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RESUMO

O presente trabalho reporta reacdes de desfosforilacdo do monoéster
2,4-dinitrofenilfosfato (DNPP) e de uma série de diésteres; bis (2,4-
dinitrofenil) fosfato (BDNPP), o 2,4-dinitrofenilfenilfosfato (DNPPP),
e o etil 2,4 dinitrofenilfosfato (EDNPP) por diferentes macrociclos de
pila[5]arenos. O primeiro estudo referiu-se a reacdo de desfosforilacdo
do DNPP na presenca de pilar[5]areno catibnico P5A, apresentando um
aumento de cerca de 10 vezes em comparagdo com a reacdo somente em
agua. As constantes de velocidade e de associacdo entre 0 P5A e o
substrato DNPP foram determinadas com éxito, através da técnica de
UV-VIS. Enquanto que, a inser¢do do substrato na cavidade do receptor
pode ser acompanhada por técnica de RMN e por célculos de dindmica
molecular. Além disso, sintetizou uma nova molécula de pilar[5]areno, a
fim de estudar a catalise supramolecular de uma série de diésteres de
fosfatos. As reacOes apresentaram um aumento de 1000 vezes para o
BDNPP, 100 vezes para o0 DNPPP e 10 vezes para DEDNPP, em
comparagdo com a reagdo somente em &gua, assim o P5I atuou como
um catalisador supramolecular especifico ao substrato BDNPP. Assim
sistemas supramoleculares de pila[5]arenos favorecem a insergdo de
ésteres de fosfatos em sua cavidade, promovendo um aumento
significativo na velocidade de reacdo de desfosforilagdo, devido
principalmente ao seu carater hidrofébico em conjunto com o efeito

eletrostatico.

Palavras-chave: Pilar[5]arenos. Catéalise supramolecular. Esteres de

fosfato.






ABSTRACT

The present work reports the dephosphorylation reactions reactions of
the monoester 2,4-dinitrophenylphosphate (DNPP) and of a series of
diesterés; bis (2,4-dinitrophenyl) phosphate (BDNPP), 2,4-dinitrophenyl
phenylphosphate (DNPPP), and ethyl 2,4-dinitrophenylphosphate
(EDNPP) by different Pilla[5]arenes macrocycles. The first study
referred to the dephosphorylation reaction of DNPP in the presence of a
cationic pillar[5]arene P5A, showing an increase of about 10-fold in
comparison to the spontaneous hydrolysis of the DNPP. The reactions
rate and association constants between P5A and DNPP substrate were
determined successfully by the UV-VIS technique. The formation of the
supramolecular complex between phosphate ester and P5A has been
studied by NMR showing complexation-induced upfields proton shifts
indicative of aromatic ring inclusion in the pillar[S]arene cavity. In
addition, it synthesized a new molecule of pillar[5]arene in order to
study the supramolecular catalysis of a series of phosphate diesters. The
reactions showed a 1000-fold increase for BDNPP, 100 fold for DNPPP
and 10 fold for DEDNPP, compared to the water-only reaction, so P5I
served as a supramolecular catalyst specific for the BDNPP substrate.
Thus supramolecular systems of the pillar[5]arenes favor the insertion of
phosphate esters in their cavity, promoting a significant increase in the
rate of dephosphorylation reaction, mainly due to its hydrophobic

character together with the electrostatic effect.

Keywords: Pilla[5]arenos. Supramolecular catalysis. Phosphate esters.
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1 INTRODUCAO
1.1  JUSTIFICATIVA

DA QUIMICA DOS ORGANOFOSFORADOS A CATALISE
SUPRAMOLECULAR

Substancias que contém o atomo de fosforo tem sido foco de
estudo em diversas areas da quimica, principalmente na fisico-quimica
organica. Grandes avangos nessa area ocorreram nos Gltimos 50 anos,
gue resultaram em uma enorme evolucdo nos campos académicos e
tecnologicos. Dentro desse contexto, enfatizam-se 0s compostos
organofosforados que apresentam, além da vasta aplicabilidade sintética
e catalitica, importantes papéis nas areas farmacéuticas e agro-
industriais. E compostos derivados do acido fosférico, os ésteres de
fosfato, participam de indmeros processos bioldgicos, como os
monoéster na sinalizacdo celular e os diéster na conservagdo da
informacédo genética, Figura 1(CORBRIDGE, 1985).

Em contrapartida, a partir da segunda guerra mundial algumas
substancias organofosforados foram utilizadas como potentes agentes
quimicos de guerra, classificados como organofosforados neurotdxicos,
ou “agentes dos nervos”, e isso se deve a seu potencial toxico,
provocando lesBes irreversiveis ao corpo. Por isso, destaca-se a
importancia de estudos em sistemas eficientes para a degradacao
guimica, bem como para a destruicdo e manuseio desses compostos
(PROCKOP, 2006). Contudo, para a realizacdo de tais estudos, é

necessario o conhecimento da natureza e estrutura quimica e,
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principalmente, da reatividade dos organofosforados (KIRBY e NOME,
2015).

Figura 1 — Exemplos de compostos contendo o atomo fésforo e suas aplicagdes.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Assim, de acordo com os trabalhos desenvolvidos no grupo do
Laboratorio de Catalise e Fendmenos Interfaciais (LACFI), surge o
interesse em desenvolver novos sistemas cataliticos, que tornem as
reacGes envolvendo os compostos organofosforados mais eficientes,
enfatizando as reagbes de degradacdo de ésteres de fosfato. (GIUSTI,
MEDEIROS, FERREIRA et al., 2014).
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Por outro lado, concebem-se como exemplos de sistemas
extremamente eficientes em catalisar reacfes, as enzimas. Sua
extraordinaria eficiéncia catalitica permite que reacBes possam ocorrer
em questdo de milissegundos. As reacdes de hidrdlise de ésteres de
fosfatos e carboxilatos sdo aceleradas por enzimas com efeitos
cataliticos na ordem de 10° a 10" vezes. Consequentemente, esses
catalisadores se tornaram fonte de interesse e inspiracdo para o
desenvolvimento de novas moléculas catalisadoras que possam simular
0 ambiente enzimatico.

A quimica supramolecular, associada aos conceitos da catalise
enzimatica, emerge como uma alternativa eficaz no campo da catalise,
sendo empregada principalmente na sua concepcdo central de
reconhecimento molecular (LEHN, 1994).

Nessa quimica os efeitos cataliticos poderdo ser mais
pronunciados devido as interacdes quimicas (ligagdes de hidrogénio,
interacbes m) envolvidas no sistema. Ou seja, 0s sistemas
supramoleculares favorecem a insercdo de substratos em cavidades
onde experimentam ambientes quimicos diferenciados e propicios a
catalise (LEHN, 1993).

Tendo visto as importantes aplicagbes e a quantidade de
reacOes descritas na literatura sobre organofosforados, o presente
trabalho tem como principal foco a utilizacdo de sistemas
supramoleculares inéditos na tentativa de propor novos sistemas
cataliticos ou ainda que sejam modelos miméticos, mais eficientes e

seletivos, como as enzimas, nas reacdes de desfosforilacao.
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1.2 CATALISE ENZIMATICA

Atualmente, a catélise representa um dos métodos mais
esperancosos para o desenvolvimento académico e para a inovacao
tecnoldgica (COLLINS, 2001; ZECCHINA, GROPPOBORDIGA,
2007). Como resultado tem-se a publicagdo de artigos cientificos, a
sintese de novos farmacos, bem como a otimizagdo dos processos
fisico-quimicos (CHEN, DINGERDISSEN, KRAUTER et al., 2005).

Dessa forma, de uma maneira geral e simplificada a catalise é
definida como um fendmeno fisico-quimico capaz de acelerar a
velocidade reacdo, sem alterar a energia global de Gibbs, por meio de
um catalisador que é regenerado ao término do processo.

Em sistemas bioldgicos e naturais as reagdes raramente
ocorrem na auséncia de catalisadores. Esses catalisadores sdo proteinas
denominadas de enzimas que possuem alta especificidade e sdo
extremamente eficientes em catalisar as reaces (10° a 107 vezes).
Nesse sentido, as enzimas tém recebido notéria énfase, ndo somente por
sua eficiéncia catalitica, mas também por sua complexidade estrutural
(KRAUT e CARROLLHERSCHLAG, 2003).

Dentro da evolucdo na ciéncia, mais propriamente na &rea
bioldgica, sdo varias as teorias que visam explicar a catalise enzimatica.
Primeiramente, toma-se por base o modelo mais antigo e familiarizado
como “chave-fechadura”, o qual prop8e que a ligacdo entre o substrato
e o sitio ativo da enzima depende da conformagéo reativa do substrato.
Esse modelo considera apenas aspectos como proximidade e orientagdo
do substrato aos grupos cataliticos (KOOLMAN e ROHM, 2005).

Entretanto, a nocdo atual sobre o funcionamento das enzimas

foi aperfeicoada e organizada por Linus Pauling, o qual justificou a
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eficiéncia catalitica enzimatica (k.), em termos de maior afinidade. A
enzima (E) se liga especificamente ao substrato (S) estabilizando
preferencialmente o estado de transicdo (T.S7.), e por conseqiiéncia
resulta no decréscimo da energia de ativagdo da reagdo (AG’crs), Figura
2. (SCHOWEN, 2003).

Figura 2 — Diagrama de energia para uma reacdo enzimatica (k) e ndo-
enzimatica (Kqon), onde AG,,, corresponde a barreira energética para reagdo nao

catalisada e AG, se refere a reagdo catalisada por enzima.

A

3 s
AG ‘
T
S| B
=1
e
o '
= "
" E+P
VEP ./
—

Sentido reacional

Fonte: desenvolvida pela autora.

Logo, de acordo com varios autores, a estabilizacdo do estado
de transicdo, que ocorre entre o substrato e a enzima, promove a
eficiéncia catalitica da enzima. Em outras palavras, a enzima se liga
muito mais fortemente ao estado de transi¢cdo do que aos reagentes do

estado fundamental. E sdo fatores como as forgas eletrostaticas, efeitos
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estéricos, ligacdo de hidrogénio, efeitos hidrofébicos e efeitos de
solventes que contribuem potencialmente para essa estabilizacdo
(KRAUT e CARROLLHERSCHLAG, 2003).

Conforme sustentada a eficiéncia enzimatica pode ser conferida
a trés principais fatores:

a) Proximidade e orientacdo: as enzimas por meio de interacdes
ndo-covalentes estabelecidas com o substrato conseguem orienta-lo em
uma posicao adequada para dar inicio a reagdo e estabilizar do estado de
transicao;

b) Distorcdo: a enzima faz com que o substrato atinja uma
conformagdo parecida com o estado de transi¢cdo, promovendo uma
diminuicdo da demanda energética;

c) Efeito do meio: no sitio ativo da enzima o substrato sofre
uma mudanga de solvatagdo, que consiste geralmente em um meio de
menor polaridade com interagdes dipolares mais eficientes. Por
exemplo, o efeito do meio pode provocar um aumento na
nucleofilicidade de certos grupos reativos, tais como hidroxilas e
aminas, e torna as ligagdes de hidrogénio mais fortes resultando na
alteragdo de seu potencial catalitico (GAO, MA, MAJOR et al., 2006).

Além de todas as caracteristicas fundamentais, as enzimas
ainda sdo capazes de catalisar distintas transformagdes quimicas. Entéo
se pode afirmar que uma enzima é promiscua ao realizar além da sua
funcdo original, diferentes fun¢Ges quimicas ndo exercidas antes,
demonstrando o potencial como um novo biocatalisador (GUPTA,
2016). Isso ocorre porque com a evolucdo as enzimas passam por

algumas mutacOes estruturais, as quais resultam em pequenos efeitos
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sobre a atividade da enzima, mas ndo afetando sua funcgdo inicial
(GUPTA e TAWFIK, 2008).

Sabe-se que desde o século passado ha o interesse cientifico em
descobrir minuciosamente 0 mecanismo de acdo enzimatica, as razdes
de seu alto poder catalitico e sua estereoespecificidade. Porém, os
grandes nimeros de variaveis encontradas ao se trabalhar com sistemas
tdo complexos dificultam a formulacdo de reagcdes modelos que possam
descrever exatamente as transformacdes ocorridas (KRAUT, 1988).

A fim de estudar as rea¢fes enzimaticas foram adotadas reagdes
modelos, as quais evolvem miméticos, que correspondem aos modelos
gue tentam imitar o sitio ativo das enzimas como um todo, e 0s ndo-
mimeéticos (GESSER, YUNES, CLEMENTIN et al., 1997).

Os estudos dos modelos ndo-miméticos seguem duas linhas de
pesquisa: uma voltada para os estudos que engloba a quimica
supramolecular (AMABILINO e GALE, 2017), que modelam as
interacdes enzima-substrato, como por exemplo, mais recentemente 0s
pilar[5]arenos (XUE, YANG, CHI et al., 2012), calixarenos
(GUTSCHE e BAUER, 1985) e as ciclodextrinas (VENTURINI,
NICOLINI, MACHADO et al., 2008), e outra voltada para as reagoes
inter- e intramoleculares organicas e os principios fisico-quimicos que
governam as reagdes no sitio ativo, tais como catélise acida, basica,
nucleofilica e por ios metalicos (GESSER, YUNES, CLEMENTIN et
al., 1997).

Contudo, a procura incessante desse entendimento sobre as
enzimas ainda motiva importantes areas de pesquisa, visando interpretar
0 processo, o desenvolvimento e a sintese de compostos que mimetizem

as funcbes enzimaticas. Mesmo cientes com os Gltimos avangos nessa
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area de conhecimento ainda se tem muito a pesquisar, a estudar e a

entender sobre a catalise enziméatica (GUPTA, 2016).

1.2.1 A funcao catalitica do grupo imidazol em reacGes enzimaéticas

A compreensdo do desempenho do imidazol em reacdes
enzimaticas como residuo do aminodcido histidina torna-se um aspecto
de fundamental importdncia para a quimica bioldgica. Seu
comportamento quimico estd diretamente ligado aos processos
biol6gicos, como a sinalizago e regulagdo celular, a clivagem do RNA
e a producédo de ATP.

O imidazol ¢ uma amina aromatica composta por um anel
planar de 5 membros com dois atomos de nitrogénio. Caracterizado por
suas propriedades quimicas versateis, o imidazol pode atuar como base
ou é&cido dependendo do ambiente quimico em que se encontra,
apresentando o primeiro pK, em torno de 7 e o segundo pK, préximo de
11. Entdo em meio neutro, o imidazol se encontra 50% na forma
protonada, e com um par de elétrons deslocalizado entre os dois &tomos

de nitrogénio, como representado no Esquema 1 (CLAYDEN, 2001).
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Esquema 1 - Imidazol como &cido e base
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Essa peculiaridade, acido-base, confere ao imidazol diferentes
fungdes nas reagdes de desfosforilagdo bioldgicas. 1sso porque atua de
trés formas: como catalisador béasico, quando esta neutro ou
desprotonado auxiliando o ataque de um nucleofilo; como catalisador
acido, quando esta protonado assistindo o grupo de saida (ADMIRAAL,
SCHNEIDER, MEYER et al., 1999) e nucledfilo, atacando diretamente
0 atomo de fosforo, levando a formacdo de intermediarios
fosforamidato (RAINES, 1998).

