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RESUMO

Esta tese esta centrada em trés tdpicos, englobando quimica
supramolecular e fotoquimica organica. Primeiramente, avaliou-se a
atividade catalitica e a seletividade promovidas por um pilarareno
funcionalizado com anéis imidazois, o 1,4-bis(2-(1H-imidazol-1-il)etdxi)
pilar[5]areno (P5IMD), na degradagdo dos diésteres de fosfato bis-2,4-
dinitrofenil fosfato (BDNPP), fenil 2,4-dinitrofenil fosfato (PDNPP) e etil
2,A-dinitrofenil fosfato (EtDNPP). Foram obtidos incrementos nas
velocidades de reacdo de até 10* vezes em comparacdo com a hidrdlise
espontanea dos substratos. O efeito catalitico resulta da formacéo de
complexos hdéspede-hospedeiro em que o0s substratos estdo
apropriadamente inseridos na cavidade de P5IMD através do grupo
espectador, permanecendo o grupo de saida voltado para o solvente e na
mesma direcdo que os anéis imidazol, propiciando um mecanismo
nucleofilico do tipo Sn2(P) concertado. A seletividade obtida na
decomposicdo dos substratos foi de 1 : 7 : 520 para EtDNPP : PDNPP :
BDNPP, e resulta da formagdo de complexos hdspede-hospedeiro ndo
produtivos no caso dos diésteres assimétricos, nos quais o grupo de saida
estd inserido na cavidade de PS5IMD. Apds, investigou-se a
fotodegradacdo da espécie dianidnica do monoéster p-nitrofenil fosfato
(pPNPP?) em meio aquoso utilizando fotdlise por pulso de laser e HPLC-
DAD. Apos a excitacdo do substrato com laser de 266 nm, observa-se a
formag&o do produto p-nitrofenolato em uma janela cinética menor que
10 ns, o que indica uma reacdo pelo menos 10 vezes mais rapida que a
hidrélise da mesma espécie no estado fundamental. Entretanto, o
rendimento da reagdo é substancialmente baixo, o que explica as
afirmagdes recorrentes na literatura de que a luz ndo promove aceleracéo
na hidrolise de pNPP? em comparacéo com a reacéo no escuro. Por fim,
apresentada na forma de apéndice, encontra-se a terceira parte, realizada
durante estagio de doutorado-sanduiche no exterior, em que avaliou-se 0
efeito provocado pelo p-sulfonatocalix[4]areno nos equilibrios de
protonacdo da sonda 4-(2-piridilazo)-N,N-dimetil anilina (PADA).
Constatou-se que as cargas negativas do calixareno provocam
deslocamentos positivos de ~1,5 e ~2,0 para pKai € pKaz, respectivamente,
devido a interacdes favoraveis com as espécies protonadas da sonda.

Palavras-chave: Diéster de fosfato. Pilarareno. Catélise supramolecular.
Sulfonatocalixareno. Equilibrios de protonacdo. Monoéster de fosfato.
Fotossolvolise.






ABSTRACT

This thesis is focused on three subjects, covering the areas of
supramolecular chemistry and organic photochemistry. Firstly, the
catalytic activity and selectivity of a pillararene substituted with
imidazole rings, the 1,4-bis(2-(1H-imidazol-1-yl)etoxy) pillar[5]arene
(P5IMD), were evaluated in the decomposition of the phosphate diesters
bis-2,4-dinitrophenyl phosphate (BDNPP), phenyl 2,4-dinitrophenyl
phosphate (PDNPP) and ethyl 2,4-dinitrophenyl phosphate (EtDNPP).
The rate enhancements obtained were up to 10*-fold, in comparison with
the spontaneous hydrolysis of the substrates. Catalytic effect arises from
the formation of host:guest complexes in which the substrates are
properly encapsulated in the PSIMD cavity through the spectator group,
with the leaving group direct towards the solvent and in the same direction
of the imidazole ring, allowing for a nucleophilic concerted Sn2(P)
mechanism. The selectivity obtained in the decomposition of the
substrates was 1 : 7 : 520 for EtDNPP : PDNPP : BDNPP, resulting from
the formation of non-productive host:guest complexes in the case of the
asymmetric substrates, with the leaving group positioned inside the
P5IMD cavity. Later, the photodecomposition of the dianionic species of
the phosphate monoester p-nitrophenyl phosphate (pNPP%) in aqueous
medium was investigated by laser flash photolysis and HPLC-DAD. After
the excitation of the substrate with a 266 nm laser, it is observed the
formation of the product p-nitrophenolate in a kinetic window shorter
than 10 ns, indicating a reaction at least 10'%-fold faster than the ground
state hydrolysis of the same species. However, the yield of the reaction is
substantially low, which explains the recurring affirmations in the
literature that light promotes no acceleration in the substrate hydrolysis in
comparison with the dark reaction. Lastly, the third part, developed
during an internship at the University of Santiago de Compostela/Spain
and presented as an appendix, focused on the investigation of the effect
of p-sultonfatocalix[4]arene in the protonation equilibria of 4-(2-
pyridylazo)-N,N-dimethylaniline (PADA). It was observed that the
negative charges of the calixarene promote positive shifts of ~1.5 and
~2.0 in pKaz and pKa, respectively, due to favorable interactions with the
protonated species of the probe.

Keywords: Phosphate diester. Pillararene. Supramolecular catalysis.
Sulfonatocalixarene. Protonation equilibria. Phosphate monoester.
Photosolvolysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO E CLASSIFICAGCAO DE ESTERES DE FOSFATO,
E REATIVIDADE NO ESTADO FUNDAMENTAL

Os ésteres de fosfato compreendem uma classe de compostos
derivados do &cido fosférico, onde um ou mais dos grupos hidroxido
encontram-se substituidos por grupos alcdxido ou ariloxido. Assim, 0s
ésteres de fosfato podem ser classificados em mono-, di-, ou triésteres de
acordo com o numero de substituicdes, Esquema 1. Ressalta-se que o
grupo fosfato em mono- e diésteres fosforicos possui hidrogénios
ionizaveis, de modo que os equilibrios de dissociacdo &cida levam a
formacdo de diferentes espécies na regido de pH (Esquema 1).%2

Esquema 1 — Definicao e classificacdo dos ésteres de fosfato.

Monoéster ||:|> PKay I|:|> PKa2 H
[ HO"I"OR HO™'| “OR, 071 OR,
OH o o
o o
/Ig\ ] Diéster /||3|\ PKa ) /g\
HO™ | "OH HO™| "OR, O™ OR,
OH OR; OR,
O
Triéster Il:!\
Rgo/l ORl
O

Os mono- e diésteres fosforicos estdo largamente presentes em
sistemas bioldgicos, constituindo grupos funcionais importantes em
biomoléculas, e participando de processos bioquimicos fundamentais
para a manutencao da vida, a exemplo da produgéo de energia a partir da
hidrélise do trifosfato de adenosina (ATP).3-®

Diferentemente, os triésteres de fosfato ndo sdo encontrados
naturalmente e foram produzidos para emprego industrial como
retardadores de chamas e agroquimicos, por exemplo.>6 Porém, ainda que
industrialmente importantes, destaca-se que os triésteres de fosfato em
geral exibem elevada toxicidade a humanos, isso porque inibem enzimas
do sistema nervoso central, especialmente a acetilcolinesterase (AChE),
responsavel por catalisar a hidrdlise da acetilcolina. Nesses casos, se ndo
aplicado um antidoto em tempo habil, a inibicdo da AChE torna-se
irreversivel, podendo levar a morte dependendo do grau de intoxicagéo.”®
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Buscando compreender as reagBes enzimaticas de transferéncia do
grupo fosforila em sistemas bioldgicos, foram iniciados a partir da década
de 1950 estudos extensos sobre a cinética e 0s mecanismos de tais reacfes
na auséncia de catalisadores. O conhecimento adquirido ao longo das
décadas seguintes até os dias atuais permitiu elaborar um paradigma sobre
as reacOes de transferéncia da fosforila através de mecanismos de
substituicdo nucleofilica. Nesses casos, dois caminhos reacionais sdo em
geral observados, conforme exemplificado no Esquema 2 com um
monoéster de fosfato. No caminho (a) do Esquema 2, o ataque
nucleofilico ocorre no &tomo de carbono do grupo alcéxido ou ariléxido,
havendo a substitui¢do do fosfato como grupo de saida. Nesses casos, as
reacOes sdo governadas pelos mecanismos de substituicdo em carbono
alifatico ou aromatico. A outra possibilidade, caminho (b) no Esquema 2,
corresponde ao ataque nucleofilico no fésforo com a consequente
substituicdo de um grupo alcéxido ou ariléxido.*

Esquema 2 — Reagdes de substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfato.

@

Il
— ~P-A- * Nu-R
(b) Ho-F~o u
(I?/_\‘Nu HO
Ho~ [ ~o-r<" @ 0
HO L ~P- + OR
(b) H?-l " “Nu

Considerando as reagdes que acontecem via ataque nucleofilico no
fosforo, os mecanismos que as descrevem sdo analogos aqueles
observados em reacOes de substituicio em compostos carbonilados, €
podem ser representados através de um diagrama de More-O’Ferrall-
Jencks, conforme exemplificado na Figura 1 com um monoéster de
fosfato.

Na Figura 1, os vértices representam reagentes, produtos ou
intermediarios de reacdo, as arestas horizontais correspondem a etapas de
formacdo de ligacdo, as arestas verticais representam etapas de
rompimento de ligacdo, e trajetérias que ndo passam pelas arestas
designam mecanismos concertados sem formacdo de intermediarios.
Assim, partindo-se do canto superior esquerdo, o caminho (i) representa
0 mecanismo associativo (An + Dn), em que o ataque nucleofilico ocorre
em uma primeira etapa, levando a formacdo de um intermediario
fosforano, e a eliminacdo do grupo de saida ocorre na segunda etapa. Ja o
caminho (ii) indica um mecanismo dissociativo (Dn + An), onde a
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eliminag&o do grupo de saida ocorre na primeira etapa, com a consequente
formagdo de um intermedidrio metafosfato, ao qual o nucledfilo se
adiciona na segunda etapa. Por sua vez, o0 mecanismo (iii) designa um
caminho concertado (AnDn), onde o ataque nucleofilico e a eliminagéo
do grupo de saida ocorrem de forma simultanea, passando por um Gnico
estado de transicdo e sem a formacao de intermediarios. Dependendo do
grau de sincronicidade, os mecanismos concertados podem apresentar
maior carater associativo, e a reacdo passa por trajetérias mais
assemelhadas aquela descrita por (iv), onde a formacédo da ligacdo entre
o fosforo e o nucledfilo é adiantada para formacéo do estado de transicao.
Semelhantemente, mecanismos concertados de carater dissociativo
ocorrem por caminhos semelhantes ao (v), em que o estado de transi¢do
apresenta maior grau de rompimento da ligacao entre o fésforo e o grupo

de saida em comparagdo ao grau de formacdo da ligacdo com o
nucledfilo.?

Figura 1 — Diagrama de More O’Ferrall-Jencks para reacfes de substitui¢do
nucleofilica em ésteres de fosfato, exemplificado com um dianion de monoéster.
An, Dn, € AxDn designam etapas associativa, dissociativa e concertada,
respectivamente, segundo a nomenclatura IUPAC.®
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Fosforano
0] OR
RO 5‘3 + Nu Ay o0—p Nu*
A o \‘—-"—a___ (1) ~0
o N ~— o
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\ N s .
\ \ ~Jiv)
\ N N
A Y
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\ N “\
\ N \
\ Y \
D \ N \ D
N \ N \ N
\ (i)™~ %
\ AN \
\ Y \
N\ \\ \
\
\\1\1 AN \
~ \\ \
\\ ~ \
S~ . \
S \\ \ o
~——— \
2 (ii) By A + ‘OR
Nu+ p + OR y = o ?‘Nu'
N Ay
[N e) (o}
Metafosfato

Produtos

Ressalta-se que nédo é possivel categorizar rigorosamente os ésteres
de fosfato de acordo com 0s mecanismos expostos acima, jd que a
reatividade observada dependerd de diversos fatores, por exemplo, a
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estrutura do substrato, a habilidade do grupo de saida, e o efeito dos
grupos espectadores. No entanto, observa-se como tendéncia geral de que
as reacOes de substituicdo nucleofilica com ataque no fésforo ocorrem por
mecanismos concertados de carater dissociativo em monoésteres de
fosfato, e mecanismos concertados de carater associativo em diésteres
fosforicos.’® Ja os triésteres de fosfato reagem preferencialmente via
mecanismos associativos ou concertados de carater associativo.°

A cinética e 0 mecanismo de reacGes de transferéncia do grupo
fosforila ainda representa um campo vasto e continuo de pesquisa, pois
pode amparar a compreensdo detalhada de processos biolégicos
importantes e ainda ndo totalmente elucidados. Além disso, ainda existem
grandes estoques de organofosforados neurotoxicos, e o entendimento
dos mecanismos de degradacdo de triésteres de fosfato pode auxiliar no
desenvolvimento de métodos eficientes para a destruicéo de tais estoques.
Por fim, mas ndo menos importante, a investigacdo mecanistica de
reacdes de substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfato é importante
para nortear o desenvolvimento de antidotos para casos de contaminagdo
de humanos, quer através de armas quimicas, que por defensores
agricolas, bem como para a remediacdo ambiental de areas contaminadas
por agroquimicos.

