiésteres monoanifnicos com grupos de saida bons, seguem um
mecanismo bimolecular associativo com cardter concertado, sem
formacéo de intermediario onde o estado de transi¢do assemelha-se a um
fosforano dianidnico.® Um mecanismo no qual ha transferéncia de
préton é uma alternativa plausivel em valores de pH menores, onde as
espécies neutras sejam predominantes.®

Os triésteres sdo os ésteres fosforicos mais reativos. Em geral,
triésteres aciclicos seguem um mecanismo concertado com alto carater
associativo e um estado de transicdo cuja natureza “rigida” aumenta com
0 aumento da basicidade do grupo de saida.’

Estudos de relagBes lineares de energia livre, efeito isotdpico
cinético e calculos tedricos tém ajudado a identificar mecanismos das
reacdes de mono, di e triésteres de fosfatos Em geral, pode ser concluido
que: (i) a reacdo de hidrélise de um monoéster ocorre via estado de
transi¢do “solto” na qual a quebra da ligagdo do grupo de saida esta
adiantada e a participac¢do do nucleéfilo na etapa limitante da velocidade
é pequena; (ii) diésteres aciclicos e triésteres com bons grupos de saida
sofrem hidrolises por mecanismo concertado passando por estado de
transicdo com uma maior participacdo do nucledfilo; (iii) em reacGes de
diésteres, o ataque nucleofilico e a despedida do grupo de saida estéo de
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certa forma em sincronia em um mecanismo do tipo concertado AnDy;
(iv) em reacOes de triesteres, ndo se observa a formacdo do
intermediario pentacoordenado (fosforano), mas sim um estado de
transig?o “rigido” com o nucleodfilo adiantado em relagdo ao grupo de
saida.

1.6. Reacdes Envolvendo Catalise Inter- e Intramolecular

As reacfes intramoleculares geralmente ocorrem com maior
eficiéncia que reacdes intermoleculares. 1sso tem SIdO justificado pela
teoria espaco-temporal desenvolvida por Menger,®® que considera
fatores como angulo, entropia e proximidade. A eficiéncia da catalise
intramolecular é definida em termos da Molaridade Efetiva (ME) do
grupo catalitico (ME = Kyinra) / Kagineey), que corresponde a razéo da
constante de velocidade de primeira ordem para a reagéo intramolecular
(ky(intra)) € @ constante de velocidade de segunda ordem para a reagao
intermolecular (Kyginer)). Ambas reaces devem proceder pelo mesmo
mecanismo e condicdes experimentais. A ME expressa em mol L™ é
definida como a concentragdo do grupo catalitico (nucleéfilo ou
eletréfilo) necessaria no processo intermolecular para igualar a constante
de velocidade da reacéo intramolecular.®®

Reacdes inter- e intramoleculares podem ser diferenciadas de
forma simples. Em uma reacdo intermolecular os grupos fazem parte de
moléculas distintas j&, para uma reacdo intramolecular, os grupos
reativos estdo ancorados a mesma molécula como pode ser observado no
Esquema 8, no qual é apresentada esquematicamente a catalise basica
geral observada na reacéo de hidrélise da aspirina.”
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Esquema 8. Rotas mecanisticas definidas para a hidrélise da aspirina
via catalise basica geral intramolecular (ki) € para a reagdo
intermolecular (K (inter))-

)k

k1 (|ntra) H k2(|nter

%
B “~H

O fato das reagBes intramoleculares apresentar maior velocidade
que as reacOGes bimoleculares, tém feito destas, modelo simples para
explicar a magnitude catalitica das enzimas em sistemas biolégicos. Um
mecanismo para a quebra de uma ligacdo X-Y combinando catalise
basica geral, nucleofilica e acido geral pode ser visualizado no
Esquema 9. Embora, o custo entropico para a reacdo do Esquema 9 é
muito grande em solugdes homogéneas, ndo € problema no sitio ativo de
uma enzima, onde o substrato e grupos cataliticos estdo em estreita
proximidade. Assim, é conveniente desenvolver modelos em que 0s
grupos funcionais estejam em estreita proximidade em uma mesma
molécula.”

Esquema 9
Base Geral
BH"
B./\
' H A
\~ X=Y —» Nu—X—Y\
Nu &’H H
Nucleofilica \
A A°
Acido Geral

A catalise nucleofilica intramolecular que ocorre no sitio
catalitico das serinas proteases, Esquema 3, pode ser modelada pela
lactonizagdo de uma hidroxiamida (Esquema 10), a qual pode ser muito
mais rapida do que a hidrélise neutra de amidas ndo ativadas. A
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formacgdo de ciclos termodinamicamente favoraveis pode conduzir a
sistemas cataliticos simples e assim, compostos derivados de amidas,
glicosideos e ésteres de fosfatos, que sdo muito estaveis (com tempos de
meia vida de milhdes de anos em pH proximo a 7) podem ser clivadas
em segundos.®

Esquema 10

HZo &
\‘C
& Y

N~
H

/
ligad
Modelo para Catalise Nucleofilica

A catélise inter- e intramolecular é uma ferramenta importante
para identificar o mecanismo pelo qual determinada reagéo ocorre. Isto
porque, reacBGes que procedem por catalise nucleofilica intramolecular
sdo muito mais eficientes que aquelas que ocorrem por catalise basica
geral (esrgp geral com ME < 80). Assim, é fundamental conhecer o valor
da ME.

1.7. Catalise acida e basica

A catdlise acida e basica pode ser geral ou especifica. A catalise
geral é detectada através das medidas das velocidades de uma reagcdo em
pH constante, na presenca de diferentes concentragcbes do tampao.
Quando as constantes de velocidade sdo independentes da concentragdo
do tampdo, a catélise especifica estd envolvida. Para a catélise cida
especifica a constante de velocidade é dependente da concentracdo do
jon hidrénio (H;0") e os componentes do tampé&o n&o tém efeito sobre a
velocidade da reacdo. Por outro lado, se a velocidade aumenta com 0
aumento da concentragdo do tampdo em pH constante, a constante de
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velocidade da reacdo é dependente da concentracdo dos componentes do
tampdo, quer seja a forma &cida HA ou a forma bésica A. A
dependéncia da constante de velocidade de uma reacdo catalisada por
acidos ou bases de Bronsted em relagdo a concentragdo de tampéo, num
pH constante, é indicativa de catélise &cida ou basica-geral.

E importante notar que na catalise 4cida especifica o reagente esta
em equilibrio com seu acido conjugado e a transferéncia de prétons néo
faz parte da etapa determinante da velocidade. J4, na catélise acida geral
a transferéncia de prétons faz parte da etapa determinante da velocidade
(Esquema 11). O termo “geral” refere-se ao fato de que qualquer acido
ou base que for adicionado a solucdo afetard a velocidade da reacdo. O
termo “especifico” refere-se ao fato que apenas um &cido ou base, que
faz parte do solvente afeta a velocidade (hidr6nio ou hidroxido, quando
o solvente ¢ 4gua).*?**

Esquema 11 — Mecanismos da catalise &cida geral e especifica na
hidratacdo da acetona.

Répida
o H_o ( Lent ®
; enta Rapida
Acido Especifica )J\ /k /k\ )\\J' H;0
OHZ S
.'OHz

Lenta o
+ Al 4> HA

Acido Geral /{\ Raplda /\\

:OH2

As catalises béasicas (Esquema 12) seguem principios
semelhantes daqueles discutidos na catélise &cida. Na catalise basica
especifica o equilibrio envolve fon hidroxido na primeira etapa da
reacdo e a base ndo estd envolvida no passo determinante da velocidade.
Na catélise basica geral a base esta envolvida no passo determinante da
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velocidade participando, por exemplo, para desprotonar a 4gua que esta
sendo adicionada ao substrato.” Os Esquemas 11 e 12 representam
possiveis mecanismos para a hidratacdo da carbonila e ilustram
discussdes aqui propostas, sendo assim, ndo devem ser tomados como o
cenério mecanistico mais correto.”

Esquema 12 — Possivel mecanismo envolvendo catélise basica geral e
especifica para a hidratacdo da acetona.

(‘Hf
aplda Lenta OH o
Base Especifica )1\ - )\\4' :OH
OH OH
. ./H
t‘.’
. .e
Base Geral )]\Lenta)N Rapida )N +
'OH
8
H™B + BI—©= ~:B

Em sistemas bioldgicos os grupos de saida ndo sdo sempre bons e
a hidrolise da ligagdo P—O em ésteres de fosfatos depende da assisténcia
de eletréfilos apropriadamente posicionados. Isto geralmente é feito por
um cétion metalico, ou por um &cido geral em enzimas que ndo fazem
uso de metal no sitio ativo e, em geral, a catalise acido-base geral é
muito eficiente nos sitios ativos das enzimas. Assim, os modelos
apresentados na Figura 8 sdo estudados para aprimorar nossos
conhecimentos sobre catélise intramolecular na reacdo de transferéncia
do grupo fosforila (PO3).**** A transferéncia de fosforila do 8-
(dimetilamdnio)-naftil-1-fosfato ocorre através da catalise acida geral do
grupo vizinho NH", a reaco é acelerada em torno de 10° vezes® e a
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ligagdo de hidrogénio intramolecular é fundamental na catélise
observada.

Figura 8 — Modelos de reagdes intramoleculares de ésteres de fosfatos,
gue incluem possiveis catalises acido geral (em vermelho) e base-geral
(em azul). Na reacdo do bis-(2-(1-metil-1H-imidazolil)-fenil) fosfato,
deve ser levada em consideracdo evidéncias que apontam para uma
possivil catdlise nucleofilica intramolecular, ndo representada na
figura.
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bis(2-(1-metil-1H-imidazolil)-fenil) fosfato

1.8. Catalise nucleofilica

A catélise nucleofilica pode ser definida como uma reacdo na
qual o nucledfilo reage muito mais rapidamente que qualquer outra
espécie e liga-se de forma covalente com um dos reagentes, gerando um
intermediario mais reativo do que o reagente de partida, aumentando a
velocidade da reacdo. Os mecanismos de catalise bésica geral e catalise
nucleofilica sdo cineticamente equivalentes. A catalise nucleofilica pode
ser caracterizada rapidamente quando se consegue identificar ou
capturar o intermediario formado. A néo identificacdo do intermediario
ndo significa que ndo haja catélise nucleofilica mas, j& que o
intermediario pode ser instavel. Outras estratégias para distinguir os
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mecanismos podem ser a determinacdo dos efeitos isotdpicos e a analise
do gréfico de Bronsted. Assim varias evidéncias podem ser utilizadas
para apontar para um mecanismo de forma mais convincente e
conclusiva.”

A transferéncia ndo enzimatica de fosforila do ATP para aminas,
tem sido estudada como base para o entendimento de reacGes
enzimaticas. O estudo comparativo entre as reagdes com nucleofilos
como oxigénio ou nitrogénio, permite sugerir que a reacdo do ATP com
um nucledfilo com oxigénio, pode ser acelerada utilizando uma amina
nucleofilica, com o subsequente colapso do intermedidrio amino
fosforilado. Em geral, as reacdes com aminas sdo de 30 a 100 vezes
mais rapidas do que as reagoes com nucledfilos com oxigénio em
temperatura fisiolégica (37°C).%" Essa comprovagdo é consistente com a
participacdo do imidazol do residuo histidina na transferéncia de
fosforila em sistemas biolégicos. Como exemplo, a hidrolise do p-
nitrofenil-fosfato dianion® catalisada por imidazol ocorre 200 vezes
mais rapida que a reacdo ndo catalisada (Esquema 13) e, procede com
ataque do imidazol no atomo de foésforo, seguido da hidrélise do

fosforilimidazol.®’

Esquema 13

O
OPG

PO,>
G + | H,O r
N® 2
Lenta § \ HOPO,* + \\ 7 + H
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NO,

Em 2008, Orth e col.® estudaram a reacdo do diéster de fosfato
BMIPP (bis(2-(1-metil-1H-imidazolil)-fenil) fosfato) que contem dois
grupos imidazois com capacidade de atuar como catalisadores acido-
base geral, como modelo da ribonuclease A. No entanto, estudos
tedricos e espectrometria de massas, mostraram que a reagdo podia
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proceder por dois mecanismos cineticamente equivalentes (Esquema
14).* Os mecanismos propostos envolvem: i) catalise &cida geral
intramolecular (IGAC) e catalise base-geral intramolecular (IGBC),
como no caso de uma ribonulease A; e ii) catalise nucleofilica
intramolecular (NUC) assistida por catalise acida geral intramolecular,
como acontece na familia das fosfolipases D. As investigacfes para a
hidrélise do BMIPP permitiram identificar o intermediario imidazol
fosforilado, embora este intermediario tenha um tempo de vida muito
curto. Provavelmente, os dois mecanismos atuam de forma competitiva
na reacdo descrita no Esquema 14, com o maior destaque para o
mecanismo que envolve a catalise nucleofilica.