Enfim, existem enzimas como as ribonucleases e as
fosfohistidinas, entre outras, que utilizam de modo especifico a
versatilidade do grupo imidazol. Contudo, devido ao propdsito desta
tese para ndo estender o trabalho e sim a importancia das ribonucleases,

seré descrito o papel catalitico do imidazol apenas sobre elas.
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1.2.2 Ribonucleases

As ribonucleases foram as enzimas mais estudadas do século
vinte, isto se deveu a vasta literatura e 0S numerosos estudos
relacionados a esta enzima (RAINES, 1998). Além disso, foi a primeira
enzima a ter seus aminoacidos apresentados e sequenciados bem como
seus sitios cataliticos identificados. Convém relatar que a principal
forma de atuacdo da RNAase A esta diretamente relacionada aos
residuos de Hist 12 e His119 localizados no sitio ativo principal.

O mecanismo de catélise dessa enzima vem sendo evidenciado
por diversos estudos, e depende principalmente de dois grupos
imidazGis existentes nos residuos de aminoacidos localizados no seu
sitio ativo. Sendo que duas hip6teses ja foram reportadas na literatura
para tal catalise Esquema 2.

O primeiro mecanismo Esquema 2a envolve a formagao de um
intermediario pentacoordernado, mecanismo tipo ‘triéster’ (ANSLYN e
BRESLOW, 1989). Nesse mecanismo, a His 119 atua como catalisador
acido geral e a His 12 como base geral. Na etapa subsequente, de quebra
da ligacdo, ocorre uma mudanca na funcdo catalitica das histidinas, ou
seja, a Hist 119 ativa o ataque da agua por meio de uma catalise basica
geral e a Hist 12 atua como &cido geral protonando e favorecendo a
saida do grupo abandonador.

Enquanto que no segundo mecanismo, tipo catalise acido-base
geral Esquema 2b, as histidinas atuam da mesma forma. Porém, a
histidina ativa uma molécula de agua do meio para promover a hidrélise
sem passar pela formagéo do intermediario pentacoordenado (KIRBY e
MARRIOTT, 2002).
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Sabe-se que o0s estudos cientificos sdo continuos a respeito
desses mecanismos, consequentemente 0s autores tragcam algumas
evidéncias experimentais sobre estes dois plausiveis mecanismos
enzimaticos. A proposta do mecanismo tipo triéster é baseada em dados
cristalograficos, uma vez que ilustra a direcéo e os angulos dos residuos
de histidina no sitio ativo, enquanto o mecanismo &acido-base geral pode
ser avaliado por estudos cinéticos de efeito isotdpico. Segundo essa
andlise, os efeitos causados na constante de velocidade da reacdo pela
quebra da ligacdo com o O mostrou-se inconsistentes com o
mecanismo tipo triéster (SOWA e HENGGECLELAND, 1997).

Esquema 2 — Mecanismos propostos para a atuagdo do sitio ativo da enzima
RNase A.

(a) Mecanismo "tipo triéster"
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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A titulo de exemplo alguns autores descreveram um modelo
mimético proposto para o mecanismo da RNase A que envolve o estudo
de grupos imidazois ancorados na B-ciclodextrina, o qual sera discutido
na secéo 1.4.2.1.
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1.3 REACOES DE DESFOSFORILACAO

Os ésteres de fosfato possuem formula molecular (RO);P=0 e
sdo classificados em trés categorias distintas: (1) monoésteres; (2)
diésteres; e (3) triésteres, de acordo com o numero de grupos alquilas
e/ou arilas (grupos R) que substituem os hidréxidos do acido fosforico
(Figura 3). Além disso, destacam-se 0s monoésteres e diésteres, por
conter grupos hidroxilas que conferem diferentes reatividades em

fungdo do pH.

Figura 3 — Classificagdo das estruturas gerais de ésteres de fosfato.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

O primeiro pKa para a dissocia¢do 4cida dos mono- e diésteres
de fosfato esta entre 1 e 2, enquanto que o segundo pKa de monoésteres
alquilicos é de aproximadamente 7. Quando desprotonados, o0s ésteres
de fosfatos estdo menos propicios a ataques nucleofilicos no atomo de

fosforo, uma vez que existe repulsdo entre as cargas negativas. No
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entanto, em solugBes suficientemente &cidas (pH<pKa), a carga
negativa € parcialmente neutralizada, ocorrendo uma diminuicdo na
densidade eletrbnica no sitio eletrofilico, aumentando a reatividade para
o0 ataque do nucledfilo (BENTLEY, 1949).

Sob o ponto de vista bioldgico, ressalta-se que os ésteres de
fosfato estejam presentes em fungdes essenciais tais como: no
armazenamento e transmissdo da informacao genética (DNA e RNA),
nos processos de sinalizacdo e regulacdo da atividade celular
(WESTHEIMER, 1987), e no fornecimento de uma elevada quantidade
de energia através de anidridos fosféricos, como o ATP (MACHADO e
NOME, 1999).

Por essas razfes, 0 contexto biologico estd diretamente
associado com o contexto quimico. E a importancia dos ésteres de
fosfato esta inerentemente relacionada a alta estabilidade da ligacdo P-
O. De acordo com resultados de Kirby e colaboradores, o tempo de
meia vida (t;/,) calculado para a hidrdlise espontanea do difenilfosfato é
de 180 anos a 100° C (KIRBY e YOUNAS, 1970). Dessa maneira, com
a utilizacdo dessas ligacdes para formar os fosfodiésteres DNA e RNA,
a natureza pode assegurar a perpetuacdo dos seres vivos, através da
preservacdo e transmissdo da informacdo genética por um longo
periodo.

A fim de se obter uma melhor compreensdo dos mecanismos
das reacBes de desfosforilacdo em sistemas biol6gicos, é importante
pesquisar, analisar e compreendé-las em agua (hidrélise) e na presenca
de diferentes nucleofilos. Bem como estudar as diferentes formas de
catalise inter e intramolecular com grupos acidos e basicos, em sistemas

moleculares simples e mais complexos, como os supramoleculares.
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1.3.1 Mecanismos de hidrélise em ésteres de fosfato

As reagdes de substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfato
podem ocorrer por dois caminhos distintos: (i) quebra da ligagdo C-O,
deslocando o grupo fosfato devido ao ataque do nucleéfilo no 4&tomo de
carbono da ligacdo P-O-C; e (ii) quebra da ligagdo P-O, deslocando o
grupo O-R devido ao ataque do nucleéfilo sobre o atomo de fésforo
central. Em geral, as reacGes que seguem 0 mecanismo (i) sdo
favorecidas em meio 4cido, ja aquelas que seguem o mecanismo (ii)
ocorrem preferencialmente em meio alcalino (COX e RAMSAY, 1964;
DOMINGOS, LONGHINOTTI, MACHADO et al., 2003).

Esses mecanismos sdo facilmente distinguidos através de
experimentos de marcacdo isotdpica, utilizando H,'®0 para a hidrélise
do éster. Neste caso, observa-se a formacéo dos produtos com *20, e por
consequéncia, os produtos formados indicam onde houve a quebra da
ligacdo(COX e RAMSAY, 1964).

Esquema 3 — Esquema de reagdoes de substitui¢do nucleofilica em ésteres de

fosfato.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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O mecanismo da reacdo via quebra da ligagdo P-O pode ocorrer
por trés caminhos distintos: dissociativo, associativo e concertado
Esquema 4. O mecanismo (i) dissociativo (Dy + Ay) ocorre em duas
etapas, inicialmente, a etapa mais lenta, com a dissociacdo do substrato
e a formacdo do ion metafosfato, seguido de um ataque nucleofilico
sobre esse ion formado. No caso do mecanismo (ii) associativo (Ay +
Dn), a reacdo ocorre com ataque do nucleéfilo sobre o atomo de fésforo
tetraédrico (adicdo), levando a formagdo de um intermediério
pentacoordenado e, na segunda etapa acontece a quebra da ligagcdo com
a eliminacdo do grupo de saida (eliminagdo). Por fim, o mecanismo (iii)
concertado (AnDy), no qual ndo ha formacéo de intermediario, a reacéo
passa por um estado de transicdo que pode ter um cardter mais proximo
do mecanismo associativo ou dissociativo. Ou seja, refere-se a
sincronicidade entre a ligacdo formada com o nucledfilo e a ligagéo

guebrada com o grupo de saida.
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Esquema 4 — Representagdo dos mecanismos associativo, concertado e

dissociativo para a substituigdo nucleofilica em ésteres de fosfato.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Os mecanismos descritos anteriormente podem ser sumarizados
em um diagrama de More O’Ferrall-Jencks, Figura 4, onde o vértice
superior esquerdo representa os reagentes (R), o vértice inferior direito,
0s produtos (P), e as arestas correspondem aos processos de formagéo e
guebra de ligacdo. Os intermediarios metafosfato e fosforano estdo
localizados nos demais Vvértices do diagrama.

Assim, 0 mecanismo associativo é representado pelo caminho
gue percorre as arestas do diagrama passando pelo vértice em (Ay). O
mecanismo dissociativo é descrito pelo caminho que passa pelo vértice

em (Dy). O caminho diagonal (AnDy) representa o mecanismo
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concertado, em que formacéo e quebra de ligacdo sdo sincrénicos, sem
que haja formagdo de intermediarios e, portanto, ndo alcanca nenhum
vértice.

O digrama pode ilustrar ainda outros mecanismos possiveis que
ndo passam por intermediarios. E a formacgdo do estado de transicao ird
depender do grau de sincronicidade da ligacdo formada ou quebrada.
Esses caminhos seriam designados como concertado de carater
associativo (mecanismo que ocorre entre a coordenada de reacdo do
mecanismo associativo e do concertado), onde o estado de transi¢do se
aproxima aos reagentes, ou seja, hd& um maior grau de ligagdo com o
grupo de saida. E o caminho concertado de carater dissociativo, o qual o
estado de transicdo se aproxima do produto, ou seja, com maior ligacdo
com o nucleéfilo (DOMINGOS, LONGHINOTTI, MACHADO et al.,
2003).

Figura 4 — Diagrama de More O Ferrall-Jencks de coordenada de reacdo para a

transferéncia do grupo fosforila.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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Na realidade, observam-se diversas possibilidades mecanisticas
em reagdes de desfosforilagdo. Em geral, ndo existe uma rota
preferencial a ser seguida, isto depende de varios fatores, tais como
nucleofilicidade do grupo que ataca, impedimentos eletrostaticos e
estéreos, pKa e estabilidade do grupo de saida, pH do meio, e por fim a
reatividade do substrato. Por isso ndo é possivel estabelecer um padréo
rigoroso de reatividade de ésteres de fosfato frente as reagfes de
substituicdo nucleofilica.

Ainda assim, observa-se uma tendéncia, em gque 0s monoésteres
de fosfato reagem via mecanismos concertados de carater dissociativo
(KIRBY e VARVOGLIS, 1967), ao passo que diésteres de fosfato
mostram uma preferéncia por caminhos concertados de carater
associativo (KIRBY e YOUNAS, 1970).

1.3.2 Reag0es inter e intramolecular envolvendo catélise em ésteres

de fosfato

As reacdes inter e intramolecular surgem como uma alternativa
de reacGes modelos simples para auxiliar na elucidacdo de mecanismos
bioldgicos enzimaticos, e em reagdes de desfosforilagéo.

A principal distincdo entre as reacdes inter e intra estd na
localizagdo dos grupos funcionais reativos. Dessa forma as reacGes
intramoleculares descrevem processos de transferéncia (de atomos,
grupos, elétrons, etc.) ou interagdes entre diferentes partes dentro da
mesma entidade molecular.

A eficiéncia catalitica nas rea¢des intramoleculares é maior que

nas reacdes intermoleculares, devido considerar fatores como angulo,
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entropia e proximidade conforme a teoria espaco-temporal de Menger.
Ela ainda por ser medida por meio da molaridade efetiva do grupo
catalitico.

A Molaridade Efetiva do grupo catalitico (ME = Kintra) /
Ka(inter)), corresponde a razdo da constante de velocidade de primeira
ordem para a reagdo intramolecular (Ki(ntra)) € a constante de velocidade
de segunda ordem para a reacdo intermolecular (ka(intr). Ambas as
reacbes devem proceder pelo mesmo mecanismo e condicOes
experimentais. A ME expressa em mol L* é definida como a
concentracdo do grupo catalitico (nucledfilo ou eletréfilo) necessaria no
processo intermolecular para igualar a constante de velocidade da
reacdo intramolecular (GESSER, YUNES, CLEMENTIN et al., 1997).

1.3.2.1 Catalise acida-basica geral

A hidrélise de ésteres admite catalise por acidos e por bases,
como mostra 0 Esquema 5. Tanto na catalise acida quanto na basica
geral ocorre um incremento nas constantes de velocidades das reagdes
de desfosforilacdo. Na catalise basica-geral, uma base (B:) assiste 0
ataque de um nucledfilo (Nu-H) sobre o fésforo, abstraindo um préton e
assim, aumenta sua nucleofilicidade. Enquanto que na catalise acida-
geral, uma espécie &cida (HA) ativa o grupo de saida transferindo um

préton, tornando-o um melhor grupo abandonador.
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Esquema 5 — Catalise acida e basica geral em reacdes de desfosforilagéo.

Catalise Basica geral (B:)

O Nu-H
I N
RO™ \\"(V')OR

“H-A
Catalise acida geral (HA)

Fonte: desenvolvida pela autora.

A catdlise bésica geral pode ocorrer em reagdes
intermoleculares, tal como observado nas reagdes de hidrolise dos
diésteres e triésteres de diaril fosfatos (KHAN e KIRBY, 1970; KIRBY
e YOUNAS, 1970).

Contudo, os exemplos mais pertinentes reportados na literatura
de catélise &cida-béasica geral estdo baseados principalmente nas reagdes
intramoleculares, resultante da proximidade dos grupos reativos
(ABELL e KIRBY, 1983).

Entre tantos artigos envolvendo reacdes de desfosforilagdo em
catalise, destaca-se o trabalho desenvolvido por Kirby e colaboradores,
0 qual promoveu a catalise &cida de derivados de fosfato 8-
dimetilamino naftila Esquema 6. O destaque deve-se porque 0s autores
obtiveram um dos mais pronunciados efeitos cataliticos ja reportados na
literatura para modelos de catlise A&cida intramolecular, devido
principalmente a formacéo da ligagéo de hidrogénio.