Nas subsecfes seguintes, serdo revisados 0s mecanismos de
hidrélise de tri-, di- e monoésteres de fosfato: as rea¢fes de hidrolise de
tais substratos sdo de fato as reacfes ndo-catalisadas de uma série de
enzimas, e compreender a reago ndo-catalisada é ponto fundamental para
desenvolver novos sistemas cataliticos biomiméticos. A maior parte da
revisdo esta focada no trabalho desenvolvido por Kirby e colaboradores,°
gue continua sendo até 0 momento uma das mais extensas cole¢Bes de
dados de estrutura-reatividade para a hidrdlise de ésteres de fosfato
simples. A revisdo sera complementada com estudos de outros grupos
especializados na investigacdo mecanistica de reacfes de substituicdo em
ésteres de fosfato. Em conjunto, diversos grupos colaboraram para a
construcdo do conhecimento acerca dos mecanismos de hidrélise de
ésteres de fosfato, baseando-se em uma série de evidéncias cinéticas,
dados de relagbes lineares de energia livre (LFERS), analises de carga
efetiva, efeitos isotdpicos, analises estereoquimicas, calculos teoricos,
etc. Em seguida, serdo apresentados diversos exemplos recentes de
sistemas cataliticos para reacBes de hidrélise de ésteres de fosfato
desenvolvidos no Laboratério de Catalise e Fendmenos Interfaciais
(LaCFl).
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1.1.1 Hidroélise de triésteres de fosfato

Entre os primeiros estudos mecanisticos sistematicos sobre a
hidrolise de triésteres de fosfato, destaca-se o trabalho de Khan e Kirby.!!
Os autores reportam em 1970 as reacgdes de hidrélise a 39°C de uma série
de triésteres ciclicos derivados do 1,3-propanodiol, Esquema 3,
convenientemente escolhidos porque os grupos ArO- fornecem os Gnicos
grupos de saida possiveis em meio aquoso, além de serem facilmente
observados espectrofotometricamente. A hidrélise do substrato com
grupo de saida 2,4-dinitrofenolato enriquecido com 80 indicou a quebra
quantitativa da ligagdo P—20, confirmando que as reacdes apresentadas
no Esquema 3 procedem via ataque nucleofilico da dgua no fésforo.*t

Esquema 3 — Hidrolise de triésteres de fosfato derivados do 1,3-propanodiol.

OAr
G Q
oP<o — 0-p=0 + ArOH
0 |
OH, OH
ArOH:

2,4-dinitrofenol (pK, = 4,11),
4-acetil-2-nitrofenol (pK, = 5,09),
4-cloro-2-nitrofenol (pK, = 6,46),

4-nitrofenol (pK, = 7,14)

Ao relacionar as constantes de hidrélise com o pK, do acido
conjugado do grupo de saida, os autores obtiveram um grafico de
Bronsted, extrapolado para 25°C na Figura 2, que forneceu o valor da
sensitivade ao grupo de saida (BLc) de —0,99, indicativo de uma reacdo
sensivel a basicidade do grupo de saida. Com base também em valores de
efeitos isotopicos cinéticos de solvente e parametros termodinamicos de
ativacdo, ficou estabelecido na literatura que 0 mecanismo mais plausivel
para a hidrolise de triésteres de fosfato seria do tipo associativo-
dissociativo, Esquema 4. Na primeira etapa, ocorre o ataque nucleofilico
da agua, assistido por catalise basica-geral por uma ou mais moléculas de
agua, e a segunda etapa corresponde a quebra do intermediério de fésforo
pentacoordenado.!!

Até a década de 2000, a correlacdo de Khan e Kirby'! (dados
representados por m na Figura 2) ficou bem estabelecida na literatura por
relacionar de maneira geral a reatividade de triésteres de fosfato a
basicidade do grupo de saida, permitindo prever a constante de hidrélise
de um novo substrato conhecido tdo somente o0 pKaH* do grupo de saida.
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No entanto, a correlacdo ndo levava em consideracdo possiveis efeitos
eletrdnicos promovidos pelo substituinte “espectador” —O(CH2)30—
ciclico.

Figura 2 — Graficos de Bronsted para grupo de saida para as reagOes de hidrolise
de trés séries de triésteres de fosfato, conforme indicado na figura. Valores de
pK."* referem-se ao acido conjugado do grupo de saida ArO~. Dados de ko para
as séries (CFsCH20),P(O)OAr e (ArO)sP=0 foram obtidos a 25°C, e os dados
para a série de triésteres derivados do 1,3-propanodiol foram extrapolado para
25°C.12

(ArO)3P=0

(CF,CH,0),P(0)OAr

log (k,, s™)

'
©

Esquema 4 — Mecanismo proposto por Khan e Kirby para a hidrélise de triésteres
de fosfato.!!

[Hzo?H [H0l,
\’\‘O\Q O) OR
0 P—oar H20 HO*LL‘OA H,0 \
H I r——  _Rug + AO
RO l N RO -
RO RO 6rR ©

Intermediario
fosforano

De fato, baseando-se na correlacéo de 1970, Kirby e colaboradores
descreveram em 2009 que a constante de hidrélise da espécie neutra do
substrato tris-2-piridil fosfato (TPP, ko = 2,35 x 10 s* a 25°C), Esquema
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5, era aproximadamente 10® vezes mais rapida que o esperado
considerando o pK, de 9,09 para o grupo de saida 2-hidroxipiridina. Para
justificar a reatividade em principio atipica de TPP, os autores
propuseram um mecanismo de catalise basica-geral promovida pelos
nitrogénios piridinicos dos grupos espectadores, Esquema 5.13

Esquema 5 — Mecanismo proposto inicialmente para a hidrélise do triéster TPP.*3
Ho . H
= N:/> (0] ‘\:N A
I > | o N7 o]
SN0 ) 3L
o=—p—0 070 NH
| » e} + |
O) X ) =

PP N LN

No entanto, tal mecanismo foi questionado diante de novos
resultados experimentais obtidos por Kirby e colaboradores em 2011.14
Por exemplo, constatou-se que a constante de velocidade de hidrélise do
TPP era de mesma magnitude aquela do substrato tris-3-clorofenil fosfato
(T3CIPP), o qual possui grupo de saida com pK,"* semelhante (9,02) ao
da 2-hidroxipiridina, mas ndo apresenta nos anéis aromaticos nenhuma
funcionalidade especial capaz de conferir um mecanismo eficiente de
catalise intramolecular. Além disso, constatou-se que a hidrolise do TPP
sofre catalise basica-geral promovida por tampdes, 0 que coloca em
cheque a eficiéncia da catélise intramolecular proposta inicialmente.

Assim, ponderou-se que a reatividade diferenciada dos substratos
TPP e T3CIPP em relagéo ao esperado baseando-se na correlagdo de 1970
deveria estar relacionada a alteracdo da natureza dos substituintes
espectadores: de alquilicos no caso do substrato derivado do 1,3-
propanodiol, para arilicos, no caso do TPP e T3CIPP. Nesse sentido,
Kirby e colaboradores reportaram em 2011 o estudo sistematico das
reacOes de hidrolise de duas séries de triésteres de fosfato,** Figura 3,
ambas com grupo de saida fenélico, mas cada uma delas com substituintes
espectadores de uma natureza: arilico ou alquilico. Os  valores  das
constantes de hidrélise dos substratos da Figura 3 em fung&o dos valores
de pK,"A do grupo de saida sdo mostrados na Figura 2 juntamente com a
correlagdo de 1970.
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Figura 3 — Triésteres de fosfato cujas reacdes de hidrolise foram investigadas por
Kirby e colaboradores.**

X
Y % O
1]
S TR o Q
) F3CH200_P_OA|'

| = F3CH,CO

X/ = ArOH = 2 ,4-dinitrofenol (pK, = 4,10)
3-fluoro-4-nitrofenol (pK, = 6,10)
X = p-NOy (4-nitrofenol: pK, = 7,14) 4-nitrofenol (pK, = 7,14)

m-NO, (3-nitrofenol: pK, = 8,36)
m-Cl (3-clorofenol: pK, = 9,02)

Na Figura 2, observa-se que os trés graficos de Bronsted possuem
a mesma inclinagdo, dentro dos erros experimentais, mas englobam
constantes de velocidade que variam em vérias ordens de magnitude. Tal
efeito é particularmente evidente ao comparar os valores de ko para o0s
substratos que possuem o mesmo grupo de saida 4-nitrofenolato (pKa"A
= 7,14) mas com diferentes grupos espectadores: os valores variam na
proporgdo 1 : 3x10° : 5x10° alterando-se os grupos espectadores de —
O(CHy>)30- para (-OCHCF3), para (p-nitrofendxido),. Entdo, para cada
série de triésteres estudada, as constantes de hidrolise aumentam
juntamente com a acidez do acido conjugado do grupo de saida, sendo
igualmente dependente da acidez/basicidade do grupo espectador. E ao se
comparar 0s substratos com grupo de saida p-nitrofenolato acima, os
resultados sugerem que as constantes de hidrélise aumentam com o
carater elétron-retirador do grupo espectador.

A fim de detalhar e quantificar o efeito dos grupos espectadores na
hidrolise de triésteres de fosfato, Kirby e colaboradores avaliaram uma
série maior de substratos (RO).P(O)OpNP com grupo de saida p-
nitrofenolato ~OpNP e diferentes grupos espectadores —OR. A
guantificacdo do efeito do grupo espectador foi realizada através de
graficos de Bronsted para grupo espectador, isto é, lancando-se em
grafico o logaritmo das constantes de velocidade de hidrolise em funcédo
do somatério dos valores de pKa"* dos grupos espectadores. A estrutura
dos substratos e os gréaficos de Bronsted obtidos estdo apresentados na
Figura 4, que mostra que as constantes de hidrélise de fato aumentam com
a acidez do &cido conjugado do grupo espectador, e a sensitividade das
constantes de hidrélise é dependente da natureza do grupo espectador,
sendo maior para substituintes alquilicos.*
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Figura 4 — Graficos de Bronsted para grupo espectador na hidrélise da série de
triésteres (RO),P(O)OpNP (estrutura e grupos espectadores sdo indicados na
figura), a 25°C. Valores de sensitividade ao grupo espectador (Bnic) sdo —0,28 e
-0,60 para as retas considerando substituintes arilicos e alquilicos,
respectivamente.'4

SN
51 R=/©/ . ® R=-CHCF,

o~ 69
‘»
SN
D
o

-84 R =-O(CH,),0-

(Triéster ciclico, Esquema 3)
O,N o o
-9 \©\ ‘ e R=-CHCH
O/}L(*OR 27’3
OR
'10 T T T T 1
10 15 20 25 30 35

2(pK™)

Mora e colaboradores® realizaram calculos teéricos para modelar
0 mecanismo das reacOes de hidrdlise dos triésteres investigados por
Kirby, bem como compreender a origem do efeito do grupo espectador.
Os autores investigaram a superficie de energia potencial para localizar
reagentes, intermediarios e estados de transicdo, utilizando um modelo
continuo do solvente aquoso para considerar a presenca implicita de
moléculas de agua e os efeitos de solvatacdo, e introduziram moléculas
de agua discretas com fungdes especificas para consideré-las como
reagentes. Célculos com diferentes nimeros de moléculas de dgua foram
realizados, e os resultados teéricos de energia livre de Gibbs foram
comparados com 0s valores experimentais. Ressalta-se que 0s autores
modelaram incialmente os dois mecanismos cineticamente equivalentes:
concertado e associativo-dissociativo, sendo que todas as tentativas de se
modelar um mecanismo concertado apontaram para a formacdo de um
intermediario fosforano. Assim, os célculos consecutivos foram
realizados com base em um mecanismo de duas etapas, sendo 0s
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resultados tedricos compativeis com os valores experimentais quando
foram consideradas trés moléculas de agua discretas.®

O Esquema 6 apresenta 0 mecanismo proposto, exemplificado para
0 substrato difenil 4-nitrofenil fosfato. A primeira etapa é a determinante
da velocidade de reacdo, e nela ocorre o ataque nucleofilico de uma
molécula de &gua no fésforo, assistido pela segunda molécula de agua,
gue simultaneamente abstrai um préton da agua nucleofilica e transfere
um préton para o oxigénio fosforilico, levando a formagdo de um
intermediario fosforano através de um estado de transicéo ciclico de seis
membros. A terceira molécula de agua estabiliza a densidade de carga
negativa sobre o oxigénio fosforilico através de uma ligacdo de
hidrogénio intermolecular. A segunda etapa corresponde a quebra do
intermediario fosforano através da eliminacdo do grupo de saida,
passando novamente por um estado de transi¢do ciclico de seis membros,
com a participacdo de uma molécula de 4gua que abstrai o préton do
grupo —OH equatorial e transfere um préton para o oxigénio do grupo de
saida.