Esquema 14

Me ~ /_\
<il HCIN{;}\IMe (i) Ne NS
- > \@‘.

IGAC + NUC MeN™ @ ‘N7 é'o

o (.H—N{ﬁ N/\Z\NMe
Nyl Q) NMe (ii) "
MeN\_/N'~ 00 — > HO

BMIPP intermediario

Intermediarios de imidazois fosforilados mais estaveis foram
detectados nos estudos da degradacao dos diésteres, bis(2,4-dinitrofenil)
fosfato (BDNPP) e etil-2,4-dinitrofenil fosfato (EDNPP) e do triéster
dietil-2,4-dinitrofenil ~ fosfato (DEDNPP).” Os intermediarios
fosforilados,  relativamente  estaveis, foram  detectados por
espectrometria de massa e ressonancia magnética nuclear (NMR). As
reacdes com ésteres de fosfatos derivados do 2,4-dinitrofenol (EDNPP e
DEDNPP) catalisadas por imidazol em meio aquoso (Esquema 15)
acontecem via catélise nucleofilica, sendo o imidazol regenerado apés
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ataque exclusivo ao dtomo de fosforo, que leva a formagéo do éster de
fosfato correspondente.

Esquema 15

Imidazol
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} H,0
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P. Rzo//
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(o] oRz 1 N.- R10

NOZ - N02
Intermediario

(Fosforilimidazol)
EDNPP: R; =H e R, = Etil
DEDNPP: Ry e R, = Etil

1.9. Polimeros como catalisadores biomiméticos

Klotz e colaboradores na década de 1970 reportaram um dos
primeiros trabalhos em que polimeros sintéticos foram empregados
como modelos miméticos de enzimas. Os estudos tiveram como base a
hidrélise de ésteres derivados do nitrofenol'’ e o 2-hidroxi-5-nitrofenil
sulfonato™ catalisadas por polietilenoimina (PEI) modificada com
grupos dodecil e metileno imidazol ancorados na cadeia polimérica
(Figura 9). Estudos cinéticos comparativos envolvendo o PEI
funcionalizado e a enzima a-quimotripsina com o éster derivado do
nitropenol forneceram constantes cataliticas semelhantes. O aumento da
velocidade da reacdo de hidrdlise do 2-hidroxi-5-nitrofenil sulfonato foi
da ordem de 10" vezes em comJ)aragéo ao imidazol livre e 10? vezes em
relacio & enzima aril sulfatase.!
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Figura 9 — Estrutura do PEI funcionalizada com grupos metileno

imidazol como sitio catalitico e dodecil como sitio hidrofobico.

sitio catalitico

K/H |
NV H-C
(H2 )11CH3

sitio hidrofébico
PEI
funcionalizado

O PEI é obtido através da polimerizacdo da etilenoimina e
possuem a etilamina como unidade repetida. A estrutura do PEI (2) é
constituida por 25% de aminas primarias, 50% de aminas secundarias e
25% de aminas terciarias. Os nitrogénios terciarios sdo 0s pontos de
bifurcacdo no esqueleto polimérico. O microambiente policatidnico é
fornecido pelas cargas positivas depositadas sobre os atomos de
nitrogénios da cadeia polimérica onde, na faixa de pH entre 3 e 13
coexistem as aminas protonadas e deprotonadas.***® Isto faz com que o

PEI possa atuar como catalisador acido-base geral e/ou nucleofilico.

K\NHz K\H/\/NH;

N N N
HZN/\‘/ SN \//\NHZ

e
HZN/\/N\/\NH2
- —-n
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Sendo assim, a construcdo de enzimas sintéticas deve levar em
consideracgdo varios fatores que facilitam a eficiéncia catalitica, dentre
estes:

(i) Alta afinidade para a formacdo da ligagdo enzima-
substrato, resultante de um sitio ativo na enzima, que é
complementar a forma e distribuicdo de cargas ao substrato, como
também de ligagdes hidrofébicas do substrato ao sitio catalitico.
O sitio ativo, geralmente hidrofobico contém residuos cataliticos
ativos (e.g. o trio catalitico: serina, aspartato e histidina).

(i) O processo de difusdo do substrato no sitio ativo deve
ser rapido. Os substratos devem ser termodinamicamente neutros.
Substratos ou produtos fortemente ligados ao estado de transicdo
reduzem a eficiéncia catalitica;

(iii) A proximidade dos grupos cataliticos no sitio
ativo de uma enzima pode reduzir o custo entrépico de uma
reacdo, tornando-a termodinamicamente favoravel;

(iv)Alta velocidade de reacdo e alto nimero de ciclos
cataliticos, o qual ocorre porque a enzima tem afinidade maior
pelo estado de transicdo que pelos reagentes ou produtos e assim
estabiliza o estado de transicdo e diminui a energia de ativacao
para a reacéo global.*

A estrutura do PEI pode ser funcionalizada por alquilagdo ou
acilacdo dos nitrogénios. Assim, o PEI e seus derivados tém sido usados
na preparacéo de enzimas sintéticas.'®

A vitamina Bg (3) e compostos derivados sdo essenciais para a
manutencdo dos processos vitais e uma ampla variedade de enzimas faz
uso da vitamina Bg como cofator. Reagdes de transaminagdo e outras
transformacfes de aminoéacidos sdo realizadas com piridoxal-fosfato
(forma ativa da vitamina Bg) (4) e piridoxamina-fosfato (5) como
coenzimas.'*
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A transaminacdo entre um aminoacido e um cetoacido é,
provavelmente, a mais importante forma de transferéncia de nitrogénio
em sistemas bioldgicos. A reagdo acontece com a piridoxamina-fosfato
reagindo com o cetoacido para formar piridoxal-fosfato e o aminoéacido
correspondente. Liu e Breslow'® utilizaram o PEI funcionalizado como
transaminase mimética e a piridoxamina como cofator para promover a
transaminagdo do &cido piravico (Esquema 16). A constante de
velocidade para a reacdo com PEI funcionalizado e a piridoxamina foi
6.700 vezes maior que a reacdo da piridoxamina livre. A reagdo de
transaminagdo envolve varios passos em que ha catélise acida e basica
geral. A eficiéncia da catalise tem sido atribuida aos nitrogénios nédo
protonados, os quais sdo suficientemente basicos para promover catalise
basica geral. Da mesma forma, aminas protonadas sao suficientemente
acidas para participar na catalise acida geral e ambos processos
cataliticos sdo possiveis com PEI, principalmente pela proximidade dos
nitrogénios na cadeia polimérica.

Esquema 16
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Breslow e colaboradores em 2009, utilizaram poli(vinil
imidaz6is) como transaminase mimética.'®® Os estudos foram realizados
com os polimeros poli(4-vinilimidazol) (P4VIm) e poli(1-vinilimidazol)
(P1VIm) na reacdo de transaminacao de acidos pirGvicos na presenca de
diferentes piridoxaminas como cofatores (Esquema 17). A aceleracao
da aminacédo do acido fenilpirtvico pelo polimero P4VIm com 4,5% de
mondmero dodecil na presenca do cofator E é de quase 2 milhdes de
vezes. Sob as mesmas condicdes, o acido indol pirdvico foi convertido a
triptofano com aceleracéo de 4 milhdes de vezes.'®

Esquema 17
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B
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/

HN
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poli(4-vinilimidazol) poli(1-vinilimidazol) Cofator
P4Vim P1VIim

Esforcos importantes vém sendo realizados para verificar a
importancia dos efeitos cooperativos na catdlise. Com esse intuito o
polimero poli(acrilamida) foi funcionalizado com o grupo hidroxamato
juntamente com carboxilato para formar o poli(hidroxamico) alcanoato
(PHA) onde foram detectados efeitos cooperativos entre os respectivos
grupos reativos.”® O polimero PHA se mostrou eficiente na degradacio
do diéster e do triéster de fosfato BDNPP e DEDNPP, respectivamente.
Em ambas reaces a velocidade aumentou por um fator maior que 10°
vezes. O mecanismo sugerido para a defosforilagio com PHA depende
do pH. Na faixa de pH em que a espécie monoanifnica é predominante,
0 mecanismo deve ocorrer através do ataque do grupo carboxilato sobre
0 BDNPP e/ou através da catélise basica com o oxigénio do grupo
carboxilato assistindo o ataque do hidroxamato e aumentado sua
nucleofilicidade na reacdo com o BDNPP (Esquema 18). Em pH mais
elevado, o hidroxamato pode atacar diretamente o substrato, podendo ou
ndo ser assistido por uma catalise basica geral intramolecular do grupo
carboxilato adjacente.
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Esquema 18 — Mecanismos sugerido para a defosforilagdo com PHA.
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1.9.1. Polimeros molecularmente impressos

Outra classe de catalisadores biomiméticos sdo os polimeros
molecularmente impressos (MIPs, do inglés molecularly imprinted
polymers). Os MIPs foram sintetizados com o objetivo de tornar os
sitios ativos na cadeia polimérica muito mais miméticos a certos fatores
gue possam contribuir para uma elevada atividade catalitica. Para isso,
grupos polimerizaveis sdo fixados a uma molécula modelo, a qual é
copolimerizada com grande excesso do agente que promova a formagéo
de ligacOes cruzadas, na presenca de um solvente inerte. O modelo apés
a copolimerizacdo deve ser cuidadosamente removido, o que faz com
gue ocorra a formacdo de um polimero altamente poroso com cavidades
bem definidas que podem atuar como sitios cataliticos artificiais.'?

Os MIPs tém-se demonstrado eficientes para mimetizar o sitio
ativo de enzimas naturais, como também possibilitam introduzir grupos
cataliticos eficientes junto ao sitio ativo em uma orientacdo
predeterminada. Grupos que ndo existem na natureza podem ser
introduzidos por essa técnica.
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1.9.2. Polimeros desenvolvidos via quimica organica
combinatoria

A quimica combinatéria pode, em geral ser definida como o
método que permite, de forma simultanea, sintetizar um grande nimeros
de compostos utilizando uma variedades de materiais de partida."®* Um
exemplo do emprego da quimica orgénica combinatoria é o trabalho
desenvolvido por Menger e colaboradores’ em que o foco foi a
funcionalizagdo da poli(alilamina) com diferentes &cidos carboxilicos
em um dnico passo (Figura 10), com o objetivo de obter polimeros que
pudessem catalisar a degradacdo do diéster bis(p-nitrofenil) fosfato
(BNPP) de forma andloga a uma fosfodiesterase. Os estudos da
degradacdo do BNPP foram conduzidos em pH 7 em temperatura
ambiente na presenca de um dos trés fons metalicos (Mg®*, Zn** e Fe*").
@) mai03r+incremento na velocidade foi de 31.400 quando na presenca de
fons Fe™.

Figura 10 — Funcionalizacédo aleatéria da poli(alilamina) com diferentes
acidos carboxilicos. Os grupos R no polimero, representam varios
grupos funcionais.
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Outro estudo realizado por Menger também amparado na quimica
organica combinatoria, foi a polimerizacdo do anidrido acrilico seguida
de reacdo com diferentes aminas, para desenvolver um catalisador capaz
de promover a desidratacdo de uma fS-hidroxicetona (Esquema 19).'%
As reacbes de eliminacdo sdo encontradas também em sistemas
bioloégicos onde citratos sdo desidratados a aconitatos e malatos a
fumaratos, por enzimas individuais. A melhor desidratacdo observada
apresentou um fator catalitico de 920 (23°C) proximo do valor de 1.200,
observado para a desidratacdo do mesmo substrato por anticorpos
cataliticos a 37°C, em pH 7.