De acordo com o artigo, a interacdo da ligacdo de hidrogénio
entre o grupo vizinho NH" e o grupo de saida, facilitou a saida do

fosfato, provocando incrementos na velocidade da reacdo de até 10°
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vezes, quando comparada com a reagdo ausente de catalisador (KIRBY,
LIMA, DA SILVA et al., 2006).

Esquema 6 — Mecanismo de catélise &cida geral do fosfato de 8-dimetil amino

naftila.
H:0 8 OR
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Fonte: desenvolvida pela autora.

1.3.2.2 Catalise Nucleofilica

Ja a catalise nucleofilica é definida como uma reacéo na qual o
nucleofilo reage muito mais rapidamente que qualquer outra espécie,
ligando-se covalentemente com um dos reagentes, gerando assim um
intermediario reativo e ao final da reacdo o catalisador é regenerado.

Inimeros artigos descrevem reacdes intra- e intermolecular de
ésteres de fosfato com diferentes nucledfilos, destaca-se para
nucledfilos de aminas. Contudo, deve-se esclarecer que existe uma
grande dificuldade em compreender e principalmente diferenciar estes
mecanismos reacionais em razdo da complexidade de detectar e analisar
os intermediarios formados, que muitas vezes sdo instaveis durante o
progresso da reacao.

Atualmente existem alternativas e técnicas experimentais para

buscar diferenciar esses mecanismos, tais como a determinacdo dos
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efeitos isotopicos, a analise do grafico de Bronsted e ainda a captura de
intermediarios.

Um exemplo de catélise nucleofilica foi reportado em 1999,
onde Suzanne e Daniel realizaram um estudo comparativo entre
nucledfilos de nitrogénio e de oxigénio, utilizando reagdes modelo. Ou
melhor, utilizou o dianion do fosfato de p-nitro fenila como molécula
modelo do ATP, na presenca de nucledfilos de nitrogénio (ADMIRAAL
e HERSCHLAG, 1999). Esses experimentos sugeriram que a hidrolise
do ATP pode ser acelerada utilizando uma amina nucleofilica. Em
geral, as reacGes com aminas sdo de 30 a 100 vezes mais rapidas do que
as reagbes com nucledfilos de oxigénio em temperatura fisiologica
(37°C).

Ainda tais estudos auxiliaram na comprovagdo consistente em
que ha participacdo do grupo imidazol, presente no residuo histidina, na
transferéncia do grupo fosforila em sistemas biolégicos. A catalise do
substrato por imidazol ocorre 200 vezes mais rapido que a reacdo nédo
catalisada Esquema 7 e procede com ataque do imidazol no atomo de
fésforo, seguido da hidrélise do fosforilimidazol.

Entretanto, vale destacar que a hidrdlise do dianion de fosfato
de p-nitrofenila catalisada por diferentes nucleofilos ja tinha sido
reportada por Kirby em 1965 (KIRBY e JENCKS, 1965).
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Esquema 7 — Mecanismo de catéalise do dianion do fosfato de p-nitro fenila

na presenca de imidazol.

”/"'\ PO;> H,0
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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1.3.3 Reac0es de desfosforilacdo Inter e Intramolecular envolvendo

Catalise promovida por grupos imidazois.

Recentemente, Mozart e colaboradores (PEREIRA, MURTA,
OLIVEIRA et al., 2016) estudaram reagBes envolvendo isdmeros
constitucionais de diésteres de fosfato, estruturas representadas na
Figura 5. Inicialmente avaliaram a influéncia e a proximidade do
imidazol na catdlise nucleofilica intramolecular e por seguinte

analisaram a reacdo de hidrélise desses substratos.

Figura 5 — Estruturas dos diésteres de fosfato derivados do naftol.

HN NH HN NH HN ,\IH
6) Q &)
,0 O O \ o.ﬂo@
~ L/ NO, 7 N0, O 8 NO,
INI2ZPpNP 2NllP-pNP 3NIZPpNP

Fonte: desenvolvida pela autora.
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Dessa forma, através de evidéncias obtidas por RMN e
espectrometria de massas, os autores puderam observar a formacdo de
um intermediario fosfoimidazol, obtido pelo ataque nucleofilico do
grupo imidazol sobre o a&tomo de fésforo Esquema 8. Ainda, no trabalho
foram realizados estudos cinéticos, efeitos isotdpicos, e célculos
computacionais, que comprovaram 0 tipo de catéalise envolvida no

sistema reacional.

Esquema 8 — Mecanismo nucleofilico intramolecular para a geracdo do
fosfoimidazol.

CATALISE NUCLEQOFILICA INTRAMOLECULAR
NO,
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o) ® b
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\—/ Fosfoimidazol

Fonte: desenvolvida pela autora.

Um dos estudos primordiais da mimetizacdo da enzima
fosfolipase D (ORTH, BRANDAO, SOUZA et al., 2010), ou ainda das
ribonucleases A (ORTH, BRANDAO, MILAGRE et al., 2008), foi
descrito por Orth e colaboradores que investigaram a reagdo
intramolecular do diéster de fosfato BMIPP (bis(2-(1-metil-1H-
imidazolil)-fenil) fosfato). O BMIPP destaca-se por apresentar dois
grupos imidazois, conferindo a este composto a capacidade de atuar

como diferentes catalisadores, acido, basico ou ainda nucleofilico.
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Conforme os dados obtidos por estudos tedricos, cinéticos e
espectrometria de massas, 0s autores elucidaram que a reacdo podia
proceder via dois mecanismos cineticamente equivalentes Esquema 9. O
primeiro mecanismo proposto seria a catalise &cida geral intramolecular
(representado pelas setas curvas azuis no Esquema 9) seguido de uma
catalise basica-geral intramolecular (representado pelas setas curvas
vermelhas), como ocorre em um mecanismo de uma enzima
ribonuclease A.

Ja o segundo, ocorre através uma catalise nucleofilica
intramolecular (representado pela seta curva preta), assistida por catalise
acida geral intramolecular (representado pelas setas curvas azuis), como

acontece na familia das fosfolipases D.

Esquema 9 — Mecanismos propostos para a hidrélise do BMIPP.

Primeiro mecanismo proposto:
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N% % \—/ 60
INTERMEDIARIO

Fonte: desenvolvida pela autora.
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Como exemplo de catélise intermolecular, pode-se citar o
estudo das reacdes do imidazol IMZ com uma classe de ésteres de
fosfatos derivados do 2,4-dinitrofenol, o monoéster DNPP, os diésteres
BDNPP e EDNPP e o triéster DEDNPP. Durante os estudos, foi
observada a formagdo de intermediarios fosforilados, relativamente
estaveis, detectados por espectrometria de massa e ressonancia
magnética nuclear (RMN). De acordo com as evidéncias cinéticas, as
reacOes com diésteres e triéster de fosfatos derivados do 2,4-dinitrofenol
(EDNPP e DEDNPP) catalisadas por imidazol em meio agquoso
acontecem via catélise nucleofilica, sendo o imidazol regenerado apds
ataque exclusivo ao atomo de fosforo. Ao passo que na hidrolise do
monoéster, acontece via catalise basica geral, ou seja, o imidazol ndo
atua como nucledfilo e sim como uma base geral (ORTH,
WANDERLIND, MEDEIROS et al., 2011).
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1.4 QUIMICA SUPRAMOLECULAR

As interagBes moleculares sdo o fundamento de processos
muito especificos de reconhecimento, reacdo, transporte e regulacéo que
ocorrem na biologia. Citam-se como exemplos, a ligagdo de um
substrato a uma proteina receptora, as rea¢cdes enzimaticas, a associa¢do
imunoldgica antigeno-anticorpo, a leitura, a traducdo e a transcricao
intermoleculares do cdédigo genético, a entrada de um virus em uma
celula, a inducédo de sinais pelos neurotransmissores, o reconhecimento
celular e assim por diante (LEHNINGER e NELSONCOX, 2000).

A concepcdo de sistemas miméticos requer projetar estruturas
com propriedades energéticas, estereoquimicas e sob atuacéo de forgas
intermoleculares ndo covalentes adequado ao sistema mimetizado. Ao
fazer isso o0 quimico ganha inspiracdo na esséncia dos processos
biol6gicos e encorajamento na demonstracdo de tais eficiéncias, tais
seletividades e tais velocidades que podem ser alcancadas.

A quimica supramolecular é um dominio cientifico
interdisciplinar que cobre as caracteristicas quimicas, fisicas e
bioldgicas de substancias de maior complexidade, ligadas entre si e
organizadas por interacfes intermoleculares. Essa area é relativamente
nova no sentido de ser ndo totalmente compreendida. As suas raizes
mergulham na quimica orgénica e nos procedimentos sintéticos, na
quimica de coordenacdo e nos complexos metal-ligante, na fisico-
quimica e no estudo experimental e tedrico de interagGes, na bioquimica
e nos processos biolégicos que sdo fundamentados no reconhecimento
molecular (LEHN, 1993).

Em muitos campos da ciéncia, a novidade esta relacionada ao

passado, mas a questdo & onde se encontram as raizes da quimica
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supramolecular. Os quimicos por muito tempo tentaram entender a
natureza em nivel puramente molecular, considerando apenas estruturas
e ligagdes covalentes fortes. Contudo, quando Emil Fischer em 1894,
sugeriu novos mecanismos em processos bioldgicos através do modelo
“chave fechadura”, entre as enzimas e os substratos, ele estava
efetivamente propondo que as estruturas quimicas formadas sdo
agregados mantidos por interacGes secundarias e ndo somente ligacdes
covalentes.

O modelo “chave-fechadura” descrito por Fischer levou a uma
nova dire¢do nos estudos quimicos das moléculas, que culminaram com
0 estabelecimento de dois principios fundamentais da quimica
supramolecular: (i) reconhecimento molecular e, (ii) fungdo molecular.
A partir de entdo a quimica supramolecular, designada por Lehn, pode
ser definida como “a quimica além das moléculas,” e descreve um
estudo de sistemas que contém mais que uma molécula e tem como
principal foco de estudo entender a estrutura, fungdo e propriedades
destes conjuntos. Contudo, o conceito e o termo de quimica
supramolecular foram introduzidos somente em 1978 com o
desenvolvimento e generalizacéo de trabalhos anteriores (LEHN, 1988).

Nesta area de pesquisa, um dos desafios mais importantes para
0s quimicos foi a concepc¢do e a sintese de receptores moleculares, que
podem de alguma forma mimetizar os naturais, as enzimas, através de
um conjunto de interacdes fracas. O precurssor destas moléculas que
mimetizam os sistemas naturais foi a descoberta das ciclodextrinas, as
quais foram observadas pela primeira vez por Villiersem 1891, no
entanto sua descricdo, preparacdo e isolamento deve-se a Schardinger
(SZEJTLI, 1998).
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Atuamente, tem-se  desenvolvido  numerosos  tipos
macrociclicos sintéticos, contendo varios grupos organicos e funcbes
polares, que complexa substratos organicos com ou sem carga. A
sinergia dos efeitos eletrostaticos e hidrofobicos pode ocorrer em
receptores anfifilicos que combinam seus sitios polares carregados aos
residuos organicos dos substratos, protegendo os sitios polares da
solvatacdo e aumentando as forcas eletrostaticas.

Embora os resultados obtidos descrevam uma “simples
ligacdo,” mais do que um reconhecimento, forneceram um grande
nimero de dados que tornou possivel as analises das caracteristicas
basicas da complexacdo molecular e das propriedades dos fragmentos
estruturais a serem usados na concepcdo de receptores (YU e
JIEHUANG, 2015).

As  espécies  supramoleculares  sdo  caracterizadas
simultaneamente pelo arranjo espacial dos seus componentes e pela
natureza das ligacGes intermoleculares que os unem. Elas possuem
propriedades estruturais, conformacionais, termodindmicas, cinéticas e
dinamicas bem definidas. Pode-se distinguir varios tipos de interacdes
que apresentam diferentes intensidades, dependéncias da distancia e dos
angulos; forcas eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio, atracdes idnicas e
polares, interacBes de Van der Waals e interagBes hidrofilicas-
hidrofébicas.

Contudo, as forcas intermoleculares sdo em geral mais fracas
que as ligagBes covalentes, de tal modo que as o0s compostos
supramoleculares  sdo  termodinamicamente  menos  estaveis,
cineticamente mais labeis, e dinamicamente mais flexiveis que as

moléculas.
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As estruturas supramoleculares sdo compostas pela repeticdo de
unidades pequenas formando sistemas auto-organizados de maior
complexidade que exibem propriedades interessantes para a
investigacdo de fendmenos bioldgicos.

Em geral, as unidades basicas sdo conectadas de tal forma que
podem gerar cavidades nas quais provém ambientes micro-heterogéneos
com caracteristicas diferenciadas e favoraveis para o alojamento e
transformacdo quimica de moléculas pequenas.

Neste contexto, uma série de exemplos de sucesso tem sido
relatada na literatura, dentre eles, éteres coroa (GOKEL e
LEEVYWEBER, 2004), as ciclodextrinas (MALENKOVSKAYA e
VASYANINAGRACHEYV, 2015), cucurbiturilas (BHASIKUTTAN e
PALMOHANTY, 2011), calixarenos (KIM, LEE, MUTIHAC et al.,
2012) e, mais recentemente, pilararenos (OGOSHI, SHIGA,
HASHIZUME et al., 2011).

Com base no que foi exposto, podemos verificar que existem
inimeras possibilidades de atuacdo da Quimica Supramolecular, e esta
de acordo com os interesses da quimica em nivel molecular. Em
particular no entendimento detalhado de fendmenos interfaciais
largamente presentes em sistemas biol6gicos, que incluem a
mimetizacdo de elementos importantes de reconhecimento molecular e
de sistemas enzimaticos eficientes, juntamente com as reacdes de

desfosforilagéo.
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1.4.1 Reconhecimento e Estrutura molecular
1.4.1.1 Reconhecimento supramolecular

Define-se reconhecimento molecular como a energia e a
informacdo envolvida na ligacdo e selecdo de um substrato por uma
dada molécula receptora. E importante ressaltar que o reconhecimento
ndo consiste numa mera ligacdo, e sim num conjunto de interacOes
intermoleculares bem definidas. As ligagbes formam um complexo
caracterizado pela sua estabilidade (termodinamica e cinética) e
seletividade (LEHN, 1988).