Esquema 6 — Mecanismo proposto para a hidrélise dos ftriésteres
(RO),P(O)OpNP, exemplificado com OR = OPh.?®
HOH  w O HOH 1O o 0.
O’H ; _ H H
Hooo9 Ho_ | H 7 I
PhO\')P*OONOZ H,b"’{P\*O@NOz H/O*;P\ioONOZ
PhO PhG OPh PhG OPh
HOH H---OH s
8 b
o-}L{—————d@Noz
PhO£ OPh

o}
I

2H0 + HO—P-OPh + Ho%j%m2
|

OPh

Uma andlise detalhada de cargas, comprimentos de ligacéo, e
ordem de ligacdo no mecanismo do Esquema 6 para os quatro triésteres
com grupos espectadores arilicos permitiu concluir principalmente que:
(i) a eletrofilicidade do fésforo aumenta com o carater elétron-retirador
dos grupos espectadores; (ii) o catalisador basico-geral e o solvente sdo
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0s principais responsaveis pela dispersdo das cargas negativas
desenvolvidas para formacdo do estado de transicdo da etapa
determinante; (iii) os comprimentos das ligacGes entre o fésforo e os
atomos de oxigénio da &gua nucleofilica e do grupo de saida diminuem
no estado de transicdo da etapa determinante a medida que o carater
elétron-retirador do grupo espectador aumenta (menores pKa™4), e (iv) tal
encurtamento das ligagdes em posicdo axial é acompanhado por um
alongamento das ligagdes entre o fosforo e os 4tomos de oxigénio dos
grupos espectadores em posicdo equatorial.'®

A andlise quantitativa dos resultados tedricos também confirma
que o intermediario fosforano possui tempo de vida insignificante (para
os triésteres investigados por Mora e colaboradores'®), o que permite a
comparacdo do estado de transicdo da etapa determinante com aquele
proposto para a hidrdlise de diésteres de fosfato através de um mecanismo
concertado, conforme serd discutido na secdo seguinte. No caso dos
diésteres, a densidade de carga negativa distribuida entre os substituintes
em posicdo equatorial torna um intermediario fosforano altamente
instavel, ao passo que em triésteres a sua formagdo é favorecida e
influenciada pelos grupos espectadores. Foi observado que quanto maior
o carater elétron-retirador destes, maior é a estabilizacdo do intermediario
e do estado de transicdo que leva a sua formagéo.101215

Ainda que para a hidrolise dos triésteres acima (Esquema 6) seja

proposto um mecanismo associativo, ressalta-se que ha na literatura
diferentes propostas para rea¢des de substituicdo em triésteres de fosfato
com uma diversidade de nucledfilos (incluindo a agua), alternando entre
0s mecanismos concertado e associativo. Por exemplo, Rowell e
Gorenstein'® estudaram as reacdes dos substratos ciclicos 1 e 2 com uma
série de nucleofilos em misturas binarias agua:dioxano 70:30 (v/v), e 0s
dados experimentais sugerem que ambos 0s mecanismos sdo possiveis
dependendo da escolha do nucleéfilo e do grupo de saida.

OAr (0]

| 1]
m(ff [7mogom

2
ArOH = p-metéxifenol; fenol; p-nitrofenol; 2,4-dinitrofenol
O mesmo se aplica a muitas reagfes de substituicdo em triésteres

aciclicos com grupos de saida arilicos. Ba-Saif e colaboradores!’
propuseram que as rea¢fes de uma série de fenolatos substituidos com os



34

substratos difenil 4-nitrofenil fosfato e dietil 4-nitrofenil fosfato
provavelmente ocorre através de um mecanismo concertado.
Similarmente, 0 mesmo mecanismo € proposto para as reacfes de
fenolatos substituidos com triésteres difenilicos com diferentes grupos de
saida arilicos.®

Informacdes mecanisticas relevantes podem ser extraidas a partir
de dados de efeito isotdpico cinético (KIE) de &tomos pesados. Em geral,
as mudancas nas constantes de velocidade advindas da substitui¢do
isotopica de carbono, nitrogénio e oxigénio ndo ultrapassam ~8%. Por
isso, a medicao dos efeitos isotopicos nesses casos deve ser extremamente
precisa e conta com a utilizacdo de equipamentos sofisticados. Ainda
assim, e considerando também que a sintese de substratos isotopicamente
marcados em geral ndo é simples, a literatura de reacGes de transferéncia
do grupo fosforila conta com uma quantidade expressiva de dados de
KIE.21°

A Figura 5 exemplifica as posi¢fes de substituicdo isotdpica
comuns para o estudo de KIE em um monoéster de fosfato com grupo de
saida 4-nitrofenolato. A possibilidade de substituir todos os atomos de
oxigénio do grupo fosfato é interessante porque permite obter
informacg0es relevantes sobre alteracfes das ligacGes do fosforo com o
grupo de saida e com o grupo fosforila para formacdo do estado de
transicdo.®

Figura 5 — PosicOes de substituicdo isotdpica comuns para estudos de KIE,
exemplificadas com um monoéster de fosfato com grupo de saida p-
nitrofenolato.®
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Conforme mostra a Figura 5, “®kurigge designa o efeito isotopico
cinético primario que fornece informagdes relativas ao grau de
rompimento da ligacéo entre o fésforo e o oxigénio do grupo de saida no
estado de transicédo. Ja %k refere-se ao efeito isotopico cinético secundario
pela marcacdo isotdpica de nitrogénio no grupo de saida, cujo valor é
informativo acerca da distribuicdo de carga no estado de transicdo
resultante do rompimento da ligagdo P-O e/ou da transferéncia de proton
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ao grupo de saida na etapa determinante. Embora nem sempre a densidade
de carga negativa formada no atomo de oxigénio do grupo de saida esteja
deslocalizada no estado de transicdo, ®kerdgge € °k em geral estdo
relacionados, esperando-se valores de KIE normais para ambos quando
ha rompimento significativo da ligacdo P-O no estado de transicdo.®

J& Bknonbrigge designa o efeito isotdpico cinético secundario, que
fornece informagdes acerca da ordem de ligacdo dos demais atomos de
oxigénio com o fésforo e, portanto, sugere sobre o grau de
associacao/dissociacdo do estado de transicdo. Isso porque as ligagbes P—
Ononbridge devem ser tanto mais fracas no estado de transi¢éo quanto mais
forte for a ligacdo entre o fésforo e o nucledfilo.? Assim, sdo esperados
para ‘®Knonbrigge Valores normais para mecanismos associativos e
concertados de carater associativo, ao passo que valores inversos sdo
atribuidos para mecanismos dissociativos ou concertados de carater
dissociativo. Ressalta-se que *knonbriage pode ser igualmente influenciado
por modos vibracionais, mas a ordem de ligacao tem se mostrado o fator
dominante para calculos de ®knonbriage Nas reacdes de hidrélise de ésteres
de fosfato.®

A Tabela 1 apresenta valores tipicos de KIE para reacdes de
hidrélise de ésteres de fosfato disponiveis na literatura. Observam-se para
os triésteres de fosfato valores normais de 5k, Kprigge € ‘EKnonbridge,
consistentes com o enfraquecimento significativo da ligacdo entre o
fosforo e o oxigénio do grupo de saida para formacdo do estado de
transicdo, através de um mecanismo concertado de carater associativo ou
de um mecanismo associativo, de acordo com as propostas mecanisticas
discutidas acima.>*°

Tabela 1 — Valores tipicos de KIE para a hidrolise de ésteres de fosfato. Para
diésteres e triésteres, os dados referem-se a hidrolise alcalina.®”

lsk 18kbridge 18knonbridge
pNPP, 1,0028(2) 1,0189(5) 0,9994(5)
dianion, 95°C ©
pNPP, 1,0005(1) 1,0094(3) 1,0199(3)
monoanion, 35°C ¢
Diésteres 1,0007-1,0016 1,0042-1,0063 1,0028-1,0056
Triésteres 1,0007 1,0063 1,0063-1,0250

2 Os dados em parénteses correspondem aos desvios-padrfes na ultima casa
decimal. ® Dados extraidos da referéncia 19. ¢ pNPP refere-se ao p-nitrofenil
fosfato.
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E importante ressaltar que a magnitude dos valores de KIE para os
triésteres de fosfato varia significativamente de acordo com o grupo de
saida, sugerindo que ha uma grande gama de possibilidades de estados de
transicdo nas reacOes de substituicdo em triésteres, variando entre os
mecanismos concertado e associativo, e dependendo do grau de
sincronicidade em cada um deles.?1%%0 Os valores de KIE para diésteres
e monoésteres serdo discutidos nas se¢des seguintes.

1.1.2 Hidrolise de diésteres de fosfato

Até o final da década de 1960, havia poucos estudos reportados
sobre os mecanismos de reagdes de substitui¢do nucleofilica em diésteres
de fosfato, principalmente devido a elevada estabilidade de tais substrato,
dificultando o acompanhamento cinético das reacdes, exceto em
condi¢des experimentais mais drésticas (por exemplo, em meios bastante
acidos).?%?? Diante desse cendrio, Kirby e Younas reportaram em 1970
um estudo da hidrdlise de anions de diésteres de fosfato diarilicos
simples,?® (RO),PO;", a 100°C, Esquema 7, ja que as espécies anidnicas
predominam em quase toda faixa de pH (valores de pK, para a dissocia¢do
acida de diésteres de fosfato alquilicos sdo tipicamente menores que 2).
Os autores selecionaram como substratos ésteres de fendis relativamente
acidos, de modo a fornecer grupos de saida suficiente bons para que as
reacdes pudessem ser avaliadas cineticamente a 100°C pelo método das
velocidades iniciais e, para os substratos mais reativos, por até trés tempos
de meia-vida. Experimentos com agua isotopicamente marcada com 80O
mostraram que a reacdo apresentada no Esquema 7 procede
exclusivamente via ataque no atomo de fésforo em meio neutro.

Esquema 7 — Hidrdlise de anions de diésteres de fosfato.?®
Il H,O Ml
ArO—FI’—OAr —_— ArO—FI’—OH + ArOH
O (o)
ArOH = 2 4-dinitrofenol (pK, = 4,07), 4-acetil-2-nitrofenol (pK, = 5,09),
4-cloro-2-nitrofenol (pK, = 6,36), 4-nitrofenol (pK, = 7,15),
2-nitrofenol (pK, = 7,23), 3-nitrofenol (pK, = 8,35)

A partir dos valores de ko obtidos para as reacGes apresentadas no
Esquema 7, os autores obtiveram um gréafico de Bronsted para grupo de
saida (apresentado na Figura 6 com dados de ko em s1), cujo ajuste linear
fornecer o valor de BLe = —0,97, indicando, portanto, uma sensitividade
elevada da hidrdlise de anions de diésteres com relacéo a basicidade do
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grupo de saida. A linha tracejada na Figura 6 apresenta a extrapolacéo do
grafico de Bronsted até valores de pK,"* maiores, evidenciando que o0s
valores das constantes de hidrélise passam a ser imensuraveis
experimentalmente mesmo a 100°C. De fato, o valor estimado para o
tempo de meia-vida do anion do difenil fosfato a 100°C pela correlacdo
obtida é de 180 anos, e ndo por acaso as reacfes de hidrolise de tal
substrato e do &nion do bis-p-metdxifenil fosfato ndo puderam ser
acompanhadas pelos autores (valores de pKa do fenol e do p-metdxifenol
sd0 9,99 e 10,26, respectivamente).?

Figura 6 — Gréfico de Bronsted reportado por Kirby e Younas para a hidrélise dos
anions (RO),PO; (estruturas sdo apresentadas no Esquema 7), a 100°C.%
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O efeito isotdpico cinético de solvente obtido para a hidrolise do
anion do bis-2,4-dinitrofenil fosfato (entre 1,45 e 1,55 dependendo da
temperatura), bem como os valores dos pardmetros termodindmicos de
ativacdo, sdo consistentes tanto com um mecanismo associativo em duas
etapas quanto concertado, ambos envolvendo assisténcia de catalise
béasica-geral do solvente, Esquema 8. No entanto, os dados experimentais
ndo exigem a consideracdo de um mecanismo de duas etapas, e 0
mecanismo concertado permaneceu na literatura como o mais plausivel
para reacdes de substituicdo em anions de diésteres de fosfato.?® De fato,
conforme argumentado por Kirby posteriormente,?* a presenca das duas
cargas negativas em posicdo equatorial no intermediario fosforano do
Esquema 8 tornaria tal estrutura muito instavel e implicaria o rompimento
das ligacdes em posi¢do axial em velocidades mais rapidas que o limite
difusional.
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Esquema 8 — Propostas mecanisticas para a hidrolise de &nions de diésteres de
fosfato.?
Mecanismo associativo-dissociativo

[H O]/\ [HZO]n
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Estado de transicao

De acordo com o mecanismo concertado do Esquema 8 estdo os
valores de KIE obtidos para a hidrolise alcalina de diésteres de fosfato
(Tabela 1). Os valores normais de KIE para *kprigge € 1°k S80 consistentes
com o rompimento da ligag&o entre o fésforo e o grupo de saida através
de um Unico estado de transi¢do, o qual deve possuir as ligacdes P—
Ononbridgge  €Nfraquecidas, tal sugerido pelos valores normais de
18knonbridge-2’19

Em alguns casos, mecanismos associativos tém sido propostos
para reacOes de substituicdo em diésteres de fosfato. Por exemplo,
Lonnberg e colaboradores®® estenderam estudos inicias?® da reatividade
em meio aquoso dos ésteres monoalquilicos da uridina 3'-fosfato
(Esquema 9). Em pH 4cido, ambas as reacfes de isomerizacdo ao
derivado 2 -fosfato e a formagéo do diéster ciclico sdo observadas, ao
passo que somente a formacdo deste é observada em pH alcalino. Com
base principalmente na quebra de um gréafico de Bronsted para grupo de
saida, 0s autores propuseram um mecanismo associativo para a formacéo
do diéster ciclico, passando por um intermediario fosforano dianibnico.
Isso explicaria porque os substratos ndo sofrem isomerizacdo em meio
alcalino: o tempo de vida de um intermediario fosforano dianidnico seria
insuficiente para permitir a pseudo-rotagdo necessaria para formagdo do
derivado 2’-fosfato.
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Esquema 9 — Reagdes dos ésteres monoalquilicos da uridina 3 -fosfato em meio
aguoso.?52

o) 0
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Similarmente, 0 mecanismo associativo foi proposto no estudo da
hidrélise do diéster 2. Primeiramente, Schroeder e colaboradores?’
reportaram os dados cinéticos de 2, sendo o valor obtido para a constante
de hidrdlise espontanea da espécie anidnica de 7 x 10¢ s (extrapolado
para 25°C). Tal dado é consistente com o valor publicado de ~1 x 10%° s
! para a hidrélise do anion do dimetil fosfato, valor em geral considerado
na literatura como limite superior para a constante de hidrdlise de anions
de diésteres alquilicos através da quebra da ligacéo P-O.