Esquema 19 - O poli(anidridoacrilico) foi funcionalizado
simultaneamente com trés ou quatro aminas de onze aminas. As aminas
em azul fazem parte do polimero funcionalizado com maior fator
catalitico na reacdo de eliminagéo.
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A quimica organica combinatdria aplicada no desenvolvimento
de catalisadores tém-se mostrado eficiente. E uma forma répida de testar
diferentes grupos como sitios cataliticos em uma Unica molécula,
embora, a predefinicdo dos grupos na estrutura polimérica é definida ao
acaso, o que torna muito dificil a reprodutibilidade do catalisador.
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2. OBJETIVOS

O objetivo desta tese de doutorado é desenvolver nanoreatores
através da funcionalizacdo do acido poli(acrilico) (PAA) com grupos
imidazodis e avaliar a eficiéncia catalitica do mesmo em reacfes de
degradacdo de ésteres de fosfato e carboxilato.

Para atingir os objetivos desta tese estratégias foram definidas
dentre as quais, destacam-se:

1. Funcionalizar o PAA com 1-(3-aminopropil)-imidazol
utilizando carbodiimida;

2. Caracterizar e propor a estrutura do polimero
funcionalizado (PAIM) através de técnicas de:

a) Infravermelho,

b) NMR 'H,

¢) Espectrometria de massas,

d) Cromatografia por filtracdo em gel,
e) Titulagdo potenciométrica, e

f) Eletroforese capilar.

3. Aumentar a hidrofobicidade do polimero PAIM via
alquilagdo com 1-bromododecano levando ao produto PAIM-12.

4, Avaliar a eficiéncia catalitica dos polimeros PAIM e
PAIM-12 na degradacdo dos ésteres de fosfato dietil 2,4-dinitrofenil
fosfato (DEDNPP) e de carboxilato acetato de 4-nitropenila (PNPA) e
caprilato de 4-nitrofenila (PNPC).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.  Reagentes

O 4cido poli(acrilico) (PAA) de massa molar 1.800 g mol™, N,N’-
diisopropilcarbodiimida 98% (DIC) e 1-(3-Aminopropil)-imidazol 98%
foram obtidos da Sigma Aldrich e foram usados como recebidos. O
solvente N,N — Dimetilformamida (DMF) (P.A. Vetec) foi seco com
peneira molecular 3A ativada e o diclorometano (P.A. Vetec) foi usado
como recebido. A agua deuterada (D,0) foi adquirida da Cambridge
Isotope Laboratories (99,9%). Os substratos acetato de 4-nitrofenila
(PNPA) e caprilato de 4-nitrofenila (PNPC) foram procedentes da
Aldrich, ja o triéster dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) foi
disponibilizado pelo Laboratério de Catalise e Fendmenos Interfaciais e
seu preparo estd bem definido na literatura.’® Os demais reagentes
foram procedentes da Aldrich, Carlos Erba e Vetec, sendo utilizados
sem tratamento prévio.

3.2. Sintese do PAIM e PAIM-12

A sintese do PAIM parte da funcionalizagdo do PAA através da
reacdo com o agente de acoplamento N,N’-diisopropilcarbodiimida
(DIC)™’ de acordo com a Figura 11 a.
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Figura 11 — Representacdo das reagdes: (a) funcionalizagdo do PAA
com 1-(3-Aminopropil)-imidazol e (b) alquilacdo do PAIM com 1-
bromododecano.

(a) Sintese do PAIM
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PAIM 1,3-diisopropil ureia

(b) Alquilacido do PAIM

n n 75°C n " -
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N N
HN ~ N/ HN ~ N/ \/Hm\
PAIM
PAIM-12

Foram diluidos em um baldo de 250 mL 1,5 g (20,0 mmols do
mondmero) do PAA em 30 mL de DMF a 60°C, em seguida foi
adicionado sob agitagdo 20.0 mmol do agente de acoplamento (DIC)
diluido em 10 mL de DMF. Ap6s 30 minutos, com agitacdo constante,
foram adicionado gota-a-gota 20,0 mmols de 1-(3-aminopropil)-
imidazol diluidos em 10 mL de DMF. A temperatura foi elevada e
mantida a 75°C por quatro dias. No final desse periodo a solucéo foi
mantida em repouso até o sistema atingir temperatura ambiente. Apds o
periodo de repouso o precipitado N,N -diisopropilureia foi removido por
filtracdo e 0 DMF rotaevaporado a 75°C e pressdo negativa de 15 torr. A
solucdo contendo o polimero foi diluida em agua deionizada e a ureia
remanescente foi removida em um extrator liquido-liquido utilizando
CH,CI,/H,0 (Figura 12).
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Figura 12 — Foto do sistema de extracdo liquido-liquido (CH,CI»/H,0)
em processo de purificagdo do polimero.

Condensador
Soluciao do PAIM
em H,0
Sifiao
Balao com
CH,Cl,
Manta de
aquecimento

Fonte: proprio autor.

A ureia, mais soltvel no solvente orgénico, pode ser extraida da
solucdo aquosa de polimero em aproximadamente 48 horas de extragao.
Durante o processo, o0 solvente (CH,Cl,) é mantido em ebuli¢do e seus
vapores sdo lentamente condensados, novamente na forma liquida o
solvente orgéanico gota-a-gota atravessa a solucdo aquosa carreando a
ureia remanescente da solucdo PAIM/H,0. Através do dispositivo sifdo
a solucdo CH,Cly/ureia é conduzida ao baldo, o solvente é recuperado e
0 ciclo mantido. Finalmente, a fase aquosa contendo o polimero
solubilizado foi concentrada em rotaevaporador e posteriormente
liofilizada. O produto é um so6lido amorfo de cor amarelada. O polimero
foi caracterizado de acordo com o item 3.3. (resultados e discussdo item
4).

O polimero PAIM foi alquilado'® com 1-bromododecano para
levar ao produto PAIM-12 de acordo com a Figura 11 b. A reagdo foi
realizada em um baldo de 50 mL, onde foram adicionados 1,96 g do
PAIM e 20 mL de DMF. O sistema foi homogeneizado, logo apds
adicionou-se, a temperatura ambiente, lentamente 0,5 mL (2,1 mmols)
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do 1-bromododecano sé entdo, a temperatura foi elevada para 70°C e o
sistema mantido por quatro dias. No final desse periodo, o aquecimento
foi desligado e o sistema resfriado a temperatura ambiente.
Posteriormente, o solvente foi rotaevaporado a 75°C e pressdo de 15
torr. O produto foi solubilizado em CH,Cl, e extraido com H;O". O
polimero solubilizado em 4gua foi concentrado em rotaevaporador e
posteriormente liofilizado. 1V e NMR 'H ver resultados e discusséo
item 4.1.1.

3.3. Métodos

O PAA funcionalizado foi caracterizado através das técnicas de
infravermelho (1V), NMR H, espectrometria de massas com ionizagdo
por eletronebulizacdo (ESI/MS, do inglés Electrospray ionization —
Mass Spectrometry), titulagdo potenciométrica, cromatografia por
filtracdo em gel ou exclusdo de tamanho, (GFC/SEC, do inglés Gel
Filtration Chromatography / Size Exclusion Chromatography) e
Eletroforese Capilar.

3.3.1. Estudos por espectroscopia de 1V

As analises de IV foram realizadas em um espectrémetro Varian
modelo Excalibur 3100 com transformada de Fourier equipado com um
detector do tipo MCT. As amostras foram analisadas em pastilhas de
KBr.
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3.3.2. Estudos de NMR H

As anélises de NMR 'H foram realizadas no aparelho de
ressonancia magnética nuclear de 200 MHz disponivel na Central de
Andlise do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). As solucbes foram preparadas e analisadas a 25°C
contendo 10 mg mL™" do polimero em &gua D,O/TMS. Os espectros
foram manipulados pelo programa MestreC.

3.3.3. Estudos de GFC/SEC

Os estudos para determinagdo da massa molecular do polimero
funcionalizado foram realizados por GFC/SEC em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) Varian, modelo Pro
Star, com uma bomba Varian 210 e detector de indice de refracdo
Varian 356-LC. As corridas foram feitas a 35°C em 1,0x10 mol dm
de Na,CO; pH 9,4 (fluxo de 1,0 mL min™) em uma coluna Varian
PLaquagel —OH Mixed —H (8 pm, 300 x 7,5 mm). O peso molecular foi
calculado com base na curva de calibra¢do obtida através de padrdes de
poli(etilenoglicol) (PEG) de diferentes pesos moleculares (26.840,
20.360, 4.000 e 1.500 g mol™). O peso molecular numérico médio(M,,),
0 peso molecular ponderado médio (My,) e a dispersidade da massa
molar (de acordo com a IUPAC'® — molar-mass dispersity, £},) foram

calculados utilizando as Equagdes 1 a 3 respectivamente,*® em que h, é
a altura do cromatograma no tempo 1 e M; é a massa do polimero no
tempo 1.

i Xhy
M, = 1
n Zhl/Ml ( )
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My = M (2)

By = du 3)

3.3.4. Estudos de espectrometria de massas — ESI-MS/MS

Os estudos foram realizados com o objetivo de revelar a
composicdo elementar do ion molecular através de valores exatos da
razdo massa carga (m/z) efou fragmentos que possam ser utilizados
como impressdo digital na andlise composicional do polimero. Os
polimeros foram submetidos a anélise de ESI-MS e ESI-MS/MS

Os experimentos de ESI-MS/MS foram conduzidos sob
supervisdo do Prof. Dr. Gustavo Amadeu Micke e doutoranda Melina
Heller no laborat6rio LACFI.

As analises de ESI/MS foram realizadas em um espectrometro de
massas LC/MS/MS triplo-quadrupolo Applied Biosystems modelo
3.200 Q Trap com resolucdo unitaria. O aparelho foi operado no modo
fon positivo, espécies individuais foram submetidas & dissociacdo por
colisdo induzida (CID) com nitrogénio como gas de colisdo. Por essa
técnica foi possivel detectar a razdo massa/carga do mondmero do
polimero PAIM, assim como suas respectivas quebras. As amostras
foram preparadas em agua/0,1% de &cido formico 10 ppm e injetadas
diretamente com fluxo de 20,0 uL min™. As condices operacionais da
fonte foram de 5.500 Volts para o ion-spray; Nitrquénio foi utilizado
como cortina de gés de dessolvatagdo (Curtanin Gas'") a 10 psi, como
gas de nebulizacdo (GS1) foi utilizado argdnio a 18 psi. Os dados foram
tratados utilizando o software Analyst (versdo 1.5.1; Applied
Biosystems).
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3.3.5. Titulacao potenciométrica

As medidas de titulacdo potenciométrica foram realizadas em um
sistema automatizado com um titulador Metrohm, modelo 765 Dosimat
e pHmetro Metrohm, modelo 827 pHlab, em uma célula de vidro com
capacidade para 150 mL. A solucdo contendo o polimero funcionalizado
foi titulada com pequenos incrementos de solu¢do padronizada de KOH
0,1 mol L™ sob atmosfera de nitrogénio e forca ionica controlada. Os
dados obtidos experimentalmente foram tratados através do programa
FITEQL 4.0, com a finalidade de determinar os pK dos grupos
carboxilato e imidazoélico os quais esperam ser encontrados na cadeia do
polimero funcionalizado e assim determinar a eficiéncia da
funcionalizag&o.

3.3.6. Estudos de Eletroforese Capilar

Os experimentos foram conduzidos sob supervisdo do Prof. Dr.
Gustavo Amadeu Micke e doutoranda Melina Heller. As analises foram
realizadas em um equipamento de eletroforese capilar modelo HP*PCE
da marca Agilent Technologies (Palo Alto, CA, E.U.A.) equipado com
um detector de arranjo de diodos ajustado em 280 nm (acetona,
marcador do fluxo eletrosmoético 1) e 410 nm (tiouréia, marcador do
fluxo eletrosmético 2), respectivamente. A aquisi¢ao e o tratamento dos
dados foram realizados com o programa HP Chemstation.