Assim, o reconhecimento molecular implica no armazenamento
e na leitura da informacdo molecular. Essa informacdo é armazenada na
estrutura do receptor e nos seus sitios ativos de ligacdo, onde pode ser
lida a velocidade de formacdo e dissociacdo do complexo. Entdo
podemos dizer que o receptor é caracterizado pela sua estrutura, ou
melhor seu tamanho, dimensionalidade, conectividade, conformagao,
quiralidade e sua dindmica, mas também através dos sitios de ligacdo,
onde sdo identificadas as propriedades eletrénicas como carga,
polaridade, polarizabilidade, atracéo e repulsdo de van der Waals etc..

Os receptores moleculares sdo definidos como estruturas
organicas, que sdo capazes de se ligar seletivamente a diferentes tipos
de substratos através de ligacBes intermoleculares, levando a associagio
de duas ou mais supermolécula, isto é, sdo moléculas hospedeiras. A
concepgdo de receptores é a expressdo de principios do reconhecimeto
molecular numa molécula organica.

Um bom reconhecimento por parte de uma molécula receptora

em relacdo ao substrato envolvem alguns fatores fundamentais como,
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complementaridade estereoquimica, isto é, forma e tamanho;
complementaridade de interacdo, ou seja, a presenca de sitios ativos de
ligagdo complementares (forcas eletrostaticas, ligacdo de hidrogénio e
van der Waals) na disposicéao correta entre receptor e substrato. Além de
extensas areas de contato entre ambos, mdltiplos sitios de interacéo,
uma vez que, ligacdes ndo covalentes sdo fracas quando comparadas
com as covalentes, ligagdo global forte e ainda deve-se considerar 0s
efeitos do meio (LEHN, 1990).

E sabido que um complexo é definido pelas suas caracteristicas
geométricas, termodindmicas (estabilidade, entalpia e entropia de
formacgdo) e cinéticas (velocidade de formacdo e de dissociacdo),
formando assim um agregado com caracteristicas espectroscdpicas,
fotoquimicas e fotofisicas distintas e bem estabelecidas..

Para determinar essas propriedades, os quimicos estdo se
concentrando no desenvolvimento de experimentos para quantificar as
origens dessas interaches ndo covalentes, através da utilizacdo de
técnicas como espectroscopia de RMN, espectroscopia Raman,
calorimetria de titulacdo isotérmica, tensdo superficial e UV-Vis. Onde
os dados experimentais obtidos sdo quantificados e explicados por meio
de andlise de constantes de ligagdo (Ka), energia livre Gibbs (AG,),
entalpia (AHy)e entropia (AS,) (ANSLYN e DOUGHERTY, 2006;
THORDARSON, 2011).

Dentro das técnicas citadas acima, destaca-se a Ressonéncia
Magnética Nuclear (RMN), que além de ser um dos métodos
espectroscopicos mais utilizados na sintese organica, atualmente tornou-
se uma ferramenta de fundamental importancia para os estudos na

quimica supramolecular, j& que é capaz de elucidar as estruturas dos
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agregados formados e ainda propor a estequeometria do complexo
formado (PASTOR e MARTINEZ-VIVIENTE, 2008).

Em 2011 Ma e colaboladores (MA, JI, XIANG et al., 2011)
descreveram a sintese de pilar[5]arenos catidnicos e estudaram o
reconhecimento molecular entre o macrociclo e o substrato (1-
octanosulfonato de sdédio). Através da interpretacdo e dos ajustes dos
dados experimentais obtidos pela técnica de RMN obtiveram
informacges Uteis sobre a constante de formacdo do receptor-substrato
(K,) de 1,33 + 0,94 x 10" M e uma estequiometria de 1:1 Figura 6.

Figura 6 — Representacdo esquematica da formacdo do complexo entre

Pilar[5]areno e 1-octonosulfonato de sodio.
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Fonte: Ma, Ji, Xiang et al. (2011).
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Ainda em 2011, Ogoshi e colaboladores (OGOSHI,
DEMACHI, KITAJIMA et al., 2011) investigaram a complexacdo de
pilar[5]arenos com n-alcanos utilizando a técnica de RMN. Os autores
notaram mudancas significativas nos deslocamentos quimicos das
estruturas estudadas, resultado provocado pela inser¢do do substrato na
cavidade do receptor. Assim, foi possivel calcular as constantes de
associacdo para cada complexo formado, juntamente com a
estequeometria de complexacdo. Sendo que, para 0 n-hexano obteve-se
uma costante de k, = 98 +12 M™, e para o n-octano de k; = 62 M™, e a
estequeometria em ambos os casos foi de 1:1.

Atualmente tem sido concebidos e investigados receptores de
tipos estruturais extremamente variados. Muitos deles sdo do tipo
macrociclo sintético, que contem varios grupos organicos e funcdes
polares, que complexam substratos organicos com ou sem carga. Em
fungdo do objetivo deste trabalho descreveremos as propriedades

guimicas, algumas caracteristicas e aplicacdes dos pilararenos.

1.4.1.2 Pilararenos

Os pilararenos descritos em 2008 por Ogoshi e colaboradores
(OGOSHI, KANALI, FUJINAMI et al., 2008) sdo uma nova classe de
macrociclos derivados dos paraciclofanos, formados a partir de 5 a 10
anéis de hidroquinonas ligadas por pontes de metileno na posicéo para,
Figura 7.

Devido as suas principais aplicagdes no reconhecimento
molecular, sintese e estabilizacdo de nanoparticulas (MONTES-
GARCIA, FERNANDEZ-LOPEZ, GOMEZ et al., 2014), sintese de
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liquidos i6nicos (OGOSHI, UESHIMA, YAMAGISHI et al., 2012),
aplicacbes biomédicas (SI, CHEN, HU et al.,, 2011; YU, ZHOU,
ZHANG et al., 2012), e em sensores fluorescentes, atuam na interface
de vérias areas de pesquisa.

Suas propriedades fisico-quimicas, como sua estrutura peculiar,
atenderam ao interesse dos quimicos, uma vez que, diferentemente de
outros macrociclos tradicionais, sdo altamente simétricos e rigidos,
resultando em maior seletividade na complexagdo de moléculas, melhor
dizendo, um seletivo reconhecimento molecular. Ainda, séo facilmente
funcionalizados e capazes de apresentar diferentes caracteristicas com
relacdo a solubilidade em &gua e em solventes organicos (OGOSHI e
YAMAGISHI, 2013).

Figura 7 — Representacéo estrutural do Pilar[n]areno.

n=5a10
Fonte: desenvolvida pela autora.

Convém notar que diversos artigos descrevem a sintese e o
isolamento dos pilararenos como ciclo pentdmeros, com bons a
excelentes rendimentos. Contudo, quando se trata de pilararenos
maiores, exige-se uma sintese mais elaborada, portanto os rendimentos
reacionais geralmente sdo menores. Por exemplo, em 2009 Cao e
colaboradores (CAO, KOU, LIANG et al, 2009) sintetizaram

ciclohexameros com 8 a 11% de rendimento.
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Acredita-se que a diferencanos rendimentos entre os diferentes
tamanhos de pilararenos reside na estrutura intrinseca do pilar[5]areno.
A evidéncia cristalografica mostra que o angulo médio para a ponte de
metileno em dimetoxipilar[5]areno é 111,3°, muito perto do &ngulo
ideal 109,5° para os carbonos hidridos do tipo sp® Figura 8.
Semelhantemente, o ciclotetramero apresentaria um angulo de ligagédo
Ar-CH,-Ar de 90°, enquanto que o ciclohexamero seria de 120°. Diante
destes fatos, é possivel constatar que o ciclopentamero forma uma
estrutura onde ha uma menor tensdo quando comparada a outros
pilararenos resultando no principal produto mediante a reacdo de
macrociclizacdo (CRAGG e SHARMA, 2012).

Figura 8 — Estrutura de Raio-X do Dimetoxipilar[5]areno.

Fonte: Cragg e Sharma (2012).

Outro fator instigante é que, contrariamente ao caso dos
calixarenos, que sdo geralmente preparados por condensacdo entre
compostos fendlicos e paraformaldeido catalisada em meio basico, a
sintese de pilararenos requer a presenca de um acido de Lewis como

catalisador. No entanto, o uso de acidos de Lewis inapropriados, tal
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como AICI;, FeCl;, TiCl, e SnCl, pode resultarno isolamento de
produtos indesejados, tal como o dimetoxipilar[5]areno, e uma mistura

de polimeros.

Por fim, os pilararenos, mais especificamente os pilar[5]arenos,
apresentam duas propriedades geométricas interessantes. A primeira
delas seria a presenca de substituintes nas posicdes 1 e 4, que conduzem
a dois estereoisdbmeros planares quirais Rp e Sp possiveis, como
mostrado na Figura 9, que surgem do arranjo espacial dos substituintes
fora de plano. A segunda seria a rotacdo de um ou mais anéis
aromaticos, gerando isdbmeros conformacionais. Assim, € possivel
prever conférmeros com todos os anéis na mesma orientagdo, um anel
invertido, dois anéis adjacentes invertidos, e dois anéis ndo-invertidos

adjacentes.

Figura 9 — Estruturas quirais R e S do Pilar[5]areno.

Fonte: Cragg e Sharma (2012).
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1.4.2 Catélise Supramolecular

Dentro do intuito de buscar catalisadores eficientes para
reacOes de desfosforilagdo, os macrociclos, como ciclodextrinas,
calixarenos e principalmente os pilararenos surgem como uma
alternativa para alcancar esse objetivo.

Estas estruturas altamente organizadas formam uma espécie de
“microreator”, que pode acelerar significativamente a velocidade de
algumas reacOes ou ainda aumentar consideravelmente o rendimento do
produto reacional. Isto porque, devido as suas caracteristicas quimicas,
conseguem atrair os substratos por forcas intermoleculares e ou
eletrostaticas, resultando numa melhor interacdo e aproximacao,
demonstrando a eficiéncia catalitica dos compostos supramoleculares
(BIEDERMANN e  NAUSCHNEIDER, 2014; RAYNAL,
BALLESTER, VIDAL-FERRAN et al., 2014).

O interesse nos estudos da catalise supramolecular é avaliar o
guanto a aproximacgao ou a inser¢do na cavidade dos reagentes afeta a
velocidade da reacdo estudada. Isto porque o vinculo entre catalise
supramolecular e enzimatica esta baseado na presenca de regides
hidrofobicas e hidrofilicas nas estruturas supramoleculares, que se
beneficiam de efeitos cataliticos regidos por aproximacéo hidrofébica e
eletrostética.

Modelos enzimaticos baseados em  macromoléculas,
conhecidos como enzimas artificiais, tém despertado grande interesse
por mimetizar aspectos multifuncionais e geométricos das enzimas
naturais. Isto porque, a estrutura macromolecular permite ancorar varios
grupos reativos, que cooperam com a funcionalidade hidrofébica e

altamente seletiva de suas cavidades.
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Dentro deste propdsito citardo rapidamente alguns modelos
miméticos que serviram de inspiracdo para o desenvolvimento de novos
modelos enzimaticos baseados em macromoléculas nas reagfes de
hidrolise de ésteres de fosfato.

1.4.2.1 Modelos miméticos envolvidos na catélise supramolecular de

ésteres de fosfato

Um dos trabalhos pioneiros no desenvolvimento de sistemas
miméticos baseados em macromoléculas foi proposto Breslow e
colaboradores. Seu trabalho consiste na funcionalizagdo das p-
ciclodextrinas, a fim de promover a catalise supramolecular de ésteres
de fosfato ciclicos (BRESLOW, DOHERTY, GUILLOT et al., 1978;
BRESLOW, 1995).

Os autores adicionaram dois grupos imidazois na cavidade
superior da B-ciclodextrina, originando assim  ciclodextrina-
bis(imidazol), e entdo avaliaram a atividade catalitica na hidrélise do
fosfato de 4-terc-butilcatecol (4-TBCP). Através de evidéncias cinéticas
a hidrolise do 4-TBCP passaria por um mecanismo de catalise
bifuncional &cido-basica geral beneficiada pelos imidazois ancorados na
B-ciclodextrina, tal como ilustrado no Esquema 10.

O autor ainda relata uma eficiéncia catalitica 120 vezes maior, €
seletividade para a formacdo do produto A quando comparada a
ciclodextrina ndo funcionalizada (BRESLOW e SCHMUCK, 1996).
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Esquema 10 — Esquema ilustrativo da catalise supramolecular em ésteres de

fosfato envolvendo CDs.

p-cyclodextrin

/H
=]
0 ,—\ﬁ LN - 5 | s
Im ! R OH -
_ O/P_i 0'>\F-"\"‘QH Ok ﬁ!’/ C/ o
) (s} CI) ZH
—— e +
4-TBCP 4 B
N -
~e G :
o
0, | o
E < ~p~
]
]

> 99:1 regioselectivity

120 times faster than
uncatalyzed reaction

Fonte: Breslow e Schmuck (1996).
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Outro exemplo envolvendo catalise supramolecular foi descrito
em 1989, por Shinkai e colaboradores (SHINKAI, SHIRAHAMA,
TSUBAKI et al., 1989). Autores relataram a utilizacdo de calixarenos
catibnicos para promover a hidrélise do didnion do fosfato de 2,4-
dinitrofenila (DNPP). Figura 10

Shinkai sugere a insercdo do substrato DNPP a cavidade no
calix[6]areno provocado pela atracdo eletrostatica entre as cargas
negativas do substrato e as cargas positivas do calix[6]areno, resultando
em um aumento na constante de velocidade de reacdo de hidrolise do

substrato.

Figura 10 — Estrutura do calix[6]areno catidnico responsavel pelo hidrolise do
DNPP.

Fonte: desenvolvida pela autora.

Assim com o proposito de situar os leitores foram abordados
através das diversas literaturas pertinentes ao assunto uma breve

introducéo.



65

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e funcionalizar os macrociclos de pilar[5]arenos,
verificando em reacBes de desfosforilagdo como modelos miméticos
enzimaticos.

Desta forma, pretende-se compreender mecanisticamente as
reacOes de hidrolise do monoéster 2,4- dinitrofenil fosfato (DNPP) e do
diéster bis (2,4- dinitrofenil) fosfato (BDNPP), bem como estudar as
diferentes formas de catalise e as intera¢cdes quimicas que ocorrem nos
sistemas supramoleculares de pilar[5]arenos conforme ilustra a Figura
11.