?@O“K

Posteriormente, Kamerlin e colaboradores?® realizaram calculos
computacionais para as diferentes possibilidades mecanisticas na
hidrélise das espécies neutra e anibnica de 2 através do mapeamento das
superficies de energia potencial. Dentre os diversos aspectos levantados
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pelos autores, cita-se a proposta de um mecanismo associativo para a
hidrélise da espécie anibnica, em que a fosforila atua como “ponte” para
a transferéncia de um proton da dgua para o grupo de saida, Esquema 10.

Esquema 10 — Mecanismo proposto para a hidrélise da espécie aninica de 2.2

H
—
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Mais recentemente, ap0s a investigacdo do efeito de grupos
espectadores em triésteres de fosfato,*? a divida de qual seria o efeito do
grupo espectador na reatividade intrinseca dos anions de diésteres surgiu
naturalmente. Assim, em um primeiro momento, Kirby e colaboradores?
investigaram como variavam os valores experimentais das constantes de
hidrélise a 100°C de uma série de anions de diésteres com 0 mesmo grupo
de saida 2,4-dinitrofenolato, porém com diferentes grupos espectadores:
2,4-dinitrofenil, 4-nitrofenil, fenil e metil. A Tabela 2 apresenta os dados
experimentais reportados pelos autores, e a Figura 7 representa o grafico
de Bronsted para grupo espectador obtido a partir de tais dados, sendo o
valor calculado de Bnie =-0,03 + 0,001.%°

Tabela 2 — Constantes de velocidade observadas para a hidrolise de anions de
diésteres de fosfato com grupo de saida 2,4-dinitrofenolato e diferentes grupos
espectadores, conforme mostrado na reacdo abaixo, a 100°C, reportadas por
Kirby e colaboradores.?

o
ON o H.0 o} NO,
o-R-OR —#> ‘0-B-OR +
o o
NO, NO,
ROH = pKz de ROH Ko, S

2,4-Dinitrofenol 4,07 5,72 x 10°
4-Nitrofenol 7,14 4,72 x 10°
Fenol 9,95 3,87 x 10°

Metanol 15,54 4,20 x 10°
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Figura 7 — Gréafico de Bronsted para grupo espectador para a hidrdlise de anions
de diésteres de fosfato com grupo de saida 2,4-dinitrofenolato, a 100°C.%°
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O valor obtido de Bnie (Figura 7) é considerado “minimo” €
descreve um efeito pouco significativo da basicidade dos grupos
espectadores sobre as constantes de velocidade de hidrdlise, o que pode
indicar, no contexto de um mecanismo do tipo Sn2(P) concertado, que o
grupo espectador exerce efeito estereoeletrénico similar nos niveis de
energia tanto do reagente quanto do estado de transicdo. Além disso, é
razoavel pensar que o efeito de um grupo espectador —OR seja minimo
em competicdo ao efeito promovido pela elevada densidade de carga
negativa distribuida entre os dois oxigénios em posi¢do equatorial no
estado de transicdo bipiramidal.

Posteriormente, Kirby e colaboradores®® estenderam a
investigacdo do efeito dos grupos espectadores avaliando-se a hidrélise
de uma série de anions de diésteres RO(PO2)OpNP, com grupo de saida
4-nitrofenolato ("OpNP) e diferentes grupos espectadores (‘OR), Figura
8. No novo estudo, as reagBes foram investigadas teoricamente,
calculando-se valores de energia livre de Gibbs de ativacdo para a
temperatura padrdo de 25°C, ja que as cinéticas de quase todos 0s
substratos ndo podem ser acompanhadas experimentalmente.

Figura 8 — Estruturas de anions de diésteres de fosfato com grupo de saida 4-
nitrofenolato.?*

\ ROH = MeOH, CF3CH,0H, PhOH,

=0 p-X-CgH4OH (X = Me, OMe, NO,),
o l \©\ e 2,4-dinitrofenol
o] NO
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Os autores adotaram 0s mesmos procedimentos realizados para a
investigacdo tedrica da hidrdlise dos triésteres de fosfato, isto é, avaliaram
a plausibilidade dos mecanismos associativo e concertado através da
computacdo das energias livres de Gibbs em cada caso, variando-se
também o nimero de moléculas de agua explicitas em até quatro
moléculas. Os autores destacam que nenhum célculo indicou a formagéo
de um intermediario fosforano, e para todos os diésteres da Figura 8 foram
obtidos estados de transicdo que designam um mecanismo concertado, 0
que foi também confirmado por célculos de IRC que mostraram a
conexdo de tais estados de transicdo com os reagentes e produtos através
de uma Unica barreira de ativacdo. Os melhores resultados foram obtidos
com duas ou trés moléculas de agua explicitas, sendo a primeira, 0
nucledfilo, e a segunda, um catalisador basico-geral assistindo ao ataque
nucleofilico. Nos casos em que a terceira molécula de dgua contribui para
a diminuigdo do AG?, tal molécula interage com os oxigénios equatoriais
no estado de transicdo através de interacBes intermoleculares de
hidrogénio, contribuindo para a dispersdo da elevada densidade de carga
negativa. A Figura 9 representa o estado de transicdo com trés moléculas
de agua.?*

Figura 9 — Estado de transicdo para a hidrolise de um anion de diéster de fosfato
com grupo de saida 4-nitrofenolato, envolvendo trés moléculas de &gua

discretas.?*
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No estado de transicdo, o comprimento de ligacdo entre o fésforo
e 0 oxigénio da &gua nucleofilica é menor que aquele entre o fosforo e o
oxigénio do grupo de saida, o que descreve um mecanismo
essencialmente governado pela eliminacdo do grupo de saida.
Interessantemente, 0os comprimentos de tais ligagfes diminuem a medida
gue sdo adicionadas moléculas de agua, o que pode ser racionalizado
através da dispersdo da densidade de carga negativa.?*

Ao relacionar os valores de AG* obtidos para a série de anions de
diésteres & basicidade do grupo espectador, ha duas observacoes
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relevantes: (i) o ajuste do grafico de Bronsted para grupo espectador
fornece o valor de Bnic de 0,16 + 0,08 que, apesar de baixo, possui
magnitude  consideravelmente  maior que  aquela  obtida
experimentalmente para anions de diésteres com grupo de saida 2,4-
dinitrofenolato a 100°C (Figura 7), o que pode ser decorrente da diferenca
de temperatura e/ou do grupo de saida, e (ii) a tendéncia de reatividade
observada é inversa aquela observada para os anions de diésteres com
grupo de saida 2,4-dinitrofenolato a 100°C, bem como para os triésteres
com grupo de saida 4-nitrofenolato a 25°C. Tais observaces sdo
ilustradas na Figura 10, que mostra claramente que 0 &nion de diéster com
grupo espectador metil € o mais reativo para a série RO(PO2)OpNP, ao
passo que 0 mesmo grupo espectador fornece o substrato menos reativo
na série de triésteres (RO),P(O)OpNP.%

Figura 10 — Dependéncia das constantes de hidrélise de anions de diésteres de
fosfato e de triésteres de fosfato em relacdo ao pK," do grupo espectador. Para
a série de diésteres RO(PO,)OpNP, valores de AG? sdo tedricos e calculados para
25°C, considerando trés moléculas de agua discretas;? para a série de diésteres
com grupo de saida 2,4-dinitrofenolato, dados sdo experimentais a 100°C;?° e para
a série de triésteres, dados sio tedricos, para 25°C, de Mora e colaboradores.*®
Figura adaptada da referéncia 24.
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A tendéncia obtida pelos calculos tedricos para a série de anions
RO(PO2)OpNP é consistente com um mecanismo Sn2(P) concertado
descrito anteriormente e governado pela eliminacéo do grupo de saida: as
interacdes no estado de transicédo dos elétrons nao-ligantes dos atomos de
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oxigénio em posi¢do equatorial com o orbital antiligante da ligacdo entre
o fésforo e 0 oxigénio do grupo de saida (no—o™p_opne) S80 as principais
responsaveis pela eliminacdo do grupo de saida, sendo mais proeminentes
aquelas advindas dos oxigénios negativamente carregados em detrimento
do oxigénio do grupo espectador. De fato, observa-se que o0s
comprimentos de ligacdo entre o fosforo e os oxigénios em posicdo
equatorial no estado de transigdo bipiramidal sdo levemente menores que
0s comprimentos correspondentes no estado reagente, ao passo que tais
ligagbes possuem comprimentos aumentados a medida que a
pentacovaléncia é desenvolvida na hidrolise dos triésteres
correspondentes.

Assim, a compreensao atual do mecanismo de hidrolise de anions
de diésteres de fosfato com grupo de saida 4-nitrofenolato é de que as
reacdes procedem via mecanismo Sn2(P) concertado, e as constantes de
hidrolise sdo incrementadas com o aumento da basicidade do grupo
espectador. Tal comportamento é diferente aquele observado com os
triésteres de fosfato com mesmo grupo de saida, em que as constantes de
velocidade de hidrdlise aumentam com o carater elétron-retirador dos
grupos espectadores, o que é resultado da diferenca de mecanismo
reacional entre as duas classes de fosfato.'® Além disso, a magnitude do
efeito é muito menor no caso dos anions de diésteres, ja que o efeito
eletrénico advindo do grupo espectador no estado de transicdo compete
fracamente com duas cargas negativas distribuidas entre dois oxigénios
em posicéo equatorial. 1

E interessante ressaltar que a baixa magnitude do efeito espectador
em reacOes de substituicdo em anions de diésteres também é observada
com outros nucledfilos além da agua, como aminas. Por exemplo, ainda
em 1970, Kirby relatou que as constantes de segunda ordem das reagdes
de piridinas substituidas com o anion do metil 2,4-dinitrofenil fosfato
diferem em menos de 3 vezes em comparacdo aquelas das reacOes
correspondentes com o anion do bis-2,4-dinitrofenil fosfato,® sendo a
diferenca de valores de pK."* dos grupos espectadores de
aproximadamente 11 unidades. De modo analogo, Orth e colaboradores
reportaram as reacdes do imidazol com os anions do etil 2,4-dinitrofenil
fosfato e bis-2,4-dinitrofenil fosfato, e as constantes de segunda ordem
das reac@es diferem somente em cerca de 7 vezes.®!