As solucdes contendo os marcadores de fluxo e o polimero
foram introduzidas pela extremidade mais afastada do detector (“inlet”)
e injetadas hidrodinamicamente sob pressdo de 50 mbar (50 mbar =
4996.2 Pa), conforme o método utilizado (Williams & Vigh)."" A
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tensdo aplicada para a separagdo foi de 10 kV por 0,75 min, com
polaridade positiva no lado da injecéo.

Todas as medidas foram realizadas a 25°C em um capilar de
silica fundida com revestimento externo de poliimida (32 cm x 50 um
D. I. x 375 um D. E.) adquirido da Polymicro (S&o Paulo, Brasil). O
capilar foi, primeiramente, condicionado com hidroxido de sédio 1,0
mol L™ e 4gua deionizada por 30 min cada e com cada eletrélito de
corrida por 10 min. Entre as corridas, o capilar foi condicionado durante
1 min com o eletrélito de corrida.

3.3.7. Estudos de Tensiometria

A concentragdo micelar critica (CMC) do PAIM foi determinada
por tensiometria, as medidas das tensdes superficiais foram realizadas
usando o método de placa de Wilhelmy'** em um Tensiémetro
EasyDyne da KRUSS. As medidas forma feitas a 25°C e o ponto zero
foi obtido em &gua deionizada como sendo de 71,7 mN m™ (yj0 = 71,9
mN m™, a 25°C)"*®, seguiu-se entdo com sucessivas adicdes de 25 uL de
uma solucéo estoque de 5,02x102 mol dm™ do PAIM em &gua.

3.3.8. Estudos cinéticos

As medidas cinéticas foram realizadas em um espectrofotémetro
de UV/VIS Cary 50, o qual esta acoplado a um computador, onde esta
disponivel o sistema de aquisi¢do e tratamento de dados Cary WinUV
3.00. Em todas as medidas foram utilizadas cubetas de quartzo com
capacidade de 3,5 ml e 1,0 cm de caminho 6tico. As reacbes foram

68



iniciadas pela adicdo de uma aliquota de 10 uL da solugdo estoque do
substrato em CH5CN (5,1x10® mol dm™ para DEDNPP e 1,0x10™ mol
dm™ para PNPA e PNPC) (estocada em freezer) a 3 mL de uma solucio
do polimero funcionalizado previamente tamponada e com
compensacao de temperatura em cela acoplada a um banho termostéatico.
As constantes de velocidades observadas (kops) foram medidas seguindo
0 aumento das absorbancias no comprimento de onda correspondente ao
aparecimento do produto fendlico em funcdo do tempo. Os pHs das
medidas cinéticas foram mantidos com o0s seguintes tampdes:
CH3;COOH (pH 4,00-5,00), BIS-TRIS (pH 6,00-7,00) e TRIS (pH 8,00-
9,00) e bicarbonato (9,50-10,50), todos a 1,0x10 mol dm™. As medidas
de pH foram realizadas com um pHmetro digital Hanna, calibrado com
solucdes padrdes pHs 4,00, 7,00 e 10,00 (Carlo Erba). Todas as medidas
foram realizadas com compensacgédo de temperatura, em cela acoplada a
um banho termostatico operando com temperatura minima de 25°C e
maxima de 55°C ambos com variagdo de + 0,1°C. As medidas
realizadas em agua deuterada (D,0) tiveram os valores de potencial de
deutério (pD) corrigidos considerando pD = pHyigo* (4,29x10%T) -1,04
onde T é a temperatura em Kelvin."**

As medidas cinéticas foram acompanhadas pela formacdo dos
produtos fendlicos: (i) 2,4-dinitrofenolato comprimento de onda maxima
(Amax) €m 360 nm, produto observado da degradacdo do DEDNPP; (ii)
4-nitrofenolato (Amsx = 400 nm) produto observado da degradacdo do
PNPA e do PNPC, em pH < 7 o produto 4-nitrofenol foi acompanhado
em comprimento de onda de 317 nm. Os espectros sucessivos de UV-
VIS representados na Figura 13 sdo tipicos da degradacdo em agua do
(a) DEDNPP em func¢éo do tempo em pH 8 a 25°C, (b) PNPA e PNPC
acima do pH 7, (c) PNPA e PNPC abaixo do pH 7, a 25°C.
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Figura 13 — Espectros sucessivos de UV-VIS tipicos da degradacdo em
agua de (a) DEDNPP em funcéo do tempo em pH 8 a 25°C (Amsx = 360
nm), (b) PNPA em pH 9,5 (Amsx = 400 nm), (c) PNPA em pH 4,5 (Amax
= 317 nm), a 25°C. A esquerda esta representada respectivamente os
graficos de absorbancia em fun¢éo do tempo.
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As corridas cinéticas foram efetuadas sob condicdes de primeira
ordem e monitoradas por no minimo trés tempos de meia vida (t;,), 0s
valores da constante de velocidade observada de primeira ordem (Kops)
foram obtidos graficamente empregando a Equacdo 4, na qual A;
representa a absorbancia no tempo t qualquer, Ai; 0 valor da
absorbancia em tempo infinito e Ay representa a absorbancia para o
tempo t igual a zero. Um grafico de In(Airs. — Ay em funcdo do tempo
forneceu uma correlacédo linear na qual In(A), é igual ao intercepto e Kops
representa o coeficiente angular. No entanto, rea¢fes com ty, superior a
3.000 horas foram monitoradas por velocidades iniciais (Vo) e 0s
coeficientes angulares dos gréaficos de absorbancia vs o tempo, foram
divididos pelas absorbancias finais calculadas.

Os célculos dos parametros de ativacdo foram feitos através dos
valores de kqps pelo emprego da equacdo de Eyring, representada abaixo
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(Equacdo 5). Um gréfico de Eyring de In [kepsh (kg T)™] como fungéo
do reciproco da temperatura termodindmica forneceu uma correlagdo
linear na qual 48” R™ é igual ao intercepto e 4K~ R™ representa 0
coeficiente angular. As energias de ativacdo (E,) foram fornecidas
através da Equacao 6 enquanto as variagGes de energia livre de ativacdo

(4G”) foram calculadas a partir da Equagéo 7.

ln(Aoo) - At) = - kObS t+ In AO

In (k,,,,s h) _ AS*_ AH*

kgT R RT
E, =AH* + RT
* _ kobs h
AG* = ln(_kBT ) X RT

(4)
(5)
(6)
()

Os ajustes dos dados cinéticos foram realizados com o programa
ORIGIN versdo 8, sendo que para todas as medidas os coeficientes de
correlago (r”) foram superiores a 0,998 com os desvios-padrdes abaixo

de 2x10°°,
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacgado do polimero PAIM

A funcionalizagdo do PAA a PAIM ocorreu via a converséo de
parte dos grupos acidos do PAA em reativos agentes acilantes, e para
isso foi utilizado como agente de acoplamento uma carbodiimida (DIC).
Carbodiimidas sdo amplamente empregadas na sintese de polipeptidios
e amino &cidos. A espécie reativa ¢ o O-acilo-isoureia, esse grupo é
altamente reativo, porque 0 nitrogénio é susceptivel a protonacédo e a
quebra da ligacdo O-acilo converte a ligacdo dupla C=N da isoureia em
um grupo carbonila, mais estavel.**®

4.1.1. Estudosde IV e NMR H

O espectro de 1V do PAIM quando comparado com o espetro do
PAA, é observado o desaparecimento dos estiramentos de C=0 do PAA
e o aparecimento de uma forte banda em 1.645 cm™ referente ao
estiramento de C=0 da amida que sobrepde o dobramento de N-H em
1.556 cm™ (Figura 14 a & c). No entanto, em ambos, é observado o0s
estiramentos de O-H em 3.455 cm™ e de C-O em 1.260 cm™ referente a
residuos do 4cido poliacrilico. A banda de 3.100 cm™, referente a
Harmonica de 1.550 cm™, pode ser observada nos espectros do 1-(3-
aminopropil)-imidazol (reagente) como do PAIM (Figura 14 b & c).
Ainda pode ser observado no espectro do PAIM (Figura 14 c) uma
tnica banda por volta de 3.300 cm™ referente ao estiramento de N-H de
amida secundaria.
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Figura 14 — Espectros de 1V (KBr, V., / cm™): (a) Espectro do reagente
PAA,; (b) espectro do reagente 1-(3-aminopropil)-imidazol; (c) espectro
do produto PAIM apos o final da reagdo.
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Os resultados obtidos por IV concordam com a estrutura esperada
para o PAIM indicando a presenca da funcéo acido carboxilico e amida,
0 que sugere uma parcial funcionalizacdo do PAA. O estudo de NMR
'H realizado consolida a estrutura proposta (Figura 15 a). NMR *H
(200 MHz, D,0) ppm: os picos 7.05 1H (a), 7.17 1H (b), 7.70 e 1H (c)
sdo referentes aos hidrogénios aromaticos do imidazol; j& os picos 4.07,
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2H (d), 3.234 2H (e) e 3.699 2H (f) sdo referentes as absorc¢Bes dos
metilenos da amida substituida; e os picos 3.086 1H (g), 1.972 2H (h) e
2.125 1H (i) sdo referente aos hidrogénios dos grupos metino e metileno
da espinha dorsal da cadeia polimérica.

O espectro 'H NMR obtido do PAIM-12 (Figura 15 b) é
consistente com o espectro do PAIM como esperado. Assim como, 0
aumento dos picos referentes aos hidrogénios metilenicos em que resulta
e evidencia a alquilagdo do imidazol.

Figura 15 — Espectro de *H NMR obtido do (A) PAIM e (B) PAIM-12
em D,0 a 25°C.

(A) Espectro em 200 MHz do PAIM (ppm); 7.05, 1H (a); 7.17, 1H
(b); 7.70, 1H (c); 4.07, 2H (d); 3.23 2H(e); 3.69 2H (f); 3.09 1H
(9); 1.97 2H (h); 2.12 1H (i).
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(B) Espectro em 200 MHz do PAIM-12 (ppm); 7.08, 1H; 7.25, 1H;
7.88, 1H; 4.14, 2H; 3.31 2H; 3.82 2H; 3.09 1H; 1.99 2H; 2.13
1H.
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4.1.2. Determinacdo do peso molecular do PAIM

O peso molecular e dispercidade do PAIM foram estimados por
GFC/SEC. Essa técnica é amplamente utilizada na caracterizacdo de
polimeros™®, peptideos e proteinas,™*’ consiste em separar moléculas de
acordo com o volume hidrodinamico ocupado. O volume de elui¢do
depende do tamanho do analito, moléculas maiores que o tamanho
médio dos poros do recheio da coluna (maior volume hidrodinamico),
ndo serdo difundidas e o aminho percorrido sera menor do que o aminho
percorrido por moléculas menores (menor volume hidrodindmico), estas
sim seréo difundidas."**'*® Consequentemente, o volume de eluicdo sera
menor para moléculas com maior volume hidrodindmico e maior para
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moléculas com menor volume hidrodindmico, como pode ser visto na
Figura 16, a medida que o peso molecular do polietileno glicol é
aumentado, o volume de eluigdo diminui (Ver cromatograma no anexo |
Figura A3).

Figura 16 — Curva analitica para GFC, Peso molecular vs volume de
eluicdo do padrao (polietileno glicol); r* = 0,999; Y = 10,562(+0,031) -
0,672(+0,003) X (m); Volume de elui¢do do PAIM aponta para 0 My, =
3.071 + 350 g mol ™.
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O peso molecular numérico médio (i,, = 2.859 g mol™), o peso
molecular ponderal médio (My = 3.071 + 350 g mol™) e a
dispersibilidade da massa molar (£ = 1,07) foram determinados
através da Figura 16 sob o volume de eluicdo de 10,6 mL para o PAIM,
A By, com valor préximo de um (1) indica a estreita dispersidade do

PAIM,'® esse valor é consistente, visto que a reacdo foi de
funcionalizagdo do PAA.
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4.1.3. Estudos de espectrometria de massas do PAIM

As andlises de ESI-MS e ESI-MS/MS foram empregadas para
obter informac@es a respeito do grau de funcionalizacdo do PAA. Nos
espectros de ESI(+)-MS (Figura 17) pode ser observado picos com
diferenca de 72 g mol™ e 179 g mol™ como indicado. Esses valores
correspondem ao peso molecular do monémero do PAA e do 1-(3-
aminopropil)-imidazol, respectivamente, e como resultado indica que o
PAA ndo foi completamente funcionalizado.