Figura 11 — Representacdo esquematica do objetivo geral

( N
ON ‘ ‘ Pilar[5]arenos funcionalizados NO,
P
OR
; o\
NO, OR NO,
"DNPP:R=R'=H P5A: R%= CH,NMe;
i NO,
| BDNPP: R=H; R'= P5I: R%= CH— "Xy
e NO; ==
~ J

Fonte: desenvolvida pela autora.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

As estratégias para atingir os objetivos deste trabalho estéo
subdivididas  pelos  estudos utilizando  dois  catalisadores
supramoleculares: (i) pilar[5]areno catiénico (P5A), e (ii) pilar[5]areno

neutro (P5I), e envolveram os seguintes objetivos especificos:

I Pilar[5]arenoCatidnico (P5A):

Sintetizar e caracterizar do Pilar[5]areno catidnico (P5A);

Estudar os efeitos de concentracdo do P5A nas constantes de
velocidades da reacdo de hidrdlise do DNPP;

Avaliar o efeito da acidez nas constantes velocidade das

reacdes de desfosforilacdo do monoéster DNPP;

e Estudar os parametros de ativacdo termodinamicos da reacdo
de hidrélise de DNPP em presenca de e P5A,;

e Avaliar o efeito de inclusdo do substrato DNPP no P5A

através da técnica de RMN;

e Realizar céalculos de dindmica molecular a fim de se obter
informagGes sobre a insercdo, ou ainda, a ligacdo do DNPP ao
P5A.
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Il. Pilar[5]areno Neutro (P5I)

Sintetizar e caracterizar do Pilar[5]areno Neutro (P5I);

Determinar o perfil de pH das reacfes de BDNPP com P5I
para avaliar o comportamento reacional de diferentes espécies

ibnicas em solucéo;

Estudar os efeitos de concentracdo do P5I nas constantes de

velocidades nas reagcbes com BDNPP;

Estudar os parametros de ativacdo termodinamicos da reagéo
de hidrodlise do diéster BDNPP em presenca de P5I;

Realizacdo de estudos de efeitos isotopicos de solvente
(H,O/D,0) para avaliar a ocorréncia de transferéncia de

prétons até a etapa determinante da velocidade de reagéo;

Avaliar o efeito de inclusdo do substrato BDNPP no P5l

através da técnica de RMN;

Cinética e ldentificacdo dos principais produtos da reacdo de
BDNPP com P5I pela técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN *H e *Pp).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 EQUIPAMENTOS

Os experimentos de RMN foram realizados em um
espectrometro de 200 MHz Bruker DPX 200 interfaciado com um
programa operacional topspin. Para os experimentos de UV-Vis e
cinéticas utilizou-se o equipamento da marca Varian modelo Cary 50
acoplado a um banho termostatico, interfaciado com o programa
CarywinUV As medidas de pH foram feitas com pHmetro Hanna
modelo pH200 calibrado de acordo com a faixa de leitura desejada com
solucbes padrdes de pH 4,00, 7,00, 10,00 (Synth).

3.2 REAGENTES

Os macrociclos de pilar[S]arenos e o0s substratos foram
sintetizados conforme descrito na sessdo 3.3. Para a sintese dessas
substancias utilizou reagentes de qualidade P.A. adquiridos
comercialmente (Aldrich, Synth, Vetec).

Agua deuterada (D,0), metanol deuterado (MeOD),
cloroférmio deuterado (CDCIls) da Cambridge Isotope e NaOD (40%) e
DCI (37%) da Aldrich foram empregados para as analises de RMN.

Os demais reagentes e solventes utilizados foram adquiridos

comercialmente, provenientes da Aldrich, Carlo Erba, Acros e Vetec.
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3.3 SINTESE DOS MACROCICLOS DE PILAR[5]JARENOS E DOS
SUBSTRATOS

3.3.1 Sintese dos pilar[5]arenos

A seguir estdo descritas as sinteses dos macrociclos utilizados
nesta tese, o pilar[5]areno catidnico (MA, JI, XIANG et al., 2011) e 0
pilar[5]areno neutro de Imidazol.

Ao passo que descreveu a sintese, purificacdo e caracterizacdo
com dados de RMN de hidrogénio, carbono e espectrometria de massas
de alta resolucdo detalhadamente do pilar[5]areno-Imidazol por tratar-se

de um composto inédito.

Esquema 11 — Rota de sintese para obtencdo do 1,4 bis (2-Bromoetoxi)

benzeno (1):

OH Br

§ |

o O

CBry/ PPhs
CHLCN
(O J/O
HO) Br
Fonte: desenvolvida pela autora.
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Sintese do 1,4 bis (2-Bromoetoxi) benzeno (1): Sob atmosfera
de argbnio, em uma solucdo de 20 mL de acetonitrila seca contendo 5
mmol de 1,4 bis (2-hidroxietoxi) benzeno, e 12 mmol de trifenilfosfina,
adicionou-se lentamente pequenas por¢des de tetrabrometo de carbono
(CBr) a 0°C. Ap6s o periodo de 4 horas acrescentou 20 mL de dgua
gelada, que resultou na precipitacdo de um solido branco. O precipitado
foi coletado por filtracdo e lavado com uma mistura 60:40 de metanol e
agua e entdo recristalizado em metanol. O derivado bromado foi obtido
com 85% de rendimento.
'H RMN (CDCls, 200 MHz): & 1,57 (s, agua de cloroférmio); 6 3,61 (t,
4H, J = 6,3 Hz, CH,); 6 4,24 (t, 4H, J = 6,3 Hz, CH,); 5 6,89 (s, 4H,
Ar).
BCRMN (50 MHz, CDCly) &: 29,4; 68,8; 116,2; 152,9.

Esquema 12 — Rota de sintese para obtencéo Pilar[5]areno bromado (2)

Br Br

S Paraformaldeido S
o o
BFSO(CH2H5)2 /:< H
CH,Cl, ® |
L > H Js

Fonte: desenvolvida pela autora.
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Sintese do Pilar[5]areno bromado (2): Em uma solucédo
contendo 30 mmol de 1,4 bis (2-Bromoetoxi) benzeno em
diclorometado (230 mL) foram adicionados sob atmosfera de argénio,
paraformaldeido (30 mmol) e trifluoreto de boro-dietil-eterato (30
mmol). A mistura reacional foi agitada por 2 horas a temperatura
ambiente, onde com o decorrer do tempo tornou-se verde. A mistura foi
lavada com &gua, solugdo saturada de bicarbonato de sédio e solucao
saturada de cloreto de sédio. Na sequéncia, o solvente foi removido e o
produto foi purificado em coluna cromatografica de silica gel (27:23
diclorometano:hexano). Rendimento de 70% como um solido branco.
'HRMN (200 MHz, CDCls): & 3,63 (t, 20H, J = 4 Hz); § 3,84 (s, 10H);
84,23 (t, 20H, J =2 Hz); 8: 6,91 (s, 10H).
3C RMN (50 MHz, CDCl5)3: 29,5; 30,9; 69,1; 116,2; 129,2; 149,8.

Esquema 13 — Rota de sintese para obtencdo Pilar[5]areno catidnico P5A:

L

N
S EtCH, refluxo e
NME3

{/—QOT

pEan;

B \J/ 108
E

3

Fonte: desenvolvida pela autora.
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Sintese do Pilar[5]areno catidnico P5A (3): Em uma solucédo
do composto 2 (1 mmol) solubilizado em etanol (100 mL), foi
adicionada trimetilamina (48 mmol). A reacdo foi mantida por 24h sob
refluxo. Apos esse periodo, filtrou-se o produto a vacuo, lavou-se com
etanol. Rendimento de 95% como um s6lido branco.

'H RMN (200 MHz, D,0): & 3,3 (s, 90H); & 3,8 (s, 20H); & 3,9 (s,
10H); 6 4,46 (sl, 20H); 5 6,9 (sl, 10H).

Esquema 14— Rota de sintese para obtencéo Pilar[5]areno Imidazol P5I:

e
(/\NH E_?

KOH, § =) S

DMF

Fonte: desenvolvida pela autora.

Sintese do Pilar[5]areno-Imidazol P51 (4): Em um baldo
reacional foram adicionados KOH (16 mmol), DMF (8,4 mL) e
imidazol (4 mmol) e a mistura foi agitada por 30 minutos. Apés,
adicionou-se uma solu¢do do composto 2 (0,336 mmol) em DMF (8,4
mL). A mistura reacional foi agitada por 24 horas a temperatura
ambiente. Adicionou-se agua e deixou-se na geladeira por 24 horas.
Filtrou-se e secou-se o produto a vacuo. Rendimento de 50% como um

s6lido amarelo palido.
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'H RMN(200 MHz, MeOD): § 3,5 (s, 10H); & 3.8 (s, 20H); & 4,2 (s,
20H); § 6,5 (s, 10H); 5 7,0 (s, 10H); & 7,1 (s, 10H); 8 7,7 (s, 10H).
BCRMN(50 MHz, MeOD) &: 30,3; 47,9; 69,9; 116,7; 117,2; 121,1;
129,3; 130,7; 138,9; 151,3; 154,2.

3.3.2 Sintese dos substratos

As sinteses dos ésteres de fosfatos bis (2,4-dinitrofenil) fosfato
(BDNPP) e 2,4-dinitrofenil fosfato (DNPP) foram realizados por
métodos ja descritos na literatura (BUNTON e FARBER, 1969; RAWIJI
e MILBURN, 1981); o 2,4- dinitrofenilfenil fosfato (DNPPP) foi
sintetizado por Tiago Pacheco e Michelle Medeiros de acordo com a
literatura (KIRBY, MEDEIROS, MORA et al., 2013).

Esquema 15 — Rota de sintese para obtencgéo do bis (2,4-dinitrofenil fosfato) —
BDNPP:

OH O,N
NO; o Piridina Q o NG,
F.., _— I
ol %Gl CH4CN oK,
o 3 OuN X
NO,

N02 HD

=3

o

Fonte: desenvolvida pela autora.

Sintese do bis (2,4-dinitrofenil fosfato) — BDNPP Em uma
solucdo de 2,4-dinitrofenol (DNP), previamente recristalizado em
cloroférmio (30 mmol), em 50 mL de acetonitrila, adicionou-se 62

mmol de piridina. Em seguida a reacéo foi resfriada a 0°C e adicionou-
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se gota a gota 11 mmol de POCI; ao sistema. A mistura reacional foi
agitada por 20 min e vertida em 200 mL agua destilada gelada e levada
ao freezer. Ap6s 1-2 horas notou-se a formagdo de um precipitado o
qual foi separado por filtracdo, e lavado vérias vezes com agua destilada
gelada para remover o excesso de piridina.

'H RMN (MeOD, 200 MHz): & 7,94 (d, 1H, Ar); & 8,48 (dd, 1H, Ar), &
8.87 (d,1H,Ar).

$1p RMN (MeOD, 81 MHz); & -13,95.

Sintese do 2,4-dinitrofenil fosfato — DNPP: Inicialmente o
BDNPP ¢é solubilizado em metanol, e eluido em uma coluna de resina
de troca idnica, onde o ion piridinio serd substituido pelo ion sodio.

Em uma solucdo de hidréxido de sodio 0,3M (45 mL),
adicionou o diéster (BDNPP) previamente seco, deixado por lh até
atingir o pH 13,5. O sistema foi resfriado a 0°C e acrescentou &cido
cloridrico 5M (15 mL) rapidamente, o precipitado 2,4 dinitrofenol,
subproduto da reagdo formado, foi filtrado do meio. A solucdo aquosa
contendo o monoéster foi evaporada. O solido obtido foi solubilizado
em éter etilico, e acrescentado lentamente 2,6 lutidina até a formacéo de
uma suspensdo. Apoés a adicdo da 2,6 lutidina (3 mL), a mistura foi
deixada sob agitacdo por 10 min e levada ao freezer por 6h. O produto
obtido foi filtrado e lavado com éter até a solucéo ficar limpida.

'H RMN (D,0, 200 MHz): & 7,88 (d,1H,Ar) , & 8,52 (dd,1H,Ar), &
8,82 (d,1H,Ar). Os demais picos no espectro sdo referentes aos
hidrogénios da lutidina.

'p RMN (D,0, 81 MHz); 5 0,54
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3.4 MEDIDAS CINETICAS

As reagdes estudadas com o substrato DNPP foram iniciadas
com adicéo de aliquotas de 30 pL de uma solugdo estoque (5 x 10 M,
em acetonitrila) em 3 mL de uma solugdo aquosa tamponada no pH
desejado contendo P5A (2 x 10° M) em uma cubeta de quartzo,
atingindo uma concentracéo final de 5,0 x 10° M.

Enquanto que as reacdes estudadas com o substrato BDNPP
foram iniciadas com adicdo de aliquotas de 20 pL de uma solucdo
estogue (3 x 10° M, em acetonitrila) em 2 mL de uma solugéo aquosa
tamponada com 30% de MeOH no pH desejado contendo o P51 (5 x
10™* M) em uma cubeta de quartzo, a fim de atingir uma concentracéo
final de 3,0 x 10° M.

Ambos os estudos foram acompanhados monitorando-se o
aparecimento da banda em 350nm ou 400nm respectivo ao produto
reacional 2,4-dinitrofenolato (DNP). As constantes de velocidade
observadas foram calculadas através do ajuste da curva de absorvancia
em funcdo do tempo pelo programa Scanning KineticsWinUV através
uma cinética de primeira ordem para o substrato DNPP. Enquanto
que, as constantes de velocidade observadas para BDNPP foram
calculadas por uma equacdo de uma reagdo consecutiva.

Para os experimentos de efeito isotdpico, o ajuste do valor de
pD das solugdes foi corrigidos considerando pD= pHigo+ 0,4 a 25°C.

Os tampdes utilizados foram: &cido cloroacético (pH 2,0-3,0),
acetato de sodio (pH 4,0-5,0), BIS-TRIS, (pH 6,5-7,5), TRIS, (pH 8,0-
9,0), bicarbonato de sédio, (pH 9,5-11,0).
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35 ESTUDOS POR RMN DE 'H E 'p

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e *'P
foram obtidos através de um equipamento de 200 MHz modelo Bruker
AC 200, disponibilizado pela Central de Anélises no Departamento de
Quimica da UFSC. Em todas as medidas utilizou-se o 3-(trimetilsilil)
propionato de sédio (TMSP) como referéncia interna para RMN de 'H e
4cido fosforico 85% como referéncia externa para RMN de *P. Todas
as solucbes foram preparadas com solventes deuterados. Os valores de
pD para as solugdes aquosas foram ajustados de acordo com a equagao:
pD = pHig + 0,4, a 25°C (MIKKELSEN e NIELSEN, 1960). Os
espectros adquiridos foram manipulados no software MestrReNova
versao 6.0.2.
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3.6 CALCULOS COMPUTACIONAIS

Os célculos de dindmica supramolecular foram realizados pelo
Prof. Rodrigo Montecinos, onde as simulagdes de Dinamica Molecular
foram realizadas utilizando o pacote de programas Gromacs versdo
4.6.5.(PRONK, PALL, SCHULZ et al., 2013). O Pilar[5]areno e o
DNPP foram construidos com parametros do campo de forca
GROMOS96 54A7 (SCHMID, EICHENBERGER, CHOUTKO et al.,
2011) e solvatados com agua usando o modelo SPC (BERENDSEN e
GRIGERASTRAATSMA, 1987). As condicGes de contorno periddico
foram aplicadas em todos as trés dimensdes e todas as simulag¢fes foram
realizadas no conjunto isotérmico-isobarica. Onde a temperatura foi
mantida a 300 K utilizando pilar[5]areno_DNPP, e ions de agua
acoplados independentemente com uma constante de acoplamento igual
a 0,1 ps. Enquanto a pressao foi mantida a 1 bar utilizando o barostato
de Berendsen com uma constante de acoplamento de 1,0 ps.