1.1.3 Hidrolise de monoésteres de fosfato

Kirby e Varvoglis publicaram um dos primeiros trabalhos de
estudo sistematico sobre a hidrdlise de monoésteres de fosfato, em que o0s



45

autores reportam a hidrélise de uma série de monoésteres com diferentes
grupos de saida fendlicos.? Os autores investigaram a hidrélise de dez
monoésteres a 39°C, sendo a estrutura dos substratos e os valores de
pKaHA dos grupos de saida mostrados no Esquema 11. Ao avaliar toda a
faixa de pH, a reatividade de ambas as espécies monoanibnica e
dianidnica podem ser avaliadas, ja que o primeiro pKa para o equilibrio
de dissociacdo acida de um monoéster é tipicamente menor que 2, ao
passo que o0 segundo pK, esta geralmente na faixa 6-7.1°

Esquema 11 — Reac0es de hidrolise de monoésteres de fosfato reportadas por
Kirby e Varvoglis.*
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_P-OH —— HO-P-OH + ROH
RO\ |

OH OH

ROH = Fenol (pK, = 9,99)
2-Nitrofenol (pK, = 7,23)
4-Nitrofenol (pK, = 7,14)
3,5-Dinitrofenol (pK, = 6,68)
2-Nitro-4-clorofenol (pK, = 6,36; 6,46)
2,4,6-Triclorofenol (pK, = 6,1)
2-Cloro-4-nitrofenol (pK, = 5,45)
2-Nitro-4-acetilfenol (pK, = 5,09)
Pentaclorofenol (pK, = 4,8)
2,4-Dinitrofenol (pK, = 4,07)

Os autores descreveram que as constantes de hidrélise de ambos
monoanion e didnion aumentam a medida que o pKa"A do grupo de saida
diminui, sendo a dependéncia da habilidade do grupo de saida maior na
hidrélise dos dianions. Assim, por exemplo, as constantes de velocidade
das reacOes de hidrélise dos monoanions (km) do 4-nitrofenil fosfato
(pKa™A = 7,14) e do 2,4-dinitrofenil fosfato (pKa"A = 4,07) sdo 1,07 x 10
6 e 507 x 10° s?, respectivamente. Por sua vez, as constantes de
velocidade de hidroélise dos dianions (kp) sdo 1,55 x 108 e 1,75 x 10 s
para 4-nitrofenil fosfato e 2,4-dinitrofenil fosfato, respectivamente. Os
autores ressaltam que monoésteres com grupo de saida com pKa"A maior
gue ~5,5 possuem monoanions mais reativos que dianions frente a reacéo
de hidrdlise, ao passo que os dianions sdo 0s mais reativos no caso de
monoésteres com grupos de saida com pKzH* menor que ~5,5. Conforme
apresentado acima, km > kp no caso do 4-nitrofenil fosfato e kp > kv no
caso do 2,4-dinitrofenil fosfato.32
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As observagoes de Kirby e Varvoglis sdo consistentes com relatos
anteriores de outros autores que descreveram que 0s monoanions de
monoésteres sdo mais reativos em comparacdo aos dianions frente a
reacdo de hidrolise para grupos de saida com pKzH* elevado. Kumamoto
e Westheimer,® por exemplo, estudaram a hidrélise do monobenzil
fosfato a 75,6 °C e, a0 passo que as cinéticas do monoanion puderam ser
seguidas por UV/Vis pela formacdo do alcool benzilico, nenhuma
reatividade foi detectada para a espécie dianidnica. Similarmente, Butcher
e Westheimer,®* e Bunton e colaboradores® reportaram o mesmo padréo
de reatividade para fosfatos monoalquilicos.

A Figura 11 apresenta o grafico de Bronsted para grupo de saida
reportado por Kirby e Varvoglis referente a hidrolise das espécies
dianidnicas de monoésteres de fosfato. Na Figura 11, a linha solida
representa o ajuste linear dos dados, sendo o valor obtido de fLc =-1,23,
e 0s autores argumentaram que a elevada sensitividade das constantes de
hidrélise dos dianions em relacédo ao pKa"* do grupo de saida é um forte
indicio de que a quebra da ligagdo P-O estd avancada no estado de
transicdo da etapa determinante, sugerindo que a reacdo deve ocorrer
através de um mecanismo dissociativo, cujo intermediario € o anion do
metafosfato monomérico, Esquema 12.

Figura 11 — Gréfico de Bronsted para grupo de saida para a hidrdlise de dianions
de monoésteres de fosfato, a 39°C.%? Os dados representados em o foram obtidos
por Di Sabato e Jencks® para a hidrélise de uma série de dinions de monoésteres
de benzoila. Os demais dados foram obtidos por Kirby e Varvoglis®*: (A)
monoésteres sem substituintes em posicdo orto; (m) monoésteres com
substituintes —-NO, em posicao orto; e (0) monoésteres com substituintes —Cl em
posicéo orto.

log (k,, s™)

-12 T T T T T T




47

Esquema 12 — Mecanismo proposto inicialmente para a hidrélise de didnions de
monoésteres de fosfato.*
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O mecanismo do Esquema 12 foi proposto também com base nos
valores baixos e positivos de entropias de ativacdo e efeitos isotdpicos
cinéticos de solvente insignificantes. Ainda, tal mecanismo é consistente
com a observacdo de que o dianion do 2,4-dinitrofenil fosfato é
hidrolisado mais rapidamente que o monoanion: a presenca de duas
cargas negativas no dianion deve tornar o fésforo menos eletrofilico, e a
reatividade do diénion deveria ser menor no caso de um mecanismo do
tipo associativo.®?

Com relacdo aos monoanions de monoésteres, a observagdo de que
estes sdo hidrolisados mais rapidamente que os diésteres correspondentes
na faixa de pH ~4, onde a concentracdo de monoanions é maxima, e
considerando que é pouco provavel a eliminagdo de um alcoxido nessa
regido de pH, sugere o envolvimento do préton do grupo hidréxido nao-
dissociado do mono&nion no mecanismo da reacdo. Assim, dois
mecanismos de catalise acida geral intramolecular foram inicialmente
delineados, (a) e (b) no Esquema 13, em que ha uma transferéncia parcial
de préton do hidréxido ndo-dissociado para o grupo de saida através de
um estado de transigdo ciclico. No mecanismo (a), a transferéncia do
préton ocorre diretamente ao grupo de saida, passando por um ciclo de
guatro membros, ao passo que um ciclo de seis membros é formado na
proposta (b) ao considerar o envolvimento de uma molécula de agua do
solvente, sendo esta proposta mais plausivel energeticamente.

Esquema 13 — Propostas mecanisticas para a hidrdlise de monoanions de
monoésteres de fosfato.*?
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No entanto, as entropias de ativacdo obtidas para as reacGes de
hidrolise dos monoanions de uma série de monoésteres a 100°C (Esquema
14), séo proximas de zero e em torno de 20 unidades entropicas mais
positivas do que o tipicamente observado em reacfes bimoleculares de
solvolise, de modo que os mecanismos (a) e (b) do Esquema 13 néo
podem ser usados para explicar a hidrélise de todos 0os monoéanions de
monoésteres. Nesse sentido, os autores propdem também o mecanismo
cineticamente equivalente de catlise acida especifica do diénion,
Esquema 15, envolvendo um pré-equilibrio anterior a etapa determinante
da velocidade da reacéo.*?

Esquema 14 — Reacdes de hidrélise de monoanions de monoésteres de fosfato. %

R H,0 q
_P-O0 —> HO-P-O" + RO"
RO™\ !
OH OH
R = Etil Fenil
Metil 3-Nitrofenil
-CH,CCH 4-Nitrofenil
-CH,CF; 3,5-Dinitrofenil

p-Toluil

2,4-Dinitrofenil

Esquema 15 — Mecanismo para hidr6lise de mono&nion de monoéster de
fosfato.®
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No Esquema 15, a transferéncia de préton, embora desfaforavel
(Ka ~10°1), leva a formacédo de uma espécie em que o grupo fosfato é
dianidnico e o grupo de saida encontra-se protonado, e a hidrélise dessa
espécie pode ser até 10%° vezes mais rapida que a hidrdlise do dianion
equivalente sem a protonacgdo do grupo de saida. Com base em efeitos
isotdpicos cinéticos de solvente, os autores sugerem gque monoanions de
monoésteres com grupos de saida com pKzHA maior que ~ 9,5 devem ser
hidrolisados pelo mecanismo do Esquema 14, sendo que grupos de saida
gradualmente menos basicos (pKaHA < ~ 9,5) devem favorecer uma
contribuicdo maior da transferéncia de préton na etapa determinante,
portanto, uma contribui¢do maior dos mecanismos (a) e (b) do Esquema
13 pode ocorrer. A contribui¢cdo maior dos mecanismos do Esquema 13
para a hidrélise de monoénions com melhores grupos de saida deve-se



49

também ao fato que, no grafico de Bronsted para a hidrolise dos
monoénions do Equema 14 (Bc = —0,27), os pontos referentes aos
substratos com grupo de saida com pK,"A < ~9,5 apresentam um desvio
negativo.%

A proposta de Kirby e Varvoglis de mecanismos dissociativos para
a hidrolise dos monoanions e didnions dos monoésteres de fosfato baseou-
se também na avalia¢do dos produtos das reages em misturas binarias de
solventes. Considerando que intermediarios altamente reativos devem
reagir de forma ndo-seletiva em uma mistura de dois solventes de
nucleofilicidades semelhantes, a propor¢do dos produtos deve ser
aproximadamente igual & razdo molar dos solventes. Assim, 0s autores
mostram que a solvdlise do monoanion e do didnion do 4-nitrofenil
fosfato a 100°C em misturas binarias metanol-agua leva a formacéo dos
produtos metil fosfato e fosfato inorganico em proporgdes equivalentes
as razbes molares dos solventes. Isso constituiria uma evidéncia da
formacdo do intermediario metafosfato monomérico e, portanto, dos
mecanismos dissociativos. Resultados semelhantes foram observados
com o monoéster 2,4-dinitrofenil fosfato.3

No entanto, ainda que os resultados de Kirby e Varvoglis e de
outros estudos contemporaneos®” -3 a este indicassem a formacdo do
intermediario metafosfato na hidrélise de fosfomonoésteres, parte dos
resultados era igualmente consistente com um mecanismo concertado. De
fato, houve intenso debate na literatura pelas décadas subsequentes a luz
de novos resultados acerca da hidrdlise de monoésteres. Gradualmente,
evidéncias que favoreciam um mecanismo concertado foram acumulando
na literatura,?19-20

Por exemplo, Buchwald e colaboradores*® avaliaram a composicéo
dos produtos da metandlise dos dianions do fenil [(R)-1%0,*’0,*0O]fosfato
e do 24-dinitrofenil [(R)-*%0,70,*®O]fosfato, observando que ha
inversdo completa da configuracdo do fosforo. Nesse sentido, os autores
propuseram que a reagdo procede através de um mecanismo concertado
ou, em caso de um mecanismo dissociativo, que o intermediario
metafosfato ndo possui tempo de vida suficiente em solvente prético para
difundir e levar a uma mistura racémica de produtos.*® Os relatos na
literatura de formagdo de um intermediério metafosfato com tempo de
vida significativo para difundir restringem-se a reacdes de transferéncia
do grupo fosforila em solventes organicos, especialmente favorecidas
quando os nucleofilos sdo volumosos e/ou 0s grupos de saida sdo muito
labeis.? Por exemplo, Friedman e colaboradores**#? reportaram a
racemizacdo do produto na transferéncia da fosforila de monoésteres
arilicos para o alcool t-butilico em acetonitrila ou t-butanol.
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A plausabilidade do mecanismo dissociativo para substituicdo em
monoésteres de fosfato em meio aquoso foi questionada também pela
constatacdo de que a transferéncia do grupo —POs> é sensivel a
basicidade de uma grande gama de aminas nucleofilicas e de nucletfilos
oxigenados.**-*° Mais especificamente, a ndo-constatacdo de mudancas
nos mecanismos reacionais para monoanions e dianions (mudanca de
etapa determinante da velocidade de reagdo, por exemplo) constituiu forte
evidéncia de que ndo ocorre a formagdo de um intermediario metafosfato
ao longo das coordenadas de reacao.

Assim, a literatura acumulou evidéncias experimentais e, mais
recentemente, tedricas, que favorecem um mecanismo concertado para a
transferéncia da fosforila a partir de monoésteres de fosfato em meio
aquoso. Por exemplo, calculos tedricos mostram que o metafosfato
monomeérico, embora tenha sido detectado em fase gasosa,*® deve possuir
um tempo de vida muito pequeno em meio aquoso para que possa ser
considerado um intermediario solvatado.5! Nesse sentido, 0 mecanismo
mais plausivel considerado atualmente para descrever a hidrélise de
monoésteres de fosfato é um mecanismo concertado de carater
dissociativo. No caso dos didnions, o estado de transi¢do é “solto”, com
as ligacBes do fosforo ao nucledfilo e ao grupo de saida alongadas e
enfraquecidas, Esquema 16.1° E em relagdo aos monoanions, em
particular aqueles com substituintes alquilicos, a reacdo conta com um
pré-equilibrio levando a protonacédo do grupo de saida, Esquema 16.1°

Esquema 16 — Mecanismos plausiveis para a hidrélise de monoanions e dianions
de monoésteres de fosfato.™”

TN
[H20]n I-ll [H20], 5 N
85— NS+ (0]
KO0 "ol /
N 0----p--- orR M0
b Cor —— O----P HO—R.,, 5 + OR
e H 5—5\ 57\ ‘o
Dianionde O {5 ol o)
monoéster -0 0
Estado de transicao
[HZO]n "‘| 5—
onain R :
onoanion de \) H H,0 /
monoéster P—OR —— P£O/+ ——> HO—R., s + ROH
o X No
-0 5 O) R o

Nos mecanismos do Esquema 16, as duas cargas negativas no
grupo fosfato encontram-se deslocalisadas de tal modo que existem trés
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ligagdes P-O eletron-doadoras equivalentes, sendo que as trés doagdes
No—o*p_or €stdo de acordo com a dependéncia das constantes de
velocidade de hidrélise de monoésteres de fosfato em relagdo a habilidade
do grupo de saida (em termos de pKa™4). Assim, as ligacoes do fésforo
com o oxigénio da dgua e com o oxigénio do grupo de saida sdo alongadas
no estado de transicao da hidrélise do dianion do 4-nitrofenil fosfato: com
um grupo de saida relativamente bom, a sua eliminacéo é favorecida pelas
trés doagdes no—o™p_or, a0 Passo que a aproximacao do nucledfilo ainda
tem pouco efeito, e o fortalecimento da ligacéo entre o fosforo e a agua
ocorrera com o avancgo da coordenada de reacdo até a formacgéo do fosfato
inorganico com configuracgdo inversa & do substrato.