Figura 17 — Espectros de ESI-MS (+) do PAIM com diferenca de
massas de 72 e 179 g mol™ entre os picos correspondentes ao PAA e ao
PAA funcionalizado.
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O espectro de fragmentagéo ESI(+)-MS/MS do ion com m/z 610
(Figura 18), o qual contem trés unidades de imidazol e uma de &cido
carboxilico, mostra que o 1-(3-aminopropil)-imidazol é efetivamente
incorporado ao polimero.

Figura 18 — Espectro de ESI/MS/MS (+) do monémero do PAIM de

m/z 610.
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4.1.4. Titulagdo potenciométrica

A titulacdo potenciométrica foi explorada para determinar as
constantes de dissociacdo K, e K;, do equilibrio acido-base do PAIM.
Os dados experimentais foram ajustados com 0 programa FITEQL 4.0,
tutilizando como modelo o &cido humlco , conforme é mostrado na
curva de titulagdo do PAIM (1,14 g dm™) Flgura 19. O ajuste da curva
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pode ser observado na Figura 19 b, o valor observado da soma
ponderada dos quadrados divididos por graus de liberdade (WSOS/DF,
do inglés weighted sum of squares divided by degrees of freedom) foi
igual a 7,91. De acordo com a referéncia 118, esse valor quando entre
0.1 e 20 é indicativo de um ajuste razoavelmente bom.

O valor do WSOS/DF é obtido pelo programa FITEQL através da
Equacdo 8 em que Y%, é a diferenca das concentragbes analitica da
componente [H'] calculada e experimental (Y = T — T,
conhecidas para todos os pontos (P). Sy € a estimativa do erro
experimental associado com a funcéo Y, ja n,, ny e ny sdo os nimeros:
de pontos titulados, de grupos com dois componentes e de parametros
ajustaveis. Na Figura 19 b estdo representadas as componentes Y, a
concentracdo total (T) experimental de [H'] e a concentracio total
calculada (S) (componente soma), sendo este valor a soma da
concentrago de [H'] para todas as espécies envolvidas.™®

WS0S/DF = ﬂ )

Np XNy —Ny

O ajuste da curva de titulagdo forneceu os valores de pK, para 0s
grupos carboxilato e imidazol (4,85 + 0,13 e 6,70 = 0.04)
respectivamente. Esses valores sdo consistentes com os valores obtidos
para o 4cido acrilico monomérico (pK, = 4,76)'*° e para o imidazol.

Na Figura 19 a estdo representadas as distribuicfes de espécies
para o PAIM em funcéo do pH. Os valores abaixo do pH 4,85 a espécie
predominante em solucdo é o PAIM®, enquanto acima do pH 6,70 a
espécie que predomina é o PAIM, entre esses pHs a espécie que
prevalece é a espécie neutra PAIM. As espécies foram determinadas
através do equilibrio expresso por K; e Ky, (Figuras 19). Essas espécies
podem estar distribuidas em diferentes proporcdes e a diferenca esta
relacionada com o grau da funcionalizagdo do PAA.

79



Figura 19 — Titulac&o potenciométrica de 1,14 g dm™ do PAIM (m). (a)
Distribuicio das espécies (PAIM"™ e PAIM) em equilibrio vs. pH, a
25°C; (b) Estimativa do ajuste do programa FITEQL 4.0 (Goodness of

Fit).

Equilibrio Quimico do PAIM

K.ﬂ K.‘lf

—_—
—_— —_——
n n n

n n

COOHC=0 = COO" C=0 == COO C=0 =

= Fe™ P
HN\_/\/N‘\,// HN\/\/N\// H e ~7

PAIM'

- 08t 108
@ 3 fos 3=

oJaw)jod

VolumeI<
© o o
o N B

T 2.0x10°
=y = componente Total [H]
'>_ 1 0)(10'3 | @ 4 componente soma [H']
U)— : —— componente Y [H']
- 0.0' AbA A A A~ A A A AAAAAAAAM A A
CD}_
(b) T -1.0x10”
(]
5 3
8 -2.0x10
g 3.0x10™
5] =3.UX
-4.0x10°

80



4.1.5. Mobilidade eletroforética

A estrutura do PAIM é constituida por ions carboxilatos,
imidazois e imidazois protonados. Essa duplicidade de cargas foi
revelada quando se mediu a mobilidade eletroforética do PAIM (Figura
20), a mobilidade muda de positiva passando pelo ponto zero indo para
negativa a medida que o pH é elevado. O ponto zero pode ser
identificado como o ponto isoelétrico do PAIM que se encontra entre 0s
pHs 5 e 6, o que reflete a caracteristica anfotérica do polimero. Os
valores acima do ponto isoelétrico, parte superior positiva da Figura 20,
sdo principalmente atribuidos aos carboxilatos protonados, ja a parte
inferior negativa abaixo do ponto isoelétrico, sdo valores sobretudo
conferidos aos imidazois. Esses dados concordam com os valores de
pKgs obtidos para os grupos carboxilato e imidazol do PAIM. Polimeros
com multiplas cargas sdo classificados como polieletrélito.
Polieletrolitos sdo estruturas muito importantes quando se busca a
construcdo de moléculas que possam complexar DNA e de sistemas de
liberagido controlada de farmacos.®®”* O DNA tem carater
multianiénico o que dificulta a permeacdo através da membrana celular,
para facilitar essa permea%éo polimeros catibnicos vem sendo
amplamente investigados.**"*?
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Figura 20 — Efeito da mobilidade eletroforética do PAIM vs pH. As
corridas foram realizadas de acordo com o método de Willians &
Vigh."* Ver Anexo I.

3.0x10™ -

2.0x10™ \

1.0x10™ -

0.0 T T T T )

-1.0x10™ - "
\.

-2.0x10-

Mobilidade efetiva, [cm” (Vs) ]

pH

Com base nos equilibrios K,; e Ky, e 0 ponto isoelétrico do polimero foi
possivel simular as fracbes das espécies PAIM™ e PAIM® contidas na
estrutura do polimero. Os resultados obtidos estdo representados na
Figura 21. A intersecdo das curvas, 0 ponto isoelétrico tedrico obtido
para o PAIM, permite quantificar o grau da funcionalizacdo do PAA
através do nimero de grupos carboxilatos e imidazois n; e nj
respectivamente. Os valores (n; = 13,3 e n; = 11,7) foram obtidos
através do ajuste tedrico para o ponto isoelétrico em pH 5,41 (Figura
21) levando em consideragdo 0s pK, de 4,85 + 0,13 e 6,70 + 0,04
experimentais desses grupos. O ponto isoelétrico tedrico estd dentro do
valor medido experimentalmente, entre os pKy;s 5 e 6, através da
mobilidade eletroforética do polimero. Os dados sugerem como a
espécie predominante, abaixo do ponto isoelétrico, o polimero contendo
aproximadamente 13 cargas negativas (PAIM™) e acima deste, a
espécie predominante é o polimero carregado com aproximadamente 12
cargas positivas (PAIM™?*) (Figura 21). O PAA (M,, = 1.800 g mol™) ¢
constituido de 25 unidades monomeéricas visto que, os dados obtido pelo
ajuste do grafico da Figura 21 indicam aproximadamente 13 unidades
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monoméricas e 12 unidades monoméricas funcionalizadas ou seja,
aproximadamente 47% do PAA foi funcionalizado com 1-(3-
aminopropil)-imidazol com razdo de aproximadamente 1:1. Quando
esses dados sdo convertidos em massa molar teérica do PAIM o valor
obtido é de 3.052 g mol™ muito préximo do valor obtido por GFC (My,
=3.071 + 350 g mol™).

Figura 21 — NUmero de grupos vs pH para o PAIM. (-) numero de
grupos —COO" e (-) ndmero de grupos IMZ". Os dados foram ajustados
levando em consideracdo os pKy de 4,85 + 0,13 e 6,70 + 0,04 obtidos
experimentalmente.
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41.6. Estrutura do PAIM

Com base nos estudos de GFC/SEC, espectrometria de massas e
eletroforese, pode-se propor através do peso molecular médio e do grau
de funcionalizacdo, a estrutura do PAIM (Figura 22). A estrutura é
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composta de 13 grupos carboxilatos e 12 grupos imidazois distribuidos
em 12 unidades monoméricas medindo 65A de comprimento por 19A de
altura, consistente com os dados experimentais onde cada monémero €
constituido por um grupo carboxilato e um grupo imidazol. A estrutura
proposta é a forma mais reativa esperada para o polimero PAIM na
hidrolise de ésteres discutida no iten 4.2, pois apresenta grupos
carboxilatos e imidazois deprotonados, ambos disponiveis para atuar
como nucledfilos® ou base-geral® na catélise.

Figura 22 — Estrutura proposta para o PAIM™ com perfil de 65 A e
face de 19 &, construida utilizando o programa GAUSSVIEW 3.0.%* A
flechas na cor vermelha apontam para 0s grupos carboxilatos e as
flechas em azul para os grupos imidazois.
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Estruturas que combinam  diferentes  funcionalidades,
caracteristicas de polieletrolitos e micelas, vem sendo de interesse no
planejamento de nanoreatores de altissima eficiéncia baseados no
mimetismo de reagdes enziméticas.** A eficiéncia catalitica das micelas
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€ bem estabelecida e depende da habilidade de compartimentar
reagentes. Polimeros e moléculas anfifilicas podem formar dominios
com caracteristicas semelhantes a micelas, incluindo a capacidade de
solubilizagdo e de formar ligagdes idnicas.”

4.1.7. Formacdao de sistemas homogéneos organizados

Os resultados até entdo apresentados, com respeito a estrutura do
PAIM, apontam para um sistema com diferentes funcionalidades que se
assemelha aos polysoaps. Polysoaps sdo classes de polimeros que
compreende recursos de polieletrélitos e micelas, formando estruturas
bem organizadas dependentes de forcas eletrostaticas e hidrofobicas que
permitem a ligacdo de reagentes ionicos e substratos organicos.”* Uma
forma simples para caracterizar sistemas homogéneos organizados é
através de sucessivas medidas da tensdo superficial (y) em diferentes
concentragdes do agente (e.g. surfactantes, polimeros), esses valores séo
representados na forma grafica da y (mM m™) vs o log [agente]. A
organizacgdo do sistema é evidenciada pela quebra de linearidade, o que
indica a formacéo de micelas."® Micelas sdo agregados moleculares
auto-organizados formados em solugdo acima da concentragdo micelar
critica (CMC) com regides hidrofobica e hidrofilica na mesma
estrutura.’”® A agregacéo ocorre acima de 2,98x10° mol dm™ para o
sistema PAIM/H,O determinada por extrapolacéo e mostrada na Figura
23. Vale salientar que todas as corridas cinéticas foram realizadas acima
da concentracdo de agregacdo do PAIM assim, todos os sistemas
estudados podem ser constituidos de sistemas bem organizados.

Essa agregacdo do PAIM pode leva & formacdo de
microdominios de maior hidrofobicidade. Esses microdominios atuam
como nanoreatores que concentram 0s reagentes e favorecem a
catalise.?%
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Figura 23 — Variacdo da tensdo superficial com a concentragdo do
PAIM a 25°C. A CMC de 2,98x10° mol dm™ foi determinada por
extrapolacdo das duas retas.
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4.2. Estudos cinéticos do polimero PAIM com os substratos
DEDNPP, PNPA e PNPC

4.2.1. Hidroélise do DEDNPP

A avaliacdo do perfil de pH para o efeito do PAIM sobre a
reacdo de desfosforilagdo do DEDNPP em &gua é mostrada na Figura
24. A constante de velocidade de segunda ordem (k,), com base na
concentracdo do polimero (1.6x10™ mol dm™), foi comparada com o k,

gbgido para analoga reacdo do DEDNPP com imidazol livre (1 mol dm"
).
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Os resultados (Tabela 1) mostram que o aprimoramento da
velocidade na reacdo de desfosforilacdo para o imidazol livre é de
aproximadamente 2.200 vezes, comparado a hidrélise espontanea do
substrato. Contudo, quanto k, é dado em fun¢do da concentracdo total do
PAIM (1,6x10“* mol dm™® My = 3.071), o aprimoramento da
velocidade pode chegar a 12.000 vezes e pela relagdo ki/(ko/55.5) o
efeito catalitico pode chegar a 667.000, indicando o PAIM como um
importante catalisador na degradacdo do DEDNPP. A reacdo de
degradacdo do DEDNPP na presenca do polimero de partida,
anteriormente a funcionalizagdo (PAA), ndo apresentou atividade
catalitica relevante como pode ser observado na Figura 24 com valores
de kops proximos aos valores da hidrélise espontanea (Ver anexo Il
tabela bl).