O algoritmo LINCS (HESS e BERENDSENFRAAIJE, 1997) foi
usado para restringir os comprimentos de ligagdo do pilar[S]areno e
DNPP e SETTLE (MIYAMOTO e KOLLMAN, 1992) para restringir a
estrutura das moléculas de agua. Utilizou-se um corte de 1,2 nm para as
interaccdes de Van der Waals. As interacBes eletrostaticas de longo
alcance foram calculadas através do algoritmo Ewald de particulas
(PME) (DARDEN e YORKPEDERSEN, 1993). Um passo de tempo de
2 fs foi usado em todas as simulacGes. A lista de vizinhos foi atualizada
a cada 10 etapas de tempo. Ambos os sistemas foram equilibrados por

300 ps. Foram calculadas trajetorias de 50 ns para cada sistema.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41  REACOES DE MONOESTERES NA PRESENCA DE
PILAR[5]JARENO (P5A)

Os Pilararenos podem reconhecer seletivamente subtratos em
solventes organicos, devido apresentar uma cavidade rica em elétrons
que resultam na formacdo de interagcbes. O interessente desses
macrociclos é que o reconhecimento molecular também pode ocorrer
em meios aquosos, simulando rea¢fes enziméticas (STRUTT, ZHANG,
GIESENER et al., 2012).

A solubilidade em agua deste tipo de macrociclo pode ser
conseguida através da sua funcionalizacdo, isto é, pela insercdo de
grupos carboxilicos ou amodnio nas margens dos macrociclos.
Recentemente, foi relatado um pilar[5]areno funcionalizado com grupos
alquilaménio (P5A), totalmente sollvel em agua e capaz de formar
complexos de inclusdo muito estveis com anions organicos (GOMEZ,
FRANCISCO, FERNANDEZ-NIETO et al., 2014).

Com base nessa capacidade de reconhecimento em meio
aquoso decidiu estudar a reacdo de transferéncia de fosfato na presenca

de pilarareno.
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4.1.1 Estudos Cinéticos

A reacdo do monoéster (DNPP) com o P5A foi acompanhada por
meio da técnica de espectroscopia de UV-Vis. Os espectros sucessivos
de UV-Vis permitiram visualizar o aparecimento das bandas em 360 e
400 nm, que representam a formacdo do produto reacional 2,4-
dinitrofenolato (DNP).

Na Figura 12 estéo representados 0s espectros sucessivos de UV-
Vis tipicos para a reacdo entre DNPP e P5A. As cinéticas apresentaram
comportamentos tipicos de primeira ordem em relacdo ao substrato

organico em todas as reacdes estudadas.

Figura 12 — Absorvancia vs. comprimento de onda para a reagdo entre DNPP
[5x10°M] e P5A [2 x 10° M] a 25°C e pH = 13.
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Fonte: desenvolvida pela autora

Estudou a hidrélise de DNPP em solugdes aquosas em pH 7,0
(tampdo Bis-Tris) em funcdo da concentragdo de P5A. A partir dos
dados obtidos experimentalmente esbocou o grafico das constantes de

velocidade observadas em fungdo da concentracdo de P5A.
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Na Figura 13 observou que ha um incremento na constante de
velocidade com o aumento da concentragdo de P5A até atingir um
patamar. A constante de velocidade observada aumenta quase dez vezes
ao aumentar a concentracdo de pilarareno atingindo um valor limitante
para [P5A]> 0,002 M.

Figura 13 — Influéncia da concentracdo de P5A na constante de velocidade
observada, ko, para hidrélise de DNPP [5 x 10° M], em soluges aquosas a
pH= 7 (tampé&o Bis-Tris) e 25,0 ° C.
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Fonte: desenvolvida pelo autora

Ainda ressalta-se que de acordo com a literatura 0 DNPP, em
solucdo aquosa neutra, encontra-se completamente desprotonado e
convertido nas espécies dianidnicas, devido a seu pKg = 4,62. Dessa
forma, assumiu que existam apenas a espécie dianiénica formada no
meio reacional (KIRBY e VARVOGLIS, 1967).

Portanto o efeito catalitico pode ser explicado pela

incorporagdo do dianion DNPP na cavidade do pilarareno, ki, psa), € @
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hidrolise em agua, Kkpw). Ambos 0s processos ocorrem
simultaneamente. Assim a constante de velocidade observada é dada
pelas constantes de velocidade em ambos os meios ponderados pela

fragdo molar de dianion de monoéster.(Equacdo 1)

kobs = kpwXpw + Kp,psaXppsa Equacdo (1)

=1 Equacdo (2

XD,W - 1+KaSS,D[P5A] qu 9 ( )
— Kass,D[PSA]

XD,psA = T3 Kacop [P5A] Equagdo (3)

Os dados experimentais foram ajustados as equacdes (1-3), ver
linha continua na Figura 13, permitindo obter a constante de ligacao
para associa¢do do dianion ao pilarareno, Kgss py = [5150 + 660] MY,
bem como a constante de velocidade dentro da sua cavidade, ki, psa) =
(7,80 +0,22) x 10° s™.

Logo, constatou-se que o valor da constante de velocidade
observada é consideravelmente maior quando comparada com a
constante observada apenas em &gua, kpw = 8,27 x 10° s
evidenciando um efeito catalitico de quase dez vezes.

Enfim, definidos os primeiros resultados e ajustes, seguiu para

analisar o efeito do pH na taxa de hidrolise de DNPP, considerando o
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equilibrio acido-base entre didnion e o monoanion do monoéster de
fosfato.

Avaliou o efeito do pH na constante da taxa de hidrolise de
DNPP tanto na presenca e auséncia de macrociclo e esta apresentado na
Figura 14. As constantes de velocidade observadas foram obtidas no
intervalo de pH 2-13 na presenca de P5A a 25°C. A concentragdo de
P5A foi definida como [2 x 10 M] para garantir a total incorporagdo

do DNPP na cavidade do Pilarareno.

Figura 14 — Perfil de pH da hidrélise do DNPP na presenca de P5A [2 x 10° M]

(m) e em solugdo aquosa (e).
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Conforme o esperado, a desprotonagdo do monoanion, para a
formac&o da espécie dianiénica do DNPP alcanga um patamar acima de
pH 5, onde o DNPP ¢ totalmente convertido a dianion. A Figura 14
também indica um significativo efeito catalitico para a reagdo na

presenca de P5A.
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Além disso, por tratar-se de um sistema complexo, deve
considerar que a hidrélise do monoéster ocorre através de quatro
caminhos simultaneamente: (i) monoanion em agua, Km, w) (ii)
monoanion ligado ao pilarareno, K, psa), (iii) dianion em agua kp, w), €
(iv) dianion ligado a cavidade do pilarareno, Kp, psa).

Conhecendo os quatro caminhos de hidrolise do DNPP
mencionados acima, os dados da Figura 14 puderam ser ajustados (linha
vermelha continua) pelas EquacGes 4-7, deduzidas a partir do Esquema
16.

Esquema 16 — Possiveis caminhos para a hidrélise do DNPP.

5—@-05 “ R
Kagpsa \7 j x i j k054

Products

Fonte: desenvolvida pela autora.

A equacdo para a constante de velocidade observada (equacgdo
4) pode ser obtida assumindo que kg Seja igual & soma das constantes
de velocidade individuais ponderadas pelas correspondentes fragdes
molares de monoéster.
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kobs = kmwXmw + kpwXpw + KupsaXmpsa + KppsaXppsa )]

- [H]
- Kass,M[PSA]+[H+]+Ka,w(1+Kass,D[P5A])

(®)

XM,W

Kaw
= ' 6
XD'W Kass,M[PSA]+[H+]+Ka,w(1+Kass,D[P5A]) ( )

Kass,M[PSA][HY]
Kass,M[P5A]+[HY] +Ka,w(1+Kass,D [P5A])

XMpsa = (7)

Utilizando os valores reportados na literatura para a acidez do
monoéster em agua, bem como as constantes de velocidade em agua
para 0 monoanion e dianion, obteve-se as constantes de velocidade e de
equilibrio mostrados na tabela 1 (BUNTON, FENDLER, FENDLER et
al., 1967).

Tabela 1- Pardmetros cinéticos e constantes de equilibrio para a reagdo do
DNPP com P5A obtidas pelos ajustes dos valores experimentais mostrado na
Figura 14 pelas equagdes 4-7.

Kassm! M+ Kassp ! M+ kn,psa !/ st kp,psal st

774+ 35 (5150 + 660) 1.44 x 10°® (7.80+0.22) x 10°°

pKgw=4.62;ky,,=3.36x107s% ek, , =827 x10°s?



85

A constante de equilibrio para a incorporacdo de dianion em
P5A € 5,4 vezes maior do que a observada para 0 monoanion, esse
efeito pode ser explicada pela maior interagdo eletrostatica sendo a
principal forca motriz para a complexacéo entre o receptor e o substrato.

Ainda a partir do Esquema 16 e dos dados apresentados na
Tabela 1 pode ser calculado um valor de pKypsa) = (4,16 + 0,12) para a
acidez do monoanion de DNPP dentro da cavidade de pilarareno.
Atraves da comparacdo de pK,esay € pPKaw), percebeu-se que a acidez
do monoéanion aumenta 3 vezes, consequéncia da sua complexacdo ou
insercdo ao receptor. Este resultado pode ser atribuido & estabilizacdo do
dianion através da interacdo eletrostatica com as cargas positivas de
pilarareno.

Ainda com o intuito de expandir o trabalho foram realizados
estudos cinétidos com P5A frente a outro subtrato, no caso o diéster
BDNPP, nas mesmas condicdes cinéticas otimizadas para o DNPP.
Entretanto estudos iniciais ndo evidenciaram efeito catalitico do P5A
para a hidrolise do BDNPP. Pode-se chegar a algumas evidéncias, mas
nada comprovada cientificamente, como: pouca interacdo eletrostatica,
uma vez que o BDNPP ndo é tdo carregado quanto o DNPP, e por

questdes de estrutura e dimenséo.
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4.1.2 Parametros de ativacao

A dependéncia das velocidades de reagGes com a temperatura nos
da uma informacdo valiosa sobre as constantes de velocidade. A
observacdo qualitativa € que as reacdes acontecem mais rapidamente
como o aumento da temperatura.

Com a finalidade de adquirir informacdes sobre essas constantes
de velocidade, foram obtidos os parametros de ativagdo termodinamicos
da reacdo entre o P5A e o monoéster DNPP.

As constantes de velocidade observadas foram determinadas em
diferentes temperaturas, na faixa entre 35 e 65°C, em pH 10. Entédo, os
valores de AG”, AS” ¢ AH” foram determinados através dos dados
experimentais da Figura 15 e de acordo com as Equaces 8, 9 e 10, e

seus respectivos valores estdo apresentados na Tabela 2.

Figura 15 — Gréfico de Eyring para reagdo de DNPP com P5A, em pH=10.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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In (*222) = [mm () + 57| -5 (5) Q
AG* = In ("kbLTh) RT ©)
AG* = AH* — TAS* (10)

Onde ky, , he R referem-se as constantes de Boltzmann (1,38 x
102 J.K™), de Planck (6,63 x 10* J.s) e universal dos gases (8,314

J.mol™.K™), respectivamente.

Tabela 2 — Parametros termodinamicos para a reagdo entre P5A [2 x 10° M] e o
DNPP [5 x 10°° M], em pH 10.

Parametros Valores
AH” (kcal.mol ™) 24,5
AS” (cal.mol™.K™) 4,03

AG” (kcal.mol™) 23,3
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4.1.3 Estudo de RMN *H

Com intuito de compreender o processo de complexacdo
ocorrida entre o P5A e o substrato DNPP foram realizados estudos de
'H RMN, que com base nos deslocamentos quimicos dos prétons
diretamente envolvidos na incorporacdo do substrato fornecem
importantes informag6es sobre a complexacéo.

O P5A contém, além de uma cavidade rica em elétrons, possui
dez cargas positivas (5 em cada aro), que promove a facil incorporagéo
do DNPP dianidnico. As estruturas quimicas dos compostos P5A e
DNPP juntamente com a identificagdo dos respectivos protons estéo
ilustradas na Figura 16.

A partir de uma titulagdo de RMN, em que se adicionou
crescentes concentragfes de P5A a uma solugdo de DNPP 19,3 mM
(Figura 17), pode-se observar uma significativa alteracdo nos
deslocamentos quimicos dos protons resultante do processo de
complexacéo.

As mudancas nos sinais dos protons do DNPP estdo na seguinte
ordem Ha=Hb>>Hc, e isso é um forte indicio que os proténs Ha e Hb
sofrem maior efeito de blindagem provocado pela cavidade do P5A.

Enquanto que o efeito de blindagem sobre Hc é muito pequeno.
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Figura 16 — Estruturas do pilar[5]areno carregado positivamente (P5A) e do

2,4-dinitrofenilfosfato (DNPP).
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Figura 17 — Espectro de 'H RMN (D,0, 298 K, 200 MHz) de DNPP [19,3 Mm]
na presenga de concentragdes crescentes de P5A [mM]: (a) 0,00, (b) 0,7, (c) 3,5

e (d) 16. Os sinais marcados como L correspondem ao contra-ionde 2,6-

lutidinio.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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E interessante notar ainda que, os sinais de prétons do PSA (H5,
H4 e H2) mostram uma pequena alteracdo nos deslocamentos quimicos
(veja a Figura 18) enquanto, os prétons H1 e H3 experimentam-se
desblindados na presenca de DNPP, como evidenciado pelo desvio de
campo observado para estes sinais. Além disso, os protons (H4, H3)
tendem a ser sobrepostos. Todos os espectros encontram-se ilustrados

no apéndece desta tese.

Figura 18 — Espectro de *H RMN (D,0, 298 K, 200 MHz) (a) P5A [17 mM];
(B) [17 mM] de P5A e [17 mM] de DNPP, (c) [17 mM] de DNPP. L
corresponde ao contra-ion 2,6-lutidinio.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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4.1.4 Célculo computacional

Para explorar as estruturas mais provaveis formadas pelas
interacdes entre DNPP e pilar[5]areno foram realizadas simulagdes de
dindmica supramolecular. O lado esquerdo da Figura 19 mostra o ponto
inicial para os célculos, formado a partir de sistema de 1 molécula de
DNPP e 2 ions de sodio incorporados a um sistema em pré-equilibrio
contendo 1 molécula de pilar[5]areno e 10 contra-ions de brometo

solvatados com 4200 SPC moléculas de agua.