Valores de KIE obtidos para a hidrdlise do monoénion e do didnion
do p-nitrofenil fosfato (pNPP) estdo de acordo com a proposta de um
mecanismo concertado de carater dissociativo. Comparativamente,
conforme mostra a Tabela 1, os valores de *kpriage € 1°k S80 maiores para
o dianion, ja que nesse caso 0 grupo de saida € eliminado na forma de
anion (Esquema 16). J& no caso dos monoanions, *®kyrigge € menor porque
o rompimento da ligagdo P—Ouriage € compensado pela formagdo da
ligacdo com o préton transferido do grupo fosfato. Em particular, 5k para
0s monoanions é negligenciavel, indicando que o grupo de saida se
encontra essencialmente neutro no estado de transicdo. Com relagdo ao
BKnonbridge, ObSErva-se que € inverso para os dianions, indicativo de um
estado de transicdo “solto”, ao passo que o valor é normal para os
monoanions, resultante da transferéncia de préton do grupo fosfato.*®

Destaca-se que as rea¢des de hidrolise de monoésteres alquilicos
tém recebido mais atencdo nas Ultimas duas décadas, ja que os estudos
iniciais englobaram substratos tipicamente arilicos. Por exemplo,
Wolfenden e colaboradores®? investigaram em maiores detalhes a
hidrélise do monoéster metil fosfato, complementando os dados
reportados inicialmente por Bunton e colaboradores®. As reacdes foram
realizadas em temperaturas elevadas (> 100 °C) em tubos de quartzo
selados, e as cinéticas foram monitoradas acompanhando-se a formacéo
dos produtos por RMN. Os autores atribuiram a reatividade observada na
faixa de pH entre ~2,0-5,0 a0 monoanion, ao passo que a menor
reatividade observada no patamar em pH > 10 foi atribuida & espécie
dianibnica. No entanto, a extrapolacdo da constante de velocidade
observada para a espécie dianidnica para 39°C levou a um valor de ~5 x
1023 5’1, muito acima do valor de 2 x 10°*° s previsto pela correlacdo de
Kirby para um grupo de saida com pK,"A = 15,5 (Figura 11).5253

A fim de averiguar tal discrepancia, novas cinéticas foram
realizadas por Lad e colaboradores® com o metil fosfato, bem como o
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substrato correlato 3, que possui grupo de saida com mesmo pKa"A, e com
a vantagem de possuir o carbono estericamente impedido para quebra da
ligagdo C-O. Nos novos estudos, os autores realizaram as cinéticas em
recipientes de politetrafluoroetileno, e constataram que os resultados
obtidos anteriormente foram influenciados pela lixiviacdo de &cido
silicico das cubetas de quartzo devido ao meio alcalino.>*

O
o

A constante de velocidade observada para 3 em 1M de KOH,
extrapolada para 39°C, foi de 2 x 1017 52,5 em maior consonancia com o
valor previsto pela LFER de Kirby.®? Para o metil fosfato, o valor da
constante de hidrolise para a espécie dianibnica, extrapolado para 25°C,
foi de 2 x 1020 51,5 também de acordo com o estimado pelos dados de
Kirby,% e consistente com estimativas anteriores de Guthrie.>® Ressalta-
se que os valores de kops mostraram-se sensiveis a variagdo do pH, e os
autores propuseram que a reacdo envolva catalise acida e que a espécie
monoanidnica é a espécie cineticamente ativa.>

Mais recentemente, Duarte e colaboradores® propuseram que a
hidrélise de espécies dianidnicas de monoésteres de fosfato com grupos
de saida alcdxidos pode ocorrer igualmente através: (i) de um mecanismo
associativo, em que o oxigénio fosforilico atua como ponte para a
transferéncia de um préton da agua nucleofilica ao grupo de saida, de
maneira similar ao proposto no Esquema 10, ou (ii) de um mecanismo
concertado, sem transferéncia de préton ao substrato. Isso mostra que,
ainda que os mecanismos do Esquema 16 sejam geralmente bem aceitos
para a descrigdo dos mecanismos de hidrélise de monoésteres na auséncia
de catalisadores, outras possibilidades mecanisticas podem ser plausiveis
dependendo das caracteristicas especificas dos substratos e das condic6es
experimentais. Por isso, e de maneira geral para toda a classe de ésteres
de fosfato, deve-se tomar cautela para propostas mecanisticas, que séo
tanto mais adequadas quanto melhor o suporte e a combinacdo de
resultados experimentais e tedricos.
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1.1.4 Catalise e efeitos supramoleculares na hidrdlise de ésteres de
fosfato

Conforme mencionado anteriormente, inimeros processos
bioldgicos sdo governados por reacGes de transferéncia do grupo fosforila
envolvendo mono- e diésteres de fosfato. Devido a estabilidade destes
compostos em meio aquoso, conforme descrito acima, as reagdes de
transferéncia de fosfato contam com o auxilio de enzimas altamente
eficientes. Dada a complexidade dos sistemas enzimaticos, inumeros
sistemas miméticos tém sido desenvolvidos ao longo das Ultimas décadas,
a fim de elucidar os diversos fatores que explicam a origem da catalise
enzimatica e 0s mecanismos das reacfes. Essa abordagem é fundamental
porque permite a projecdo de sistemas cataliticos artificiais com
aplicacdo, por exemplo, no desenvolvimento de farmacos, bem como para
a destruicdo de estoques de organofosforados neurotoxicos.

Diversos grupos de pesquisa tém dedicado atencdo ao estudo da
reatividade do imidazol, devido ao seu envolvimento em reacdes
enzimaticas de transferéncia do grupo fosfato na forma de residuo da
histidina. O imidazol livre possui um pKz"A de 7,0 em meio aquoso, sendo
o valor de 6,5 para o imidazol histidinico,*" o que significa que em valores
de pH perto da neutralidade ele esta presente tanto na forma protonada
guanto neutra, podendo atuar com catalisador através de diferentes
mecanismos, conforme mostra a Figura 12. Quando neutro, o imidazol
pode atuar como nucledfilo, atacando diretamente o atomo de fosforo ou,
alternativamente, pode atuar como base e assistir o ataque nucleofilico de
uma outra espécie. Ja a espécie protonada do imidazol pode atuar como
acido geral através da transferéncia de um proton ao substrato.

Figura 12 — Diferentes mecanismos de catalise promovida pelo imidazol.
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A titulo de exemplo, cita-se a Ribonuclease A (RNAse A), enzima
responsavel pela clivagem do 4cido ribonucléico (RNA) e que conta com
a atuacdo de dois imidazois dos residuos de histidina 12 e 119. O
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mecanismo de catalise &cida-basica geral é o mais bem aceito na
comunidade académica para a reacdo, Esquema 17, em que o imidazol da
His-12 atua como base, abstraindo um préton do grupo —OH nucleofilico
e, simultaneamente, o imidazo6lido da His-119 assiste a eliminacdo do
grupo de saida, levando a formacdo de um intermediario ciclico. A
hidrélise do intermediario ocorre sequencialmente e também conta com
catélise acida-basica geral, sendo que o imidazol da His-119 atua como
base, e 0 imidazélio da His-12, como &cido geral 5859

Esquema 17 — Mecanismo proposto para RNAse A58
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Diferentemente, propde-se que os imidazoéis histidinicos reagem
via mecanismo de catalise nucleofilica e acida-geral na familia de
enzimas fosfolipase D, conforme delineado no Esquema 18, em que o
imidazol neutro da His-297 ataca o fosforo, assistido por catalise basica
geral de um grupo aspartato, concomitantemente a catalise acida-geral
promovida pelo imidazélio da His-115. Em seguida, o intermediario de
histidina fosforilada é clivado via reagdo de hidrolise, assistida pelo
imidazol da His-115 e pelo 4cido aspartico.®°

Esquema 18 — Mecanismo de catalise promovida por imidazdis na familia de
enzimas fosfolipase D.*°
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Baseando-se na reatividade do imidazol em sistemas bioldgicos,
diversos autores investigaram o0s mecanismos e efeitos cataliticos
promovidos pelo imidazol em reacGes simples de transferéncia do grupo
fosfato. Por exemplo, Orth e colaboradores®-:6? investigaram a reacdo de
hidrélise do diéster bis(2-(1-metil-1H-imidazol-3-inio-2-il)fenil) fosfato
(BMIPP), Esquema 19, que possui dois anéis imidazois e um estrutura
flexivel que permite a rotacdo dos substituintes do diéster.

Esquema 19 — Mecanismos de decomposic¢do da espécie dipolar iénica do diéster
BMIPP 6162
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Os autores reportaram que a espécie mais reativa é a dipolar iénica,
em que ha um anel imidazol neutro e um protonado, e propde-se que a
reacdo ocorre por dois mecanismos paralelos cineticamente equivalentes:
caminho (i), de catalise acida-basica geral intramolecular em que o ataque
da &gua é assistido pelo imidazol neutro, e a eliminagéo do grupo de saida
é assistida pelo imidazélio, e caminho (ii), de catalise nucleofilica
intramolecular, combinada com catalise acida-geral intramolecular, em
gue o imidazol neutro ataca diretamente o fésforo, com a eliminacéo do
grupo de saida assistida pelo anel imidazdlio, levando a formacdo de um
intermediario ciclico que é rapidamente hidrolisado. Os caminhos
apresentados no Esquema 19 foram propostos com base em uma extensa
série de experimentos cinéticos, de caracterizacdo de produtos e calculos
computacionais. Em particular, destaca-se que o caminho (ii) €
confirmado pela detecgdo por espectrometria de massas de alta resolucéo
do intermediario INT. Ao comparar a constante de hidrdlise da espécie
dipolar iénica de BMIPP a 60°C aquela estimada para o anion do difenil
fosfato, isto é, o substrato estruturalmente semelhante sem 0s grupos
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imidazoéis, calcula-se um efeito catalitico de 108, evidenciado a eficiéncia
do mecanismo cooperativo dos imidazéis na decomposicéo do diéster.5:62

Posteriormente, Orth e colaboradores® reportaram as reacoes
intermoleculares do imidazol (IMZ) com uma série de ésteres de fosfato
derivados do 2,4-dinitrofenol em meio aquoso, a 25°C, conforme
exemplificado no Esquema 20 com o diéster etil 2,4-dinitrofenil fosfato
(EtDNPP) e o triéster dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP). Em
comparagdo com as reagdes de hidrélise esponténea dos substratos, as
reacGes com imidazol sdo até 7500 vezes mais rapidas, e em todos 0s
casos as reagles sdo de natureza nucleofilica, havendo a formacgdo de
diferentes fosforoamidatos. Ressalta-se que o0 acompanhamento das
cinéticas por RMN *H e 3P permitiu quantificar a formagdo e
decomposicdo dos intermediarios fosforoamidatos, constatando-se a
regeneracéo do catalisador nucleofilico de partida.3!

Esquema 20 — ReacgBes dos ésteres de fosfato EtDNPP e DEDNPP com
imidazol.*

Q
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EtDNPP: R;=H;R,=Et

No caso da reacao do imidazol com o substrato bis-2,4-dinitrofenil
fosfato (BDNPP), constatou-se que ocorrem duas rea¢fes consecutivas de
substituicdo, do primeiro e segundo equivalentes de 2,4-dinitrofenolato,
de maneira que uma série de intermediarios fosforoamidatos foram
detectados no processo global, Esquema 21. Nesse caso, 0s intermediarios
sdo hidrolisados e o produto final é o fosfato inorganico (P;).3!
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Esquema 21 — Decomposicdo de BDNPP por imidazol.®
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Considerando as diversas particularidades dos sistemas
enzimaticos, que englobam, por exemplo, efeitos hidrofobicos e
eletrostaticos, a reatividade do imidazol foi posteriormente avaliada pelo
LaCFl em sistemas microhetrogéneos, envolvendo sistemas micelares,
poliméricos e agregados supramoleculares de polimeros e surfactantes.
Nesse sentido, reportou-se a reacdo do DEDNPP com o nucleéfilo 3,5-
bis((1H-imidazol-1-il)metil)anilina (BIm) em meios micelares, Esquema
22. A reagdo foi acelerada em até 1700 vezes tanto por micelas catiénicas
de brometo de cetil trimetilamonio (CTAB) quanto por micelas anibnicas
de dodecil sulfato de sddio (SDS), e tal efeito foi explicado devido a
natureza hidrofébica e neutra de ambos DEDNPP e BIm.%3

Esquema 22 — Reacéo de DEDNPP com BIm nos meios micelares de CTAB e
SDS.%
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Giusti e colaboradores reportaram um polimero inédito obtido
funcionalizando o poli(acido acrilico) com 1(3-aminopropil)imidazol. O
polimero resultante (PAIM) contém os grupos funcionais 4&cido
carboxilico e imidazol em proporcdo aproximada de 1:1. O Esquema 23
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apresenta a estrutura do polimero e os seus equilibrios de dissocia¢éo
acida. Resultados de titulacdo potenciométrica permitiram determinar os
valores de pKa de 4,85 e 6,70 para o &cido carboxilico e para o imidazélio,
respectivamente, e resultados cinéticos mostraram que o PAIM é reativo
frente ao triéster DEDNPP, acelerando a sua hidrélise em até 107 vezes
quando o polimero se encontra negativamente carregado.®*