Figura 24 — Perfil de pH para a reacdo de degradacdo do DEDNPP a
25°C, () na presenca do PAIM (1,6x10“ mol dm™). (o) hidrélise
espontanea do substrato, | = 1,0 (KCI) e (m) na presenga do PAA
(8,2x10™* mol dm™®) contendo apenas grupos carboxilatos.
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Tabela 1 — Pardmetros cinéticos obtidos dos ajustes das curvas Kops VS
pH obtidos experimentalmente da reacdo do DEDNPP em agua na
presenca® e na auséncia” do PAIM.

Parametro Cinéticos

ko, M ST [IMZ]° (1,77 £0,10) x 107
ko, s° (8,0 £0.50) x 10
kor, M's™? 0,42
ko, M 5™ [PAIMpon]* (0,73 £0,06) x 107
ko, M 's™ [PAIM 1% (9,03 +0,57) x 107
ko, M 's™ [PAIM-12,4]%" (16,2 + 1,2) x 10
PKaamz)” 6,70 + 0,04

® Parametros cinéticos obtidos pelo ajuste da Figura 24. ° Valores
obtidos das referéncias 5 e 25. ¢ Considerando [polimero] = 1,7x10™
mol dm™; ¢ Considerando [polimero] = 1,6x10™* mol dm™; ¢ Valor
obtido por titulagcdo potenciométrica a 25°C. "valor do pPKamz = 6,17 +
0,092 e ko, s = (5,1+0,48) x107° obtido pelo ajuste da Figura 26. Todos
0s ajustes foram feitos através das Equacdes 8 e 9.

Quando comparada diretamente a reatividade do PAIM com
imidazol livre deve-se levar em consideracdo a concentracdo local do
grupo imidazol, visto que o PAIM possui aproximadamente doze
grupos imidazois (PAIMymz = 6,11x10" moL dm®). Assim,
considerando a razdo de ko, pela concentragdo do grupo imidazolil
(Figura 25), os incrementos em Kqps promovidos pelo PAIM séo de
3.837 vezes (pH 8,5), comparado com a reacdo espontanea. O
incremento é na ordem de 2,1 vezes maior quando comprado com
imidazol livre 1.637 vezes mais concentrado. No entanto, o maior
incremento frente ao imidazol livre em pH 5 é de 74 vezes, 0 que pode
ser atribuido ao grupo carboxilato contido no PAIM. Desta forma o
PAIM se mostrou eficiente para catalisar a degradacdo do DEDNPP
estendendo a faixa catalitica para regides mais baixas de pH, onde os
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grupos carboxilatos do PAA e os grupos imidazois livres ndo o foram
eficientes quando avaliados de forma individual.

Figura 25 — Perfil de pH para a reacéo do PAIM (6,11x10™* mol dm
de imidazois livres) com DEDNPP, dados em Kqps/[Grupo imidazol] (M’
's1) a 25°C. Concentragdo local de grupos imidazolil para (e) PAIM e
“comparativos obtidos da referéncia 5: reacdo com imidazol livre (1 mol

dm®) (A) e (o) a °hidrdlise espontanea do substrato a 25°C, | = 1,0
(KCI).
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O incremento promovido pelo PAIM, com tdo baixa
concentragcdo de grupos imidazois, pode ser atribuido a regifes na
estrutura polimérica com maior hidrofobicidade. O efeito hidrofobico
refere-se & tendéncia que os compostos organicos apolares apresentam
ao se afastar da A&gua para formar agregados, estes de diferentes
tamanhos com tempo de vida curto bem definidos ou ndo (e.g. micelas e
vesiculas). Essa hidrofobicidade favorece a aproximagdo do substrato, o
que faz aumentar a concentragdo e a velocidade do nimero de colisdes
nos sitios cataliticos.”> Assim, com o objetivo de aumentar a
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hidrofobiciade do polimero PAIM, reagiu-se o mesmo com 1-
bromododecano (3:1) levando ao polimero PAIM-12 com imidazol
alquilado (ver parte experimental item 3.2).

O perfil de pH para a reacdo do DEDNPP em &gua, na presenca
do PAIM e na presenca do PAIM-12 é mostrado na Figura 26, também
pode ser observado o limite da solubilidade do PAIM-12 em pH 6,5. Os
resultados (Tabela 1) para o polimero mais hidrofébico (PAIM-12)
revelam o aprimoramento na velocidade de degradacdo do substrato de
até 31.183 vezes quando comparado com a reagdo espontanea. Esses
resultados corroboram uma maior concentracdo do substrato nos sitios
cataliticos do polimero Os dados experimentais foram ajustados pelas
Equacéo 9 para a reacdo com a dgua e Equacgdo 10 para a reagdo com
PAIM, desenvolvidas com base no Esquema 20, onde ko e Koy S80 as
constantes de velocidade para a hidrélise espontanea do substrato e sua
reacdo com OH respectivamente, kpav € @ constante de velocidade
para a reacdo com a forma deprotonada do PAIM, e ymz é a fracdo
molar do PAIM deprotonado, que representa a espécie neutra reativa do
imidazol (pK, = 6,70).
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kobs(DEDNPP) =

kZPAIM-DEDNPP

H,0

ko + kon [OHT]
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NO,
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NO,
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= (kobs(PAIM-DEDNPP) - kobs(DEDNPP) ) [ [PAIM].xpam (10)
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Figura 26 — Perfil de pH para a reacdo de degradacdo do DEDNPP, a
25°C, em agua com: () PAIM-12 (1,710 mol dm®em 20% MeCN):?
(0) PAIM (1,6x10™* mol dm™) e (o) a hidrélise espontanea do substrato
com | = 1,0 (KCI) obtido da referéncia 9. * Solubilidade limitada ao pH
6,5.
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Os estudos cinéticos para a degradacdo do DEDNPP na presenca
dos polimeros PAIM e PAIM-12 revelaram uma diferenca no
aprimoramento na velocidade de degradacdo do substrato de mais de
19.000 vezes para 0 PAIM-12 em relacdo ao PAIM, o que foi atribuido
a maior capacidade para concentrar o substrato nos sitios cataliticos do
polimero. As constantes de velocidade observadas para a reagdo do
DEDNPP frente aos polimeros PAA, PAIM e PAIM-12 em pH 6,5
estdo na Tabela 2. O pH de 6,5 é o limite da solubilidade do PAIM-12
na concentracéo de 1,7x10 mol dm™em 20% MeCN a 25°C.

N&o houve necessidade do emprego de forga idnica nos estudos
cinéticos, tendo em vista que os substratos se encontram livres de
cargas, 0 que minimiza a repulsdo eletrostatica com o polimero.
Nucledfilos e/ou ions hidréxidos, sdo repelidos por substratos com
cargas negativas o que ndo ocorre com substratos neutros.
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A solucgdo reacional em 20% MeCN pode ainda ter reduzido o
efeito catalitico para as reagdes com o polimero. Estudos reportados
para a degradacdo do PNPA com nucledfilos em mistura de MeCN/H,O
tiveram decréscimos nas constantes de velocidades, a media que a
concentragdo de MeCN aumenta em até 30%."?’ Esse efeito foi atribuido
a capacidade da MeCN para formar complexos com a &gua. As
interacdes eletrostaticas dipolar idnica da MeC*°N™® abaixo de 30% com
a dgua pode desestabilizar o estado de transicdo aumentado a energia de
ativacdo e consequentemente diminuindo a velocidade da reacéo.'® O
estado de transicdo pode em principio, existir em qualquer ponto ao
longo da coordedanda da reagdo.'” Essa posicdo muda com a
transferéncia de solvene e assim, a velocidade pode aumentar, como
reportado,*?” acima de 30% MeCN. Desta forma, deve ser levando em
consideragdo um aprimoramento ainda mais relevante para as reagdes do
polimero sob esta condicao.

Tabela 2 — Constantes de velocidade observada para a reagdo do
DEDNPP com PAA, PAIM e PAIM-12, bem como a hidrélise
espontanea, em pH 6,5 a 25°C.

107 Kops (57) ty2 (Min)
Hidrdlise 8,01 1442
espontanea
PAA 7,11 1625
PAIM 14,0 825
PAIM-12 24,3 475

Concentragdes dos polimeros: PAA (8,2x10™ mol dm?®); PAIM
(1,6x10 mol dm™); PAIM-12 (1,7x10™ mol dm™em 20% MeCN).

O valor de k, do PAIM dado na Tabela 1, foi obtido pelo ajuste
(Equagdo. 9, Figura 24) é consistente com estudos recentes que
mostram que a desfosforilagdo de ésteres em reagfes com imidazol
envolvem o mecanismo do tipo Sy2(P).> Na Figura 27 pode ser visto a
linearidade do ajuste para o grafico Kgs VS [PAIMmonsmero] COM
coeficiente angular de acordo com k;, 0 que confirma a dependéncia de
primeira ordem, o0 ajuste linear obtido para o polimero PAIM-12 pode
ser visto no Anexo 2 Figura B1. A reacdo do PAIM com DEDNPP na
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regido de pH em que 0s grupos imidazois estdo na sua maior parte
neutro, apresentou um baixo valor do efeito isotdpico cinético do
solvente (k"/k® = 1,59), consistente com dois caminhos: nucleofilico e
base-geral, que atuam de forma simultanea (Esquema 21).

A razdo k"/k® para a reacdo do DEDNPP na presenca de
imidazois livres em pH 8,5 ¢é reportado como sendo de 1,25, e indica
que a reagdo ocorre pelo menos inicialmente via mecanismo
nucleofilico. Isso foi confirmado através de identificagdes
espectroscopicas (NMR de *H e de *P e ESI-MS) do intermediério
forforilimidazol. O efeito isotdpico cinético do solvente apresentado
para a reacdo do DEDNPP néo é suficientemente baixo (k"/k° <1) para
gue a reacdo ocorra exclusivamente via mecanismo nucleofilico, e nem
suficientemente alto (k"/k° >2) para seguir exclusivamente via base-
geral e assim, sugere-se que 0s dois mecanismos possam ocorrer de
forma simultanea e indempendente.

O baixo valor de k"/kP observado ocorre quando h& uma grande
diferenca entre 0s pK,s do doador e do aceptor de prétons, resultando em
um estado de transicdo mais adiantado ou tardio para a transferéncia de
protons.® O que pode explicar o maior valor para a razdo k"/k° da
reacdo do DEDNPP com o PAIM, quando comparado com a mesma
reacdo na presencga de imidazol livre. Onde, o doador é a agua (pK, =
15,7) e o aceptor é o PAIM (pK,; = 4,85 e pKy, = 6,70) ou o imidazol
livre (pK, = 7,10). Ou seja, 0 valor observado de 1,59 para a razéo k"'/k°
é consistente com a sugerida dependéncia desta razdo com o pK, da base
geral.”*® Assim, a reacdo do DEDNPP na presenca do PAIM ocorrer
preferivelmente (ndo unicamente) via catalise basica-geral.
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Figura 27 — Perfil de concentracéo kqys Vs concentragdo do PAIM para a
reacao de degradacdo do DEDNPP; tampao bicarbonato (0,01 mol dm’
%, pH 9,00, 25°C, r* = 0.998; a = (1,45 + 0,73)x10> b = (7,64 +
0,15)x107.
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4.2.1.1. Parametros termodinamicos — PAIM / DEDNPP

A influéncia da temperatura para a reacdo do DEDNPP com
PAIM pode ser observada na Tabela 3. A medida que a temperatura do
sistema aumenta é observado um aumento na velocidade de degradacéo
do DEDNPP, podendo chegar ao ti, de 43,4 minutos a 55°C. Os
parametros de ativacdo foram calculados a 25, 35, 45 e 55°C para a
reacdo do DEDNPP com PAIM. As constantes de velocidade foram
determinadas em pH 9, regido em que é alcancado o patamar no grafico
de perfil de pH.