Figura 19 — O lado esquerdo mostra a configuracéo inicial, com o DNPP na
representacdo de CPK e o pilar[5]areno na representacdo de vara. Os carbonos
sdo cor cianos, os hidrogénios sdo brancos, 0s nitrogénios sdo azuis e 0s
oxigénios sdo vermelhos. Brometo e sddio sdo cinza e verde, respectivamente.
Para simplificar, as moléculas de gua s&o azul claro na representacéo de linha.
O lado direito mostra um grafico de distancia entre o centro da cavidade P5A e
0 carbono na posicdo 4 do DNPP, em fungdo do tempo de célculo e do

complexo formado 1: 1, ap6s atingir o equilibrio.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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Ainda o sistema mostrado na Figura 19 corresponde a uma
estequiometria de ligacdo 1:1, o que provavelmente é uma
representacdo adequada para a condicdo cinética experimental realizada
nos estudos onde [DNPP] << [P5A]. O modelo ilustrado exibe uma
interacdo eletrostatica inicial entre o grupo fosfato e o0s grupos
alquilaménios do P5A.

A inclusdo do substrato dentro da cavidade do pilar[5]areno é
observada ap6s 1000 ps de trajetdria (lado direito da Figura 20) e a
configuracdo do complexo supramolecular e a distancia entre P5A e
DNPP ndo se alteram durante o Gltimo 19 ns de célculo, evidenciando a
formacao do complexo interno estavel.

E interessante observar que nas condigdes experimentais em que
0 DNPP esta em excesso quando comparado a concentracdo de P5A
permite a formacdo de um complexo supramolecular entre 2 moléculas
de DNPP e 1 molécula de pilar[5]areno. A fim de acelerar o calculo, a
configuracdo inicial partiu com 2 moléculas de DNPP dentro da
cavidade do P5A.

Contudo, 0 modelo evoluiu rapidamente para uma estrutura onde
uma molécula de DNPP é mantida dentro da cavidade, formando um
complexo interno. Enquanto a segunda molécula estd localizada no
local oposto que interage com o grupo amdnio formando um complexo
externo (Figura 20) e as distancias entre o centro da cavidade P5A e o
carbono na posicdo 4 de cada molécula do DNPP sdo estaveis em
funcdo do tempo de célculo, que evidencia a estabilidade dos complexos

internos e externos.
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Figura 20 — A- llustragdo do complexo formado 2:1, onde o P5A é representado
em varas e as duas moléculas de DNPP estdo em CPK. Para simplificar, as
moléculas de agua e os ions foram removidos. B- Distancia entre o centro da
cavidade P5A e o carbono na posi¢do-4 para cada DNPP, em funcdo do tempo

de calculo.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Assim, de acordo com estes resultados, as amostras de DNPP
com um excesso de pilar[5]areno interagem favorecendo uma estrutura

preferencial 1: 1 através da formacgao de um complexo interno.
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4.2 REACOES DE DIESTER NA PRESENCA DE
PILARARENO IMIDAZOL

A inspiracdo para a sintese de uma nova série de pilar[5]arenos
contendo imidazois surgiu como uma consequéncia dos resultados
obtidos da reacdo de hidrolise do DNPP com P5A descrito na secdo
anterior. O importante efeito observado, analisado juntamente com os
inmeros estudos ja reportados na literatura das reacBes de
desfosforilagdo promovidas por imidazol, foram suficientes para indicar
a necessidade de sintetizar pila[5]arenos contendo imidazéis.

A escolha dos pila[5]arenos deve-se ao seu ao seu desempenho
no reconhecimento molecular e sua facil sintese e funcionalizagdo.
Entretanto, a escolha pela funcionalizagdo colocando um conjunto de
grupos imidazdis deve-se a versatilidade quimica mostrada pelo
imidazol na catélise de um variado conjunto de reagdes orgéanicas, e seu
conhecido potencial catalitico nas reacdes de desfosforilagdo (ORTH,
WANDERLIND, MEDEIROS et al., 2011).

Contudo, por tratar-se de um estudo inédito e inovador, o sistema
supramolecular utilizado para as reacGes de desfosforilacdo é complexo
e desafiador, e envolve observar, analisar e o estudo minucioso de

varios parametros reacionais.
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4.2.1 Sintese do P5I

De modo a se obter uma nova estrutura de pilar[5]areno, com o
intuito de modificar as caracteristicas cinéticas-quimicas dos compostos
descritos até entdo, decidiu-se funcionalizd-lo com substituinte de
imidazol. Sendo assim, a obtencdo do produto P5I deu-se através da
reacdo entre o brometo 2 com imidazol, na presenca de hidréxido de
potassio e DMF como solvente. O rendimento obtido, apds 24 horas de
reacdo a temperatura ambiente, foi de 50% (Esquema 14) na secdo 3.3
experimental.

Na sua grande maioria 0s materiais de partida e os
pilar[5]arenos sintetizados apresentaram boa estabilidade quimica, ndo
sendo observado decomposi¢cdo dos mesmos, ainda que armazenados
em temperatura ambiente durante periodos superiores a 2-3 meses. As
moléculas sintetizadas, mesmo aquelas que ndo sdo inéditas, foram
devidamente caracterizadas através de técnicas de 'H e *C NMR e, no
caso do pilar[5]areno imidazol inédito, realizou-se também, o0 massas de
alta resolugéo, conforme os dados descritos abaixo.

A titulo de exemplo, discutem-se as atribuicGes dos sinais nos
espectros de NMR do composto inédito, como representante da classe
de moléculas sintetizadas. A Figura 21 apresenta o espectro de ‘H
NMR, obtido na frequéncia de 200 MHz e utilizando MeOD como
solvente. Na regido compreendida entre 7,70-6,96 ppm se observa 3
sinais, sendo eles singletos largos, com integral de 10 hidrogénios cada
um, referentes aos hidrogénios do anel imidazélico. Em 6,46 ppm,
verifica-se um singleto largo com integral relativa a 10 hidrogénios
referentes aos hidrogénios do anel aromatico. Os hidrogénios ligados ao

carbono mais proximo do oxigénio se encontram no sinal de 4,21 ppm.
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Em 3,83 ppm, verifica-se um singleto largo que apresenta integral
relativa a 20 hidrogénios, correspondentes aos hidrogénios ligados
diretamente ao atomo de carbono préximo do nitrogénio. Com
deslocamento de 3,55 ppm, encontra-se um singleto com integral
relativa a 10 hidrogénios, referentes aos hidrogénios ligados ao carbono

metilénico.

Figura 21 — Espectro de "H NMR, do composto P51 em MeOD a 200 MHz.
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Fonte: desenvolvida pela autora

No espectro de *C NMR (Figura 22) obtido na frequéncia de
50 MHz e utilizando MeOD como solvente, observam-se 0S sinais
correspondentes aos atomos de carbono desse composto. O total de
carbonos de um monémero da molécula é dezessete, porém alguns se
sobrepfem. Na regido compreendida entre 154,1 e 116,7 verificam-se
os sinais referentes aos carbonos do anel aromatico e do anel

imidazdlico. Em campo mais alto notam-se os sinais referentes aos
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carbonos alifaticos. Em deslocamento quimico de 69,9 ppm encontra-se
o carbono diretamente ligado ao oxigénio. Com deslocamento de 47,9
ppm se registra o sinal referente ao carbono ligado ao nitrogénio. Em
30,3 ppm se encontra o sinal do carbono metilénico que faz a ponte

entre as unidades de hidroquinonas.

Figura 22 — Espectro de *C NMR, do P51 em MeOD a 200 MHz.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

A Figura 23 mostra o espectro de massas do composto. Para a
formula CgsHgoN2oO19 a razdo m/z encontrada do [M+2H] foi de
776,3655, e o valor calculado foi de 776,8663.
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Figura 23 — Espectro de massas de alta resolucdo do P5I.

Intens. | +MS, 0.1-0.4min #(3-23)
xod 7763655

10 776,865

0.8
0.6 7773683

0.4 ‘ ‘

T77.8680

021 \ |
‘ |
| ‘ \I I H 778.3502

P SR N e

1
Aa
A VY o N Y Y

Fonte: desenvolvido pela autora.

4.2.2 Estudos cinéticos

A reacdo do diéster BDNPP com o P5I foi acompanhada por
meio da técnica de espectroscopia de UV-Vis. Os espectros sucessivos
de UV-Vis permitiram visualizar o aparecimento das bandas em 360 e
400 nm, que representam a formacgdo do produto 2,4-dinitrofenolato
(DNP), da mesma maneira que nos estudos cinéticos apresentados na
secdo 4.1.1.

No esquema 17 mostra a reacdo de hidrolise do BDNPP
promovida pelo P5I. Inicialmente temos a clivagem do BDNPP para o
monoéster DNPP e o fenolato (DNP). J& na etapa seguinte ocorre a
quebra do DNPP, ressaltando que ambas as etapas ocorrem
consecutivamente. O mecanismo proposto é consistente com o formato
das curvas de absorvancia em funcdo do tempo obtidas

experimentalmente. Desta forma, os valores das constantes de
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velocidade observadas foram obtidas utilizando uma equacéo de reagdes
consecutivas para realizar os ajuste das curvas de aumento de

absorvancia em fungéo do tempo.

Esquema 17 — Esquema geral da quebra do BDNPP promovida pelo P5I

OH

QN ~__.NO ON
2 G & z 2 o NO,
I | P5I ‘
- N — .P-OH +
0| ™o o
i GH
NO, © NG, NO

2
DNPP NO;

BDNPP DNP
\Pﬂ

DNP + P;

Fonte: desenvolvida pela autora.

Analisou-se o efeito do pH na constante da taxa de hidrolise do
BDNPP tanto na presenca e auséncia de macrociclo e estd apresentado
na Figura 24. As constantes de velocidade observadas foram obtidas no
intervalo de pH 2-12 na presenca de [5 x 10* M ] P51 a 25 °C.

O perfil de pH obtido para a reagdo do P51 com o BDNPP,
apresentado na Figura 24, mostrou que o P51 consegue acelerar a reagdo
de desfosforilagdo do BDNPP comparado com sua hidrolise espontéanea.
Por exemplo, em pH 7 o P5I [5 x 10" M] causa incrementos em kg de

até 1000, comparando com a rea¢do somente em agua.
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Figura 24 — Perfil de pH da hidrélise do BDNPP na presenca de PI [5 x 10 M]

(m) e em solugdo aquosa ().
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Fonte: desenvolvida pela autora

A reacdo de desfosforilagdo do BDNPP na presenca do P5l,
permite inicialmente a incorporacdo do diéster na cavidade do
pilarareno. Sendo que a hidrdlise pode ocorrer com a reacdo do diéster
em agua, kisw), € com as somas das contribuictes de diferentes formas
de P5I, onde h& cinco equilibrios de desprotonacdo dos imidazois,
Ks,psi), representado no esquema 18.

Ainda o esquema 18, simplifica as complexas rea¢des que
podem ocorrer na interacdo entre 0 BDNPP e o P5I, mas que de uma
maneira geral permite descrever os incrementos das constantes de

velocidade observada em fun¢édo do pH.
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Esquema 18 — Possiveis caminhos para a hidrélise do BDNPP.

PS5l Hy*, kyy
3+
e N\ o
O,N o _~_NO; / \ OZN\©\ o NO,

|| | 1 =
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\©\O’ I\O S 2 2H 0 \OH 2
NO, © NO, NO, NO,
BDNPP ‘\ 51 HY, ky DNPP DNP

—

/
\

P5l, ky

k.

5w

Fonte: desenvolvida pela autora

No esquema 18, as constantes de velocidade Ky, ku, kon, kap €
ks representam respectivamente as reagdes do P5l com os grupos
imidazois totalmente desprotonados (ky), com quatro grupos imidazois
livres (ky), trés grupos ndo protonados (kpy), dois imidazois néo
protonados (ksy) e finalmente apenas um grupo imidazol livre (Kap).

A partir do conhecimento dos possiveis caminhos de hidrolise
do BDNPP mencionados acima, os dados da Figura 24 puderam ser
ajustados (linha vermelha continua) pela Equagéo 11, deduzidas a partir
do Esquema 18, onde os parametros obtidos pelos ajustes cinéticos
calculados estdo apresentados na Tabela 3.

Na Tabela 3 também estdo apresentados as constantes de
associacdo e as respectivas constantes de dissociacdo acida do P5l, e os

parametros de efeitos isotopicos de solvente.

kobs = kswXsw + KanXanXsan + ksuXsuXszu + KouXonXsou +

kiuXiuXsm + KnXnXsn (11)
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Tabela 3 — Parametros cinéticos e constantes de associacgao e equilibrio obtidos

pelos ajustes dos dados da figura 24 para a reagéo do P51 com BDNPP.

Constantes de velocidade e de Constantes de dissociagdo
associagao acida

Kows S 1,90 x 107 P5I

Ksam S 2.37x10° pKa 2,85

Ksam S 3,30 x 10” pK 3,40

Ksom S 2.25x 10" PKes 5,50

Ksp S~ 3,29x 10" PKas 6,40

ks S 4,20 x 10™ pKs 7,85

Ksan, M7 2,50 x 10°

Ks 3H, M* 2,00 x 10% Efeito isot6pico de solvente, pH 8,5

Kson, M7 1,30 x 10° Kizo, 5T 1,30 x 10

K M™ 8,80 x 10° Kozo, 57 1,18 x 10™

Ksn, M7 8,73 x 10° kizo/Koz0 1,10

Assim analisando a Figura 24, juntamente como 0s parametros
cinéticos apresentados na tabela 3, notou-se um leve comportamento de
um sino no perfil de pH na regido de 6-8. Esse tipo de perfil pode
indicar diferentes comportamentos envolvidos; (i) uma catalise
bifuncional promovida pelo Pilarareno imidazol P5I, ou (ii) pode
indicar que ha constantes de associacdo levemente maiores quando ha
carga positiva no macrociclo, o que pode resultar numa curva em forma
de sino que esta relacionado com afinidade e ndo com reatividade, ja
que o P5I neutro assume-se que seja a espécie mais reativa no processo
catalitico, fato consistente como o efeito isotdpico de 1,10 apresentado

na tabela 3, o qual é indicativo de uma catalise nucleofilica.
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Ainda estruturalmente o pilarareno possui 10 substituintes
imidazois, onde 5 estdo ancorados na parte superior e 0s outros 5 na
parte inferior. E para realizar o ajuste mostrado na figura 24, e os
valores apresentados na tabela 3 foram considerados que os anéis
formados na parte superior e inferior do P51 eram totalmente
equivalentes, por isso utilizou-se apenas cinco valores de pK, para o
P5I, que correspondem aos respectivos equilibrios de desprotonacdo dos
imidazois.