Esquema 23 — Polimero PAIM e seus equilibrios de dissociacéo acida.®
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A reatividade de PAIM frente a DEDNPP pode ser otimizada pela
agregacdo com o surfactante catidnico CTAB, conforme ilustra a Figura
13. Gerola e colaboradores®® mostraram que a adigdo de CTAB a solugdes
aquosas contendo PAIM leva a formacdo de diferentes agregados
supramoleculares, os quais criam cavidades hidrofébicas que favorecem
a aproximacdo entre o substrato DEDNPP e os grupos funcionais
carboxilato e imidazol. Ressalta-se que as concentra¢fes necessarias de
CTAB para a formagdo dos agregados sdo significativamente menores
gue a concentragdo micelar critica (cmc). Os incrementos nas constantes
de velocidade podem alcancar valores da ordem de 10° vezes, em
comparacdo com a hidrdlise espontanea do substrato, dependendo da
concentracdo de polimero e surfactante, e da distribuicdo de espécies do
polimero, sendo os maiores efeitos observados quando PAIM encontra-
se negativamente carregado.5®

Outra estratégia adotada para mimetizar a reatividade de sistemas
biolégicos e sintetizar sistemas artificiais com atividade catalitica
pronunciada reside na exploracdo da quimica supramolecular baseada na
formacdo de complexos héspede-hospedeiro.®®” Nesse sentido, diversos
macrociclos com grupos funcionais especificos ancorados ja foram
reportados, sendo que a associacao dos substratos permite a aproximacao
dos reagentes, levando aos aumentos de velocidade observados.
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Figura 13 — Bolsos hidrofébicos formados pela agregacdo entre PAIM e
mondmeros de CTAB favorecem a reagdo entre o substrato DEDNPP e 0s grupos
funcionais carboxilato e imidazol do polimero. Figura adaptada da referéncia 65.
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Um exemplo bastante pertinente foi reportado por Breslow e
colaboradores,%668-70 em que os autores investigaram a hidrélise do
substrato ciclico 4 do Esquema 24, derivado do 4-tert-butilcatecol, em
presenca de p-cliclodextrinas contendo dois substituintes imidazol
ancorados. Os perfis cinéticos obtidos foram tipicos de saturacdo,
indicando a ligacdo do substrato & cavidade do hospedeiro, e obteve-se
um perfil de pH de sino para a reagdo, indicando a atuacdo cooperativa
dos substituintes imidazol na reacdo. Os autores propuseram um
mecanismo de catalise acida-basica geral, tal proposto para 0 mecanismo
da RNAse A. O mecanismo bifuncional também foi evidenciado através
da avaliacdo do efeito do nimero de mon6émeros do macrociclo e nas
posicdes relativas entre 0s grupos imidazdis: o macrociclo com menor
nimero de unidades e com o0s grupos imidaz6is mais proximos entre si
levou ao melhor efeito catalitico. Além disso, os autores destacam a
seletividade do catalisador supramolecular, que leva a formacéo de 5 com
seletividade de 99:1 em relagdo a 6 (Esquema 24), ao passo que a hidrdlise
basica de 4 resulta na formacdo de quantidades equivalentes dos
isdmeros.
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Esquema 24 — Hidrdlise de diéster de fosfato catalisada por g-ciclodextrinas
funcionalizadas com imidazol.%
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Outros tipos de macrociclo ja foram avaliados como catalisadores
para reacGes de hidrdlise de ésteres de fosfato. Destacam-se aqui dois
tipos: os calixarenos e os pilararenos. Os calixarenos sdo macrociclos
formados pela repeti¢do de unidades fenolicas conectadas por pontes de
metileno, geralmente possuindo substituintes em posi¢do para ao grupo
hidréxido. A Figura 14 apresenta a estrutura genérica do mondmero de
um calixareno, juntamente com exemplos de estruturas macrociclicas
formadas com 4 e 6 unidades. Ressalta-se que é possivel funcionalizar os
grupos hidréxidos no anel inferior do calixareno, por exemplo, com
grupos alquilas.

Figura 14 — Estrutura geral de um calixareno (a esquerda), e representacdes
genéricas de calixarenos com 4 e 6 unidades.
R
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Devido as pontes de metileno flexiveis, os calixarenos podem
adquirir diversas conformac@es em solu¢do, conforme mostra a Figura 15
para um calix[4]areno, sendo a conformacéo cone preferida para o
calix[4]areno em solucdo aquosa quando ndo-substituido no anel inferior.
Isso ocorre devido a ionizacdo do primeiro grupo —OH, havendo a geracdo
de uma carga negativa que pode ser estabilizada por ligaches
intermoleculares de hidrogénio com os grupos —OH vizinhos, fixando o
calixareno nessa conformacéo.
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Figura 15 — Conformagdes possiveis para calix[4]arenos em meio aquoso.
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Ja os pilararenos constituem uma classe de macrociclos mais
recente, cuja sintese foi reportada pela primeira vez em 2008 por Ogoshi
e colaboradores.”t Sdo formados pela repeticdo de unidades de
hidroquinona conectadas por pontes de metileno nas posicdes 2 e 5,
Figura 16, sendo que diferentes estruturas podem ser obtidas quando os
grupos —OH encontram-se funcionalizados. A principal diferenca entre 0s
pilararenos e os calixarenos € a maior simetria dos pilararenos, levando a
formagdo de uma estrutura com forma de “pilar”, mais rigida, ao passo
que os calixarenos possuem estrutura em forma de “calice” (quando na
conformagdo cone), mais flexivel. A maior rigidez da estrutura dos
pilararenos é interessante do ponto de vista da complexagéo de moléculas
hospede com maiores constantes de associacdo e maior seletividade.

Figura 16 — A esquerda, unidade genérica de um pilarareno, e exemplos de
estruturas formadas por cinco unidades.

HO
OH HO HO

O y
(36
OH

Pilar[5]areno

Recentemente, Liz e colaboradores’ reportaram a catalise
promovida pelo P5A (estrutura mostrada na Figura 16) na hidrélise do
monoéster 2,4-dinitrofenil fosfato (DNPP), Esquema 25. Experimentos
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de RMN confirmam a inclusdo do substrato na cavidade do pilarareno
através do anel aromatico, permanecendo o grupo fosfato voltado para o
exterior, portanto, com as cargas negativas do substrato em contato com
as cargas positivas dos grupos trimetilaménio. O efeito catalitico obtido
foi de ~10 vezes para a espécie dianinica do substrato, constituindo a
primeira publicacdo acerca da utilizagdo dos pilararenos como novos
catalisadores para a hidrélise de ésteres de fosfato.

Esquema 25 — Reagdo de hidrdlise do dianion do monoéster DNPP em presenca
de P5A.™
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E interessante ressaltar que a formacdo de complexos do tipo
hospede-hospedeiro mimetiza outros aspectos relevantes de sistemas
enzimaticos, a saber, as diferentes forcas intermoleculares responsaveis
pela ligacdo de substratos a sitios ativos, e mudancas de pKa devido ao
ambiente diferenciado ao qual o substrato é exposto no sitio ativo.” Como
exemplo, cita-se o estudo de Bakirci e colaboradores’, que investigaram
as mudancgas de pKa dos equilibrios de protonacdo de uma série de
compostos azo induzidas pela associagdo ao p-sulfonatocalix[4]areno
(SC4), Figura 17. Assim, a presenca das cargas negativas dos grupos
sulfonato favorece a formagao das espécies positivamente carregadas dos
compostos azo, de maneira que os valores de pK, das sondas sao
aproximadamente 2 unidades maiores quando associados aos calixareno.
Os autores comparam as mudancas de pKa com outros sistemas
reportados na literatura, esclarecendo uma tendéncia geral de que as
interacdes ion-ion entre a sonda e o receptor estdo entre as mais fortes e,
portanto, s&o as mais provaveis de induzir mudancas significativas de pKa
em moléculas orgénicas. Diferentemente, a associa¢do de sondas somente
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por componentes hidrofébicas, por exemplo, pode promover
deslocamentos negativos de pKa, ja que ambientes hidrofébicos em geral
desfavorecem a formagcao de espécies idnicas. Ja interacdes do tipo ion-
dipolo devem em geral influenciar os equilibrios de protonacdo de
maneira intermediaria.’™

Figura 17 — O composto 7 é um representante dos compostos azo cujos equilibrios
de protonagdo foram investigados por Bakirci em presenca de SC4. A estrutura
SC4:7H" representa a estrutura do complexo hospede:hospedeiro entre SC4 e a
espécie protonada de 7.7
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Os exemplos apresentados acima ilustram uma série de aspectos
relevantes para o desenvolvimento de sistemas artificiais que mimetizem
aspectos importantes de sistemas enzimaticos, incluindo reacfes de
transferéncia do grupo fosforila. Por exemplo, o emprego de surfactantes,
puros ou em conjunto com polimeros, mostra claramente que
microambientes de carater organico sdo propicios para o alojamento de
substratos de arquitetura molecular hidrofébica. De maneira semelhante,
efeitos eletrostaticos podem contribuir sobremaneira para aumentar
guantitativamente a associagdo de moléculas orgénicas a tais
microambientes, sejam eles  microdominios de  agregados
supramoleculares ou cavidades de macrociclos hospedeiros. Além da
reatividade, equilibrios de protonagdo também podem ser influenciados
significativamente por interagdes intermoleculares em agregados e
complexos supramoleculares.

Nesse sentido, inspirando-se em sistemas bioldgicos, a quimica
supramolecular constitui um campo fértil para a exploragdo de uma
grande variedade de interacdes intermoleculares na formacdo de
complexos entre uma grande variedade de substratos e macrociclos
disponiveis. N&o por acaso, o desenvolvimento de novos sistemas
artificias para a mimetizacdo das particularidades dos sistemas
enzimaticos continua sendo foco de estudo de muitos grupos de pesquisa,
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com avangos cada vez mais importantes em aspectos como os efeitos
cataliticos e os de seletividade.

1.2 FQTOFiSICA E FOTOQUiMICA DE MOLECULAS
ORGANICAS EM SOLUCAO

Uma molécula orgénica pode possuir diferentes configuragfes
eletronicas, que sdo distribuicdes especificas dos seus elétrons nos
orbitais moleculares disponiveis. Quando a ocupacdo dos orbitais é tal
que leva a configuracdo de menor energia, diz-se que a molécula esta no
estado fundamental. O ganho de energia por um elétron, que pode ocorrer
através de diversos processos, termicos ou por absor¢do de luz, pode levé-
lo a ocupar orbitais de maior energia e as configuracdes eletronicas nesses
casos geram os chamados estados eletronicamente excitados. Um estado
singlete (spins antiparalelos, 1]) € representado por Sp, n > 0, onde o
subscrito 0 designa o estado fundamental, e valores de n = 1, 2, ...
designam estados excitados de energia gradualmente maior, sendo o
estado excitado singlete de menor energia representado por S1. Um estado
triplete (spins paralelos, 11) é representado por Tn, n > 1, onde n
representa o nivel de energia, e 0 estado excitado triplete de menor energia
é representado por T;.7>76

O fornecimento de energia para a promogao de um elétron a um
estado excitado pode ocorrer de diversas formas, por exemplo, através da
absorcdo de fdtons. Quando uma molécula orgéanica eletronicamente
excitada retorna ao estado fundamental pela emisséo de luz, fala-se em
um processo fotofisico, caracterizado por manter a identidade da
molécula, ou seja, 0 nimero e tipo de 4&tomos e a conectividade entre eles.
Ainda, é possivel que a desativacdo de um estado eletronicamente
excitado ocorra sem a emissdo dos fétons absorvidos, embora na pratica
tais processos também sejam incluidos na definicdo de fotofisica, ja que
ndo h4 alteracéo da constituicdo quimica da molécula. Assim, os diversos
processo fotofisicos que podem ocorrer quando uma molécula organica
em solucdo absorve radiacdo em comprimento de onda especifico podem
ser representados esquematicamente através do diagrama de Jablonski,
Figura 18.776
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Figura 18 — Diagrama de Jablonski, representando 0s principais processos
fotofisicos que podem ocorrer com uma molécula organica em solugéo.
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Na Figura 18, uma molécula no estado fundamental Sp pode
absorver luz e adquirir energia suficiente para ser promovida a um estado
eletronicamente excitado singlete S, (n = 1, 2, ..), mantendo-se a
multiplicidade de spin, sendo que em cada estado singlete ha diversos
niveis vibracionais v. Os choques sofridos por uma molécula excitada
levam a uma perda de energia (relaxacdo), de modo que a molécula decai
para niveis vibracionais de menor energia dentro de um dado estado
singlete, e transitam de um estado singlete superior para um inferior até
alcancar o menor nivel vibracional em S;. Entéo, a molécula pode voltar
ao estado fundamental Sy através da emissao de luz, processo denominado
fluorescéncia, ou através de um processo térmico ndo-radiativo,
denominado conversdo interna, ambos seguidos de relaxamento
vibracional.”"®