Por meio de grafico de Arrhenius (Figura 28) foi determinado o
valor de E, (14,3 + 0,08 kcal mol™). O gréfico de Eyring (Figura 29) foi
usado para a obtencdo dos valores de AH” e de AS™, em que kg e h
referem-se as constantes de Boltzmann (1,38x10%%J K™) e de Planck
(6,63x10* J s) respectivamente.? O valor de AG” foi obtido através da
Equacéo 7 (ver parte experimental). Todos os gréficos fornecem uma
excelente relacdo linear com r? de 0.999.

Tabela 3 — Constantes de velocidade observadas em diferentes
temperaturas para a hidrélise do DEDNPP catalisada pelo PAIM.

T(C) Kobs (5™) ty, (Min)
25 2.91x10° 397
35 6.21x10° 186
45 1.30x10™ 88,9
55 2.66x10™ 434

Todas as corridas cinéticas foram realizadas em pH 9.0 (tampéo
bicarbonato de potassio 0.01 mol dm).
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Figura 28 — In kqps Vs 1/T para a reagdo do PAIM com DEDNPP, em
pH 9.0; (r2 = 0.999; SD = 0.0185; a = 13.7 + 0,25; b = (-7.22 +
0.08)x10° ; E, = 14,3 + 0,08 kcal mol™.
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Figura 29 — In [Kops h (ks T)™] vs 1/T para a reagdo do PAIM com
DEDNPP, em pH 9.0, (r* = 0.999; a = -16.8 + 0,25; b = (- 6.90 + 0,08)
x10% AH™ = 13.7 + 0.08 kcal mol™; AS™ = - 33.4 + 0,25 cal (Kmol)™;
AG™ = 23.6 kcal mol™,
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Os parametros termodinamicos calculados para a reacdo do
DEDNPP com PAIM bem como na presenca de imidazol livre podem
ser observados na Tabela 4. O baixo valor de entalpia de ativacdo, a
grande e negativa entropia de ativacdo sdo valores esperados para um
ataque binuclear sobre o 4tomo de f6sforo.?® Esses dados também s&o
consistentes com a catalise bésica geral.

Tabela 4 — Parametros termodinamicos da ativacdo calculados para as
reacOes do DEDNPP na presenca do PAIM bem como na presenca de
imidazol.

Parametros PAIM Imidazol livre®
AH”, keal mol™ 13.7 £ 0.08 9,90+ 0,30
AS* cal (Kmol)™ -33.4+0,25 -32,1+15
AG”, kcal mol™ 23,6 19,5

® Dados obtidos da referéncia 117 para imidazol livre (1Imol dm™; pH
8,5) . Parametros calculados com PAIM (1,6x10* mol dm™; pH 9,0)
pelas Equacdes 5 e 7 a 25°C.

Embora ndo seja regra mas sim uma diretriz, valores de entropia
de ativacdo préximos a zero é esperado para reacdes unimolecular, e
valores préximo de -25 unidades de entropia (e.u.) sdo observados para
reagbes himoleculares.* Reacdes do tipo Sn2, em solventes polares,
apresentam baixos valores de entalpia de ativagdo, em consequéncia do
desenvolvimento de cargas no estado de transicdo. O sistema entdo mais
organizado pela solvatagdo, reflete a desfavoraveis entropias de
ativacdo. O que permite a compensaco da energia livre de Gibbs.*

A hidrélise espontanea do tris-2-piridil-fosfato (TPP)™*" apresenta

pardmetros de ativagdo muito semelhantes aos obtidos para a reacdo
catalisada do DEDNPP com o PAIM. A reacdo do TPP envolve a
catélise basica geral intramolecular, assistida por uma molécula de &gua
nucleofilica, que conduz a um arranjo preciso consistente com a grande
e negativa entropia de ativagdo de -36,19 e.u.. O mecanismo proposto
para o TPP é suportado pelo efeito isotopico sinético do solvente obtido
de 3,15, bem superior ao obtido para 0 DEDNPP com o polimero de
1,59.
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4.2.2. Hidrolise de éster de carboxila — PNPA e PNPC

A hidrdlise do acetato de p-nitrofenila (PNPA) e caprilato de p-
nitrofenila (PNPC), ésteres homélogos de moléculas bioorganicas,
foram investigadas na presenca dos polimeros PAIM e PAIM-12. Os
resultados sdo mostrados nas Figuras 30-32 e sdo consistente com o
Esquema 22 e com as Equacgfes 11 e 12.

Esquema 22

PAIM
k() k2 ou kOH-
PAIM-12

H,0
HO

-—— > Produtos + 0\©\ B —
NO.

2

Kobsienpay = Ko + Kon [OH] (11)

I(ZPAIM-PNPA = (kobs(PAIM—PNPA) - I(obs(PNPA) ) / [PAI M] ~'PAIM (12)
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As constantes de velocidade obtidas do tratamento dos dados
experimentais (Figura 30) sdo dadas na Tabela 5. A constante de
velocidade de segunda ordem (k, = 1,06 + 0,03), com base na
concentracdo do PAIM de 1,6x10* mol dm?® corresponde ao
aprimoramento da velocidade da reacdo de desacilacdo de mais de
530.000 vezes, quando comparada com a hidrolise espontanea do PNPA
e de quase 30.000.000 vezes comparada com a constante de velocidade
de segunda ordem para a reacdo com a agua (ko/55,5). Quando a reagéo
ocorre na presenca do imidazol livre (4x10° mol dm?; k, = 33x107%)"*2
0 aprimoramento da velocidade é de 3,14 vezes menor do que a
hidrélise na presenca do PAIM.

Figura 30 — Perfil de pH para a reacdo de degradagdo do PNPA: (e)
PAIM (1,6x10™* mol dm™), (o) hidrélise espontanea do substrato sob as
mesmas condi¢des (25°C, 20% MeCN), ¢ (m) na presenca do PAA
(1,6x10™* mol dm™) contendo apenas grupos carboxilatos.

1.2x10° 3.5x10™
= 4
ﬂi 1.0x10° 43.0x10
o 42.5x10™
8 8.0x10" | X
.C) » Ox
n 12.0x10° &
2 6.0x10" | ~
=7 11.5x10* @
4.0x10" F &
g 41.0x10™
o 4
< 2.0x10" 15.0x10°
el
o
x 0.0} ,40.0
10

A reacdo de hidrolise do PNPA na presenca do polimero de
partida, anteriormente a funcionalizacdo (PAA), ndo apresentou
atividade catalitica relevante como pode ser observado na Figura 30
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com valores de kops préximos aos valores da hidrolise espontanea com
méaximo em pH 8, acima desse pH a hidrolise deve ser, em parte,
atribuida aos ions hidréxido em solucdo (ver anexo Il Tabela b4).
Esses resultados permitem sugerir que o aprimoramento da velocidade
da reacdo de hidrolise do PNPA é em grande parte atribuido aos grupos
imidazois contidos na estrutura do PAIM.

Tabela 5 — Parametros cinéticos obtidos dos ajustes das curvas Keps Vs
pH obtidos experimentalmente das reacbes com: PNPA e PNPC em
agua na presenca e na auséncia do PAIM.

Parametros Cinéticos

Constantes PNPA PNPC
ko, ST 1,99 x 10°2 (1.25+0.82) x 10°°
kow, M's™ 0,91+0.10° 0.66 +0.06 °
ko, M s [PAIM,o1] 1.06 +0,03° (53,9 + 2,77) x102%¢
PKaamz) 6,70 +0,04 ¢

® Valores obtidos do ajuste da Figura 31. ° Considerando [polimero] =
1,6x10™ mol dm™; ¢ Valor obtido por titulacdo potenciométrica a 25°C.
¢ Ajuste obtidos com o dado de ko, = (1.3 + 0,28) x 10° s™. © Parametro
obtido pelo ajuste da Figura 32. Os ajustes foram realizados utilizando
as Equacdes 11 e 12.

O incremento na constante de velocidade do PNPC (Tabela 5)
guando comparado com a hidrélise espontanea é de no maximo 270.000
vezes, e de quase 10.000.000 vezes comparada com a constante de
velocidade de segunda ordem para a reacdo com a agua. Os dados
também mostram que o PNPC apresenta menor incremento em k; frente
ao PNPA, o que ja era esperado. Estudos apontam para o efeito
provocado pelo maior carater hidrofobico, o que leva a agregacédo
molecular, e dificulta a aproximagdo do catalisador. Como exemplo, a
constante k; para a hidrolise basica do PNPA é 800 vezes maior, quando
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esta é comparada com o laurato de p-nitrofenila.*** No entanto, quando a

hidrofobicidade do polimero é aumentada o inverso é observado. Ou
seja, 0 substrato mais hidrofébico fica mais disponivel para se
aproximar do catalisador. Isso é observado nos estudos com o PAIM-
12.

O substrato mais hidrofébico PNPC, quando na presenca do
PAIM-12, tem sua constante de velocidade k, de 0,54 + 0,03 Ms*
aumentada para 2,32 + 0,08 M's™, com incremento de quase 2.000.000
vezes comparado com a hidrélise espontanea. A constante de velocidade
de segunda ordem para a reacdo com a agua chega a ser 1 x 10° vezes
menor. Ja o substrato menos hidrofébico PNPA (k, de 1.06 + 0,03 M5
1), praticamente ndo teve k, alterado na presenca do polimero mais
hidrofobico (k, = 1,05 + 0,06 M™s™; pKyexpy = 5,93  0,07). O aumento
na velocidade da reagdo com o aumento da hidrofobicidade dos ésteres
de acila ja foi observado frente a outros polieletrélitos sob a mesma
explicativa.’®
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Figura 31 — Perfil de pH para a reacdo de degradacdo do PNPA em
4gua com: () PAIM-12 (1,7x10* mol dm™)®; () PAIM (1,6x10™* mol
dm™), e (o) a hidrélise espontanea do substrato. Todas as corridas foram
realizadas em 20% de MeCN a 25°C. ® Solubilidade limitada ao pH 6,5.

3.0x10*

2.5x10™

T

— 2.0x10™}

0.0}
35 42 49 56 63 70 7.7 84 9.1 9.8 105
pH

Figura 32 — Perfil de pH para a reacdo de degradacdo do PNPC em
4gua com: (o) PAIM-12 (1,710 mol dm®);* (m) PAIM (mondmero
1,6x10™ mol dm™), e (o) a hidrélise espontanea do substrato a 25°C.
Todas as corridas foram realizadas em 20% de MeCN a 25°C. *°
Solubilidade limitada ao pH 6,5.

3.0x10*
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Embora a constante de velocidade de segunda ordem (k) para a
reacdo do PNPA com PAIM-12 ndo diferencie da reagdo com PAIM,
podem ser vistos na Figura 30 0 aumento nas K. Esses resultados
mostram que h& um pequeno aumento na concentracdo do PNPA nos
sitios cataliticos do PAIM-12. Quando a kqps € apresentada em funcédo
de diferentes concentra¢Ges do PAIM-12, para ambos substratos (PNPA
e PNPC), a diferenga entre as constantes torna-se ainda mais evidentes
(Figura 33).

Figura 33 — Gréfico ks vs concentracdo do PAIM-12 para a reagdo de
degradacdo: (e) PNPC; (e) PNPA; Condi¢do experimental: tampéo
BIS-TRIS (0.01 mol dm™) pH 6.5 a 25°C e 20% de MeCN.