Esses valores de pK,s foram estimados cineticamente e sdo
validos para o ajuste da curva cinética, contudo deveriam ser
confirmados através de um estudo mais detalhado visto a complexidade
do sistema. Esses equilibrios auxiliaram na explicagdo inicial da
eficiéncia catalitica observada.

Ainda estudou a hidrélise de BDNPP em solugdes aquosas em
pH 9,0 em funcdo da concentracdo de P51 e os dados obtidos

experimentalmente estdo mostrados na Figura 25.
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Figura 25 - Influéncia da concentragdo de [P5I] na constante de velocidade
observada, ko, para hidrélise de BDNPP [3 x 10™° M], em solucdes aquosas pH
=9 (tampdo Bicarbinato) a 25,0 ° C.

4,0x10" -

' 2,0x10" 1

Hon

0,04

T T T T T T T T
0,000 0,003 0006 0,009 0012
[P5I]/ M

Fonte: desenvolvida pela autora

Na Figura 25 pode-se observar que ha um incremento na
constante de velocidade com o aumento da concentragcdo de P51 até
atingir um patamar. A constante de velocidade observada aumenta
quase 1000 vezes ao aumentar a concentracdo de pilarareno atingindo
um valor limitante para valores de [P5A]> 0,006 M.

A linha sélida corresponde ao ajuste com a equagdo 12, onde as
fracGes molares de BDNPP em agua e no P5I foram calculadas com as
equacgdes 13 e 14, respectivamente. O tratamento dos dados permitiu
calcular valores de ksp = 4,79 x 10*s™ e Kgp = 8,73 x 10> M™. O valor
utilizado para ks, (3,92 x 107 s™) em pH = 9 foi obtido da literatura
(KIRBY e YOUNAS, 1970).
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kobs = kS,wa,w + kZS,P[PSI]xS,P (12)
1
Xsw = 1+Kgp[P5I] (13)
_ KSIP[PSI]
Xsp = 1+Kg p[P5I] 14)

Portanto o pronunciado efeito catalitico é consistente com um
efeito supramolecular onde ocorre a incorporagdo do BDNPP na
cavidade do pilarareno, e acontecem reagdes de hidrélise no complexo
supramolecular formado (K p, psiy), bem como a reagéo de hidrdlise em
agua, Kkisw). Ambos processos ocorrem simultaneamente e a
predominéncia de um ou outro, depende da incorporacdo do BDNPP na
cavidade do P5I.

A molaridade efetiva relaciona uma reagdo intramolecular de
primeira ordem, com uma reagdo intermolecular de segunda ordem.
Assim quando se propGe relacionar a reatividade catalitica do P51 com
apenas 0 grupo imidazol em reacdes de desfosforilagdo ndo é uma
simples comparacao, pois refere-se adistintos eventos quimicos.

Assim, quando comparar as reagdes de desfosforilacdo deve-se
considerar alguns aspectos; como a concentracgdo livre de imidazol, uma
vez que tem-se um compostos supramolecular P51 ancorados com 5

grupos imidazois em cada face.
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4.2.3 Parametros de ativacao

As constantes de velocidade observadas foram determinadas em
diferentes temperaturas, na faixa entre 35 e 65°C, em pH 9. Entdo, os
valores de AG”, AS’e AH” foram determinados através dos dados
experimentais, de acordo com as Equacdes 8, 9 e 10, descritas durante a
secdo 4.2.1 e entdo seus respectivos valores estdo apresentados na
Tabela 4.

Tabela 4 - Pardmetros de ativacdo termodinadmicos para a reacao entre P5I [5 x
10 “M] e 0 BDNPP [3 x 10° M], em pH 9.

Parametros Valores
AH (kcal.mol™) 13,78
AS” (cal.mol*.K™) -38.79

AG” (kcal.mol™) 25.35
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4.2.4 Estudo H e *P RMN

Considerando que a reacao estudada do BDNPP com P5I é tipica
de catélise supramolecular, com indicios de um efeito que pode ser uma
reacdo nucleofilica, ou até bifuncional, conforme indicado pelos
resultados cinéticos, fez-se um estudo de RMN de *H e *'P da reacéo.

Os espectros de 'H e *'P RMN obtidos em funcéo do tempo da
reacdo do P51 com BDNPP estdo mostrados nas Figuras 26-28. Cabe
destacar que o composto P5I ndo é muito soltvel em agua em valores de
pH onde os imidazois estdo na forma neutra. Assim, tratando-se de um
sistema complexo teve-se que realizar uma série de tentativas até
encontrar a concentracdo ideal do substrato e do receptor, onde néo
tivesse precipitagdo e, a0 mesmo tempo, garantisse a identificacdo das
diferentes espécies quimica presentes nos espectros. Na melhor
condicdo encontrada, os espectros de RMN ainda apresentaram uma
baixa resolucdo e baixa intensidade, principalmente na regido dos
hidrogénios aromaticos, mas ainda assim foi possivel avaliar o
aparecimento e desaparecimento das espécies mais relevantes.

Os deslocamentos quimicos das espécies envolvidas estdo
apresentados da tabela 5 e foram baseados nos espectros das substancias
puras. Outro ponto que deve ser considerado & que as reacfes do
BDNPP com P5I podem formar espécies dificeis de serem identificadas

por RMN, por isso ha a necessidade de um estudo mais detalhado.
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Figura 26 - Espectro de RMN H obtido para (A) BDNPP [2,94 x 10° M] e
espectros sucessivos ap6s adigdo de P51 [1,6 x 10° M] registrados em: (B) 5
min; (C) 15 min; (D) 25 min; (E) 35 min; (F) 45 min; (G)55 min; (H) 1h 5min;
() 1h 15min; (J) 1h 25min; (K) 4h 40min; a 25°C, em D,0 com 30% de MeOD
e pH 9,5.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Figura 27 — Ampliagdo da regido 6-9 ppm dos sucessivos espectros de RMN da

figura 26.
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Fonte: desenvolvida pela autora.
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Figura 28 — Espectros sucessivos de RMN *'P obtidos para a reagdo P5I
[1,6 x 10° M] com BDNPP [2,94 x 10° M]: (a)5 min; (b) 15 min; (c)35
min; (d)45 min;(e) 55 min e (f) 1h 5min, a 25°C, em D,0 com 30% de

MEOD e pH 9,5.
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Fonte: desenvolvida pela autora.

Tabela 5 — Deslocamentos 'H e **P RMN das substancias puras envolvidas

na reagdo de hidrdlise do BDNPP.

Composto RMN H (5, ppm) RMN *'P (8,ppm)
BDNPP 8 7,8 (d, 1H, Ar); -13,9
88,50 (dd, 1H, Ar), 5 8.86 (d,1H,Ar)
DNP 86,75 (d, 1H, Ar), 5 8,09 (dd, 1H, Ar)
58,83 (d, 1H, Ar)
P5I 8 7,7 (s, 10H); 3 7,1 (s, 10H); & 7,0 (s, -

10H); § 6,5 (s, 10H); 54,2 (s, 20H); § 3.8
(s, 20H); § 3,5 (s, 10H).
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Nas analises dos espectros de hidrogénio e fosforo obtidos da
reacdo do BDNPP com P5I (Figura 26-28) foi possivel observar
algumas mudangas nos deslocamentos quimicos, juntamente com o
aparecimento e desaparecimento dos picos.

Por exemplo, no espectro ‘H RMN foi observada a regido
compreendida entre 8,9 ppm e 6,6 ppm onde percebeu o aparecimento
gradual dos sinais em 8,7 ppm e 6.7 ppm referentes aos hidrogénios
aromaticos do DNP, produto formado durante o progresso da reacdo. E
também verificou o desaparecimento gradual dos sinais em 8,6 ppm e
8,4 ppm referentes ao BDNPP.

Ainda na figura 27, através dos respectivos espectros (A)
BDNPP e (B) BDNPP + P5I, foi possivel observar uma mudanga no
deslocamento quimico referente ao hidrogénio aromatico do BDNPP, o
qual deslocou de 8,9 ppm para 8,75 ppm, considerando um forte indicio
da insercdo do BDNPP na cavidade do P5I.

Ja a figura 28 ilustrou o desaparecimento em aproximadamente
1h do sinal em -13,5 ppm referente ao sinal de fosforo caracteristico do
BDNPP. Verificou também o aparecimento de um sinal em —14 ppm,
intermediario reacional, ndo muito estavel, formado a partir dos
imidazois.

Entretanto, devido & complexidade do sistema e a baixa resolugéo
do espectro, hd necessidade de um estudo mais detalhado. Como por
exemplo, realizar estudos de espectrometria de massa a fim de

identificar de forma definitiva os intermediarios presentes na reacao.
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4.2.5 Estudos comparativos com outros substratos

A fim de avaliar a capacidade catalitica supramolecular do P5I,
resolveu estudar a reacdo de desfosforilacdo frente a diferentes diésteres
de fosfato, 0 DNPPP e 0 EDNPP.

Os estudos cinéticos foram realizados da mesma maneira que
0s experimentos apresentados na secdo 4.1.1.

Na Figura 29 tem-se o perfil de pH obtido para as reacdes de
desfosforilagdo do P51 com o BDNPP, o DNPPP e o EDNPP. As
reacOes apresentaram um incremento nas constantes de velocidade de
1000 vezes para 0 BDNPP, 100 vezes para o0 DNPPP e 10 vezes para
EDNPP, em comparacdo com a reagdo somente em agua, assim o PS5l
atuou como um catalisador supramolecular especifico ao substrato
BDNPP.
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Figura 29 — Perfil de pH da hidrdlise do BDNPP (m), DNPPP (A) e EDNPP
(e) na presenca de PI [5 x 10™* M].
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5 CONCLUSAO

Para o estudo da hidrélise no monoéster DNPP em presenca do
P5A; os resultados por RMN indicaram a inser¢cdo do substrato ao
macrociclo. A partir de célculos de dindmica molecular permitiu-se
avaliar a estequeometria do complexo formado, resultando na formagéo
de complexos 1:1. Através dos estudos cinéticos pode-se avaliar a
catalise supramolecular, apresentando um incremento de cerca de 10
vezes em comparagdo com a reacdo somente em agua, obtendo uma
constante de velocidade igual ke, psay = (7,80 = 0,22) x 10° s™ e uma
constante de associacdo igual a 5150 M™ para o dianion do monoéster.

Esses resultados inspirou para a sintese de uma nova molécula
de pilar[5]areno contendo 10 grupos imidazois ancorados. Assim o Pl
foi sintetizado e caracterizado por técnicas de RMN e massa com 50%
de rendimento. As reagdes de desfosforilagdo com P5I apresentaram um
aumento de 1000 vezes para 0 BDNPP em comparagdo com a reagéo
somente em agua. Através dos estudos cinéticos pode-se avaliar a
catalise supramolecular como bifuncional ou ainda nucleofilica,
resultando em uma constante de velocidade igual & ksp = 4,79 x 10%s?
e uma constante de associacdo igual a Ksp = 8,73 X 10> M. Os
resultados por RMN também indicaram a insercdo do substrato BDNPP
ao macrociclo PI.

Ainda utilizou diferentes diésteres (substratos) para avaliar a
catélise promovida pelo pilarareno imidazol, onde o Pl apresentou um
aumento de 100 vezes para o0 DNPPP e 10 vezes para EDNPP, em
comparacdo com a reacdo somente em &gua, entdo o P5I atuou como
um catalisador supramolecular especifico e mais eficiente ao substrato
BDNPP.
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Portanto o0s sistemas supramoleculares de pila[5]arenos
favorecem a insercdo de ésteres de fosfatos em sua cavidade,
promovendo um aumento significativo nas constantes de velocidade de
reacdo de desfosforilacdo, devido principalmente ao seu carater

hidrofébico em conjunto com o efeito eletrostatico.
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APENDICE

Figura Al - "H NMR (CDCl,, 200 MHz) do composto 1
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Figura A3 - "H NMR (CDCl,, 200 MHz) do composto 2
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Figura A4 - °C NMR (CDCl,, 50 MHz) do composto 2
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Figura A5 - 'H NMR (D,0, 200 MHz) do composto 3
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Figura A6 - "H NMR (MeOD, 200 MHz) do composto 4

Figura A7- *C NMR (MeOD, 50 MHz) do composto 4
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Figura A8- 'H NMR (MeOD, 50 MHz) do composto 5
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Figura A10 - "H NMR (D,0, 50 MHz) do composto 6
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Figura A12 - *H NMR (D,0, 50 MHz) DNPP 19mM

monoester+pilararenc tubo 0
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Figura A13 - *H NMR (D,0, 50 MHz) DNPP 19mM + P5A 0.7Mm
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Figura A14 - *H NMR (D,0, 50 MHz) DNPP 19mM + P5A 1.5mM
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Figura A15 - "H NMR (D,0, 50 MHz) DNPP 19mM + P5A 2.5mM
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Figura A16 - *H NMR (D,0, 50 MHz) DNPP 19mM + P5A 3.5mM

monoester +pilarareno tubo 4
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Figura A17 - 'H NMR (D,0, 50 MHz) DNPP 19mM + P5A 6.0mM
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Figura A18 - 'H NMR (D,0, 50 MHz) DNPP 19mM + P5A 16mM
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monoester+piarareno tubo 7
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Figura A19 - 'H NMR (D,0, 50 MHz) DNPP 19mM + P5A 25mM
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Tabela Al - Valores de ks em relagao a variagdo da concentragao de
P5A (M) para a reagio com o DNPP (5 x 10°M), a 25°C.

[Pilar[5]areno], M Kops: S

0 8,3E-6
1E-5 1,155E-5
2E-5 1,28E-5
3E-5 1,392E-5
4E-5 1,534E-5
5E-5 1,511E-5
6E-5 1,776E-5
TE-5 2,03E-5
8E-5 2,087E-5
9E-5 2,249E-5
1E-4 3,648E-5
5E-4 6,592E-5
0,002 7,81E-5
0,003 7,69E-5
0,006 7,48E-5
0,007 7,26E-5
0,008 7E-5
0,009 7,7E-5

0,01 7,05E-5
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Tabela A2 - Valores de kq,s em funcéo do pH para a reagéo do
DNPP(5 x 10° M) com P5A (0,002 M) e em &gua, a 25°C.

pH Kops /ST, P5A  Kops /ST, HO
2 1,56E-6 3,68E-7
3 3,25E-6 6,32E-7
4 2,18E-5 1,65E-6
5 4,124E-5 6,05E-6
6 4,859E-5 -
7 5,22E-5 8,39E-6
8 5E-5 -
9 5,38E-5 8,28E-6
10 5E-5 -

[ERN
N

5,8E-5 8,11E-6