[ ]
4l
8.0x10 o PNPA
e PNPC
6.0x10™ | ¢
‘v
;é 4.0x10%
2.0x10™ }
0.0_ 1 i 1 " 1 " 1 "
0.00013 0.00026 0.00039 0.00052 0.00065

[Polimero]
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese foi atribuida aos estudos de: (i) funcionalizac&o do acido

poliacrilico com 1-(3-aminopopil)-imidazol; (ii) caracterizagdo do
produto da funcionalizacdo (PAIM); (iii) atividade catalitica promovida
por este na hidrdlise do dietil 2,4-dinitrofenil fosfato e dos ésteres
acetato e octanoato derivados do 4-nitrofenol; e (iv) efeitos cataliticos
exercidos quando a hidrofobicidade do PAIM ¢é aumentada via
alquilagdo com 1-bromododecano.

que:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

v)

Os estudos de caracterizagdo do polimero PAIM permite concluir

O polimero PAA, de peso molecular 1.800 g mol™, teve 47% dos
grupos carboxilatos funcionalizados levando ao produto PAIM de
peso molecular ponderal médio de 3.071 g mol™ de baixa
polidispersidade;

Os valores de pK,s para os grupos carboxilatos e imidazois estdo
de acordo com a literatura (pKycoo) = 4,85 = 0,13; pKyumz) =
6,70 + 0,04);

A mobilidade eletroforética depende da estrutura do PAIM com
ponto isoelétrico (PI) tedrico em pH 5,41. Para pH < Pl a carga é
positiva, com 0s grupos carboxilatos e imidazois protonados. Em
valores de pH > Pl o polimero €é negativo com os carboxilatos na
forma deprotonada e ao grupo imidazol neutro;

A estrutura do PAIM ¢é consistente com 13 grupos carboxilatos e
12 imidazdis com 65A de comprimento por 19A de altura;
Quando esses dados sdo convertidos em massa molar tedrica do
PAIM o valor obtido é de 3.051 g mol™ muito préximo do valor
de 3.071 obtido por GFC;

Os dados dos estudos de tensdo superficial para diferentes
concentragcdes do PAIM mostram saturacdo na superficie em
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2,98x10° mol dm™, e pode ser divida & formagdo de sistemas
organizados.

Os estudos cinéticos para a reacdo de hidrdlise do DEDNPP na
presenca do polimero PAIM mostram;

(i) O aumento na velocidade da reacdo medido em termos da
constante de velocidade de segunda ordem (k) é de quase 7x10°
em relagdo a constante de velocidade de segunda ordem para a
reacdo com a agua. O incremento na velocidade da reacdo de
hidrélise foi atribuido em grande parte aos grupos imidazois do
PAIM;

(if) A estencdo da faixa catalitica para regides mais baixas de pH;

(ili) O mecanismo proposto para a reacdo indica dois caminhos:
nucleofilico do tipo Sy2(P) e base-geral. Ambos atuam de forma
simultanea e independente, como sugere o baixo valor do efeito
cinético do solvente e os valores de entalpia e entropia de
ativacéo.

Os estudos cinéticos para a hidrolise dos ésteres carboxilicos
PNPA e PNPC na presenga do PAIM mostram um aumento na constante
de velocidade de segunda ordem de mais de 5x10° e de 2x10° vezes
respectivamente, em relagdo a hidrélise espontanea dos mesmos.

Aumentando a hidrofobicidade do polimero (PAIM-12), o maior
aumento na velocidade é obtido para 0 PNPC, com incremento na k, de
quase 2x10° vezes comparada com a hidrélise espontanea, e de 1x10°
vezes quando comparada com a constante de velocidade de segunda
ordem para a reacdo com a dgua. Na hidrolise do PNPA as constantes de
velocidade observada (Kops), na presenca de PAIM-12, sdo maiores do
qgue na presenca do PAIM. Isto pode ser devido ao aumento na
concentracdo do substrato junto ao PAIM-12. O efeito catalitico com
PAIM-12 também ¢é observado na hidrélise do DEDNPP, onde o
aumento é de 1x10° vezes quando comparada com a constante de
velocidade de segunda ordem para a reagdo com a agua.
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Os resultados apontam que os maiores efeitos cataliticos na
presenca do PAIM acontecem quando o substrato € incorporado no
polimero. O PAIM e a sua forma mais hidrofébica PAIM-12 mostraram-
se como eficientes nanoreatores para as reagdes de hidrélise dos
substratos DEDNPP, PNPA e PNPC, com aceleracGes entre 700 mil e
100 milhdes de vezes.
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7. Anexo-1

Figura Al — Espectros de IV (KBr, 1.,/ cm™): produto PAIM-12 apds
o final da reagcdo com bandas em 3455 (O — H), 3300 (N — H), 3100
(harménica de 1550), 1645 (C = 0), 1558 (N — H), 1235 (C - O).
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Figura A2 — Espectro de 'H NMR obtido do PAIM-12 em D,0 a 25°C
(ppm); 7.08, 1H; 7.25, 1H; 7.88, 1H; 4.14, 2H; 3.31 2H; 3.82 2H; 3.09

1H; 1.99 2H; 2.13 1H.
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Figura A3 — Cromatograma para padrfes de PEG de diferentes pesos
moleculares e do PAIM. Condigdes: tampdo Na,COs (1x10° mol dm®)
pH 9.4; fluxo 1,0 ml min™ a 35°C; coluna Varian PLaquagel —OH
Mixed —H (8 wm, 300 x 7,5 mm).

Tabela Al — Composicdo dos eletrolitos usados no célculo da
mobilidade do PAIM.

Composicdo do eletrolito® pH
H,PO, 5,6 mmol dm™ and NaH,PO, 20,8 mmol dm™ 2,85
HIBA 50,2 mmol dm™ and TRIS 20,2 mmol dm™ 3,75
HIBA 30,1 mmol dm™ and TRIS 20,1 mmol dm™ 4,22
MES 50,1 mmol dm™and TRIS 21 mmol dm™ 5,89
MES 21 mmol dm™ and TRIS 24 mmol dm™ 7,40

2 HIBA = Acido Isobutirico; TRIS = Tris(hidroximetil)aminometano;
MES = Acido 2-(N-Morfolino)etanossulfonico.
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7.1. ANEXO-2

Tabela B1 — Constantes de velocidade observada em funcéo do pH para
a reacdo de hidrélise do DEDNPP: somente em agua, na presencga do
PAA e na presenca do PAIM.

H,0 PAA PAIM
pH 10° kobs,s™  pH 10° kops, ST pH 10° Kops, S

- - - - 4,0 7,67

- - 45 7,90 45 7,92

- - 5,1 7,78 5,0 8,85

- - 5,5 7,87 5,5 10,4
6,0 6,90 6,1 7,01 6,0 10.8

- - 6,5 7,11 6,5 14,0
7,0 6,10 7,0 7,05 7,0 15,8

- - 7,5 7,44 7,5 19,7
8,0 7,40 8,3 8,58 8,0 22,4
8,5 8,97 - - 8,5 25,7
8,9 13,5 9,1 12,0 9,0 29,1
9,5 23,5 - - 9,5 39,5
9,7 31,3 - - - -
10,0 479 - -

CondicBes experimentais: PAIM (1,6x10* mol dm®); hidrélise
espontanea do substrato, | = 1,0 (KCI); PAA (8,2x10™* mol dm™®). Todos
os dados foram realizados a 25°C em solucéo tamponada 0.01 mol dm™.

Tabela B2 — Constante de velocidade kqps dependente da concentracao
do PAIM. Degradagéo alcalina do DEDNPP.

DEDNPP

10° [PAIM], mol dm” 10" Kops, S ty, Min
0,82 0,291 397
4,93 1,14 101
16,4 3,14 36,8
24,6 4,63 25,0
32,8 6,35 18,2

Condicdes reacionais: Tamp&o bicarbonato (0,01 mol dm™), pH 9,00,
25°C.
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Figura B1 — Perfil de concentragdo kqps VS concentragcdo do PAIM-12
para a reacdo de degradacdo do DEDNPP; Tampéo BIS-TRIS (0.01 mol
dm™) pH 6.5 a 25°C e 20% de MeCN; r* = 0,995; a = -2,4 + 1,76; b =
0,121 +0,004.
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Tabela B3 — Constante de velocidade kqps dependente da concentracao
do PAIM-12. Degradagao 4cida do DEDNPP.

DEDNPP

10° [PAIM-12], mol dm™® 10" Kops, s ty, Min
0,57 0,137 843
0,82 0,242 477
1,14 0,264 438
1,70 0,413 278
2,27 0,550 210
2,84 0,732 158

Condic6es reacionais: Tampao BIS-TRIS (0.01 mol dm™) pH 6.5; 20%
de MeCN a 25°C.
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Tabela B4 — Constantes de velocidade observada em funcéo do pH para
a reacdo de hidrélise do PNPA: somente em agua e nas presencas: do
PAA, do PAIM e do PAIM-12.

H,0 PAA PAIM PAIM-12
pH 10°kobs, pH 10%°kes, pPH  10°kgs pH  10° Kops,
S-l S-l S-l S-l
4,0 0.78 - - 4,0 588 40 595
- - - - - - 45 142
5,0 0,78 50 6,22 5,0 156 50 22,0
- - - - - - 55 51,6
6,1 2,52 6,1 624 6,1 546 61 947
- - - - - - 6,5 137
7,0 3,87 71 5,89 7,0 110 - -
8,0 4,34 80 142 8,0 162 - -
9,1 18,6 91 91,0 9,2 191 - -
- - - - 9,5 39,5 - -
10,1 105 - - 10,1 289 - -

CondicBes experimentais: PAA (1,6x10* mol dm™); PAIM (1,6x10™
mol dm™®) e PAIM-12 (1,7x10* mol dm™), 20% de MeCN. Todos 0s
dados foram realizados a 25°C em solugo tamponada 0.01 mol dm.
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Tabela B5 — Constantes de velocidade observada em funcéo do pH para
a reacdo de hidrélise do PNPC: somente em agua e nas presencas: do

PAIM e do PAIM-12.

H,O PAIM PAIM-12

pH 10° kobs, s pH 10° Kops, S© pH  10% Kgpe, S

- - - - 4,0 6,18

- - - - 45 16,2

- - 5,0 10,1 50 38,4

- - 55 18,3 55 81,6

- - 6,1 61,6 6,0 197
6,5 0,70 6,5 56,2 6,5 279
7,0 0,30 7,0 67,3 - -
7,5 1,78 75 85,2 - -
8,0 1,33 - - - -
8,5 6,36 8,5 101 - -
9,1 8,63 9,2 110 - -
9,5 229 - -

CondicBes experimentais: PAIM (1,6x10* mol dm®) e PAIM-12
(1,7x10™* mol dm™), 20% de MeCN. Todos os dados foram realizados a
25°C em solucéo tamponada 0.01 mol dm.

Tabela B6 — Constante de velocidade kqps dependente da concentracao
do PAIM-12. Degradacédo &cida do PNPA e PNPC.

Concentragéo PNPA PNPC

10 [mol dm™®]  10%Kgps, S tip, min - 10% Kgps, S* tapp, mMin
1,22 0,802 144 1,82 63,5
2,45 1,59 72,7 3,45 33,5
3,65 2,22 52,0 4,78 24,2
4,88 3,03 38,1 6,33 18,3
6,10 3,54 32,6 8,68 13,3

Condic6es reacionais: Tamp&o BIS-TRIS (0.01 mol dm™) pH 6.5; 20%
de MeCN a 25°C.
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7.2. ANEXO -3

Figura c1 — Imagem copia do cabecalho do artigo referente a esta tese
intitulado “Polymers containing imidazole groups as nanoreactors for
hydrolysis of esters”, aceito em 16 de novembro de 2013 no Journal of
Physical Organic Chemistry; DOI: 10.1002/poc.3263.

N Journal of Physical
Research Article Organic Chamstry
Received: 12 November 2013, Accepted: 16 November 2013, Published online in Wiley Online Library

(wileyonlinelibrary.com) DOL: 10.1002/poc.3263

Polymers containing imidazole groups as
nanoreactors for hydrolysis of esters

Luciano A. Giusti®, Michelle Medeiros?®, Natasha Londero Ferreira?,
José R. Mora® and Haidi D. Fiedler®*

A polymer (PAIM) containing the functional groups imidazole and carboxylic acid acts as a nanoreactor to accelerate
deacylation and dephosphorylation reactions. The synthesis was designed to position the two functional groups next to each
other, allowing cooperativity. The catalytic efficiency of the polymer was evaluated for the hydrolytic cleavage of
p-nitrophenyl acetate (PNPA) and diethyl 2,4-dinitrophenyl phosphate (DEDNPP). PAIM was both efficient and promiscuous,
increasing the rates of all reactions up to 10’-fold. Copyright © 2014 John Wiley & Sons, Ltd.
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