Ainda, é possivel que a sonda excitada apresente alteracdo da sua
multiplicidade de spin, passando a um estado triplete por um processo
denominado cruzamento inter-sistemas (Figura 18). Novamente, a
relaxacdo conduz a sonda a niveis vibracionais de menor energia até que
alcance o estado triplete de menor energia, podendo a partir dai retornar
ao estado fundamental So com emissdo de luz, processo denominado
fosforescéncia, ou por processo térmico nao-radiativo (também referido
como cruzamento inter-sistemas), ambos seguidos de relaxamento
vibracional. J& que a transicdo de So « Ti é proibida por spin, tais
processos sdao mais lentos em relacdo aqueles da transigdo So «— Si.
Ressalta-se que é possivel que o primeiro estado tripleto seja alcancado a
partir de absorcéo de luz em Sp (processo omitido no diagrama da Figura
8).7576
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O diagrama de Jablonski é um diagrama de estado de energia, ou
seja, uma representacdo grafica dos niveis relativos de energia dos estados
fundamental e excitados, e das transicdes possiveis entre tais estados.
Note que, embora o eixo y represente a energia relativa, o eixo x de um
diagrama de estado de energia ndo possui significado fisico.
Considerando uma molécula organica, é interessante notar que 0s
numeros e tipos de atomos, bem como a conectividade entre eles, sdo os
mesmos nos diferentes niveis de energia, diferindo apenas na
configuracgdo eletrénica e na configuracdo de spin. Portanto, os estados
excitados Sy e Tn sdo isdmeros de So e isdbmeros entre si: isdbmeros
eletrbnicos possuem o mesmo ndmero de elétrons ocupando orbitais
diferentes, e isdmeros de spin possuem elétrons em mesmos orbitais, mas
com orientac0es de spin diferentes.’®

Ressalta-se que a observacdo experimental do retorno ao estado
fundamental a partir de estados singlete ou triplete de ordens superiores a
S1 ou Ty séo extremamente incomuns, ja que 0s processos de desativacdo
de tais estado até S; ou T1 sdo mais rapidos em comparacdo aos demais
processos ilustrados na Figura 18 (Regra de Kasha). Por isso, 0s processos
observados experimentalmente de desativacdo de uma sonda excitada,
por processos radiativos ou ndo, correspondem a transi¢fes So < Si ou
So < T1. Assim, considerando os processos de absor¢do e emisséo de luz
em particular, uma molécula pode alcangar niveis de energia superiores
de acordo com o comprimento de onda da radiacdo absorvida,
apresentando mais de uma banda de absor¢do, mas observa-se em geral
somente uma banda de emissdo de fluorescéncia (So < S1) € uma banda
de emissdo de fosforescéncia (So «— Ti), ambas com valores de Amax
superiores ao(s) Amax de excita¢do. O deslocamento dos valores de Amax de
fluorescéncia e fosforescéncia para maiores comprimentos de onda em
relagdo ao Amax de excitacdo é denominado deslocamento de Stokes, e a
sua ocorréncia deve-se a perda de energia que 0corre nos processos, sendo
gue quanto maior o deslocamento de Stokes, maior serd a perda de
energia. E interessante notar que, uma vez que os processos radiativos de
desativacéo de uma sonda excitada ocorrem a partir de S; e T1, as bandas
de emissdo de fluorescéncia e fosforescéncia sdo independentes do
comprimento de onda de excitagdo da amostra, e no caso do fenémeno da
fluorescéncia, 0s espectros de excitacdo e emissdo sdo em geral
simétricos, ja que se referem a mesma transicéo eletronica.”’®

Os processos referidos acima e representados no diagrama de
Jablonski correspondem a processos fisicos, ou seja, ndo alteram o
nlmero, tipo e conectividade dos &tomos. No entanto, moléculas
organicas podem reagir quando eletronicamente excitadas, levando a
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formacdo de moléculas diferentes e caracterizando processos
fotoquimicos. A Figura 19 apresenta os trés caminhos reacionais que
podem ser observados na conversdo de um reagente eletronicamente
excitado a um produto, denominados processos fotoquimicos primarios.

Figura 19 — Processos fotoquimicos primarios.
(i)

| |

(iii)
R + hv » *R » F » P

L0 e ]

Na Figura 19, a absorcéo de luz por uma molécula organica R a
leva ao estado excitado (*R), que pode retornar ao estado fundamental
por processos fotofisicos (omitidos na Figura 19), ou que pode sofrer uma
transformacdo quimica. Em (i), *R é convertido ao produto P passando
por um intermediario reativo I, ndo excitado, cuja estrutura é em geral de
natureza radicalar ou ibnica, ao passo que em (ii), a reacdo leva a
formagco de estruturas eletronicamente excitadas, um intermediério *I ou
um produto *P, sequencialmente desativados ao estado fundamental. Ja o
caminho (iii) representa um processo onde *R é convertido ao produto
através de um “funil”, representado por F no esquema, que corresponde a
uma intersecdo conica das superficies de energia potencial do estado
excitado e do estado fundamental e que serd discutida posteriormente.
Ressalta-se que o caminho (i) € o processo fotoquimico primario mais
observado em reacdes fotoquimicas de moléculas organicas, e geralmente
0 intermediario é um par radicalar (RP), um biradical (BR) ou uma
espécie dipolar idnica (Z), equanto que o caminho (ii) é raramente
observado.”® Exemplos especificos de reacdes fotoguimicas serdo
apresentados na secdo seguinte, em que serdo apresentados processos
fotoquimicos de ésteres de fosfato. Nesse momento, apresentar-se-4
somente o formalismo da fotoquimica organica mecanistica necessario
para o entendimento dos processos fotoquimicos possiveis para uma
molécula orgénica em solucéo.

Considerando o processo fotoquimico primario *R — I — P, um
diagrama de estado de energia mais completo e que inclui as diferentes
possibilidades de processos fotofisicos e fotoquimicos que podem ocorrer
com uma molécula orgénica a partir da absor¢éo de luz é representado na
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Figura 20.7% Foram considerados na Figura 20 somente o0s niveis
vibracionais de menor energia dos estados singlete e triplete.

Figura 20 — Diagrama de estado de energia genérico que considera processos
fotofisicos e fotoquimicos para uma molécula organica em solugéo.
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Na Figura 20, tem-se que:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

a absorc¢do de luz por uma sonda no estado fundamental em
(1) a leva ao primeiro estado singlete, sendo os fen6menos
de fluorescéncia (S1 — So + hv) e conversdo interna (S; —
So + calor) permitidos por spin e governados por constantes
de velocidade de primeira ordem k e kic, respectivamente;
a absorc¢do de luz pela sonda em (2) a leva ao primeiro estado
excitado triplete, sendo 0s processos de desativacdo ao
estado fundamental por fosforescéncia (T1 — So + hv) e
conversao inter-sistema (T1 — So + calor) proibidos por spin
e governados pelas constantes de velocidade de primeira
ordem kp e Krs, respectivamente;

a conversao inter-sistema entre Sy e Ty (S1 — Ty + calor) é
proibida por spin e descrita pela constante de velocidade de
primeira ordem ksr;

uma reacdo de *R em S; levando a formacdo de um
intermediario reativo 'l é governada por uma constante de
velocidade kgS, e uma reacdo de R* em T; levando a
formacdo do intermediario reativo 3I, por kr". Tais reacoes
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sdo denominadas reacdes fotoquimicas primarias. As
reacOes que levam I e 3l aos produtos ocorrem no estado
fundamental e sdo denominadas reagBGes secundarias
térmicas.

Dois conceitos empregados rotineiramente em fotoquimica séo o
tempo de vida de um estado excitado (1) e o rendimento quantico de
fluorescéncia (®). O rendimento quéntico de fluorescéncia corresponde a
raz&o entre o nimero de fotons emitidos e o numero de fotons absorbidos
e, portanto, corresponde a um valor entre zero e a unidade que pode ser
calculado através da razdo entre a constante de velocidade de
fluorescéncia e a soma das constantes de velocidade de todos os processos
de desativagdo do primeiro estado singleto, ou seja, ® = ke/(kr + kic +
kst), onde os termos possuem 0s mesmos significados anteriores. Um
rendimento quéntico alto implica a desativacdo de S; majoritariamente
por um processo radiativo, ao passo que valores pequenos de ® indicam
maior perda de energia e maior deslocamento de Stokes. O tempo de vida,
por sua vez, corresponde ao tempo médio que uma molécula permanece
no estado excitado antes de decair ao estado fundamental e é dado por 1
= 1/(kr + kic + ksT) ou por t = 1/(kr + Kst), para espécies em Sz e Ty,
respectivamente, onde 0s termos possuem 0s mesmos significados
anteriores.”

O diagrama de estado de energia da Figura 20 representa um
paradigma fundamental da fotoquimica molecular moderna, apresentando
de forma sistematica todas as possibilidades de processos fotofisicos e
fotoquimicos que podem ocorrer com uma molécula organica e que
conectam So, S1 e Ty, juntamente com uma descricdo qualitativa dos
niveis de energia relativos entre tais estados. A observagao de um ou mais
fendbmenos fotofisicos e/ou fotoquimicos depende das constantes de
velocidade de cada processo, pois 0s processos descritos pelo diagrama
sdo competitivos. Por exemplo, uma molécula em S; eficientemente
desativada por fluorescéncia apresenta baixa probabilidade de reagir
fotoquimicamente, mesmo que existam caminhos reacionais possiveis de
acordo com a sua estrutura e as condi¢des experimentais. Diferentemente,
se a transicdo de uma molécula em S; para So ou T: € lenta, a
probabilidade de se observar uma reacdo fotoquimica pode ser maior.
Naturalmente, um conhecimento da estrutura das moléculas organicas
envolvidas e das possibilidades dos processos fotofisicos e fotoquimicos
em diferentes condi¢bes experimentais permite ao experimentalista
investigar e modular os fenémenos competitivos da Figura 20.76

Conforme mencionado anteriormente, as reacdes que conduzem 0s
intermediarios reativos !l e 3l aos produtos ocorrem no estado
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fundamental, ndo constituindo processos fotoquimicos e, por isso, nao sao
incluidas no diagrama de estado de energia. Assim, uma abordagem
qualitativa simplificada para a compreensdo global de uma reagédo
fotoquimica R + hv — P e que inclui as etapas no estado fundamental é
baseada em superficies de energia potencial nos estados fundamental e
excitado, mais especificamente, em coordenadas de reacdo, isto &, os
caminhos de reacdo de menor energia nas superficies.”® A Figura 21
exemplifica duas coordenadas de reacdo: a curva inferior representa as
transformacOes possiveis de um reagente R no estado fundamental, ao
passo que a curva superior representa 0s processos correspondentes no
estado excitado. Neste exemplo, as duas curvas referem-se a estados
singlete.

Figura 21 — Coordenadas de reacdo de um estado singlete nos estados
fundamental e excitado.

Considerando um reagente R no estado fundamental, a absorcéo e
emissdo de luz pode ocorrer, caracterizando um processo fotofisico, ja
gue R e *R apresentam geometrias nucleares similares (posicdes
préximas no eixo x), diferentemente do que ocorre com o deslocamento
gradual no sentido da direita ao longo das curvas de energia potencial, 0
que representa uma alteracdo na geometria nuclear e, portanto, uma
transformacédo quimica. A representacdo do processo fotofisico da Figura
21 esta de acordo com o principio de Franck-Condon, de que absorcéo e
emissao de luz ocorrem em pontos onde ambas as superficies de energia
dos estados fundamental e excitado sdo préximas de minimos. *R pode
adquirir energia suficiente para ultrapassar pequenas barreiras e alcancar
posicBes de menor energia, como a regido 1 da Figura 21. Eventualmente,
as curvas de energia potencial dos estados fundamental e excitado podem
ser préximas em energia em determinados pontos, particularmente em
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regides de minimo da curva do estado excitado e pontos maximo da curva
do estado fundamental, representando pontos de geometria nuclear
semelhante. Nesse caso, *R em 1 pode “saltar” para a curva de energia
potencial do estado fundamental com a liberagdo de calor, 0 que constitui
uma conversao interna. A regido 1 na curva de energia potencial do estado
excitado é chamada de funil ou intersecdo conica, e permite uma transicdo
muito rpida para a curva do estado fundamental, sendo tanto mais
eficiente quanto maior a proximidade das curvas. Apos o “salto”, caso R
desloque-se do maximo para a esquerda, retornard ao estado inicial, ao
passo que o deslocamento para a direita conduzird a formacdo de um
intermediario no estado fundamental. Eventualmente, o intermediario
alcangard energia suficiente para superar a barreira 5 e formard P no
estado fundamental.”

A Figura 21 mostra ainda outras possibilidades, ainda que
raramente observadas. Por exemplo, *R na regido 1 pode adquirir energia
suficiente para formar um intermedidrio excitado *I em 2,
sequencialmente convertido ao produto excitado *P em 3, o qual decai a0
estado fundamental. Ressalta-se que um eventual “salto” da regido 2 para
0 méaximo em 5 na curva do estado fundamental deve ser menos eficiente
em comparagdo ao descrito para a regido 1, pois a diferenca de energia
entre as curvas de energia potencial é maior. O fendmeno de conversdo
observado em 1 é referido como cruzamento fracamente evitado,
conforme representam as linhas pontilhadas, e uma mudanga de uma
molécula da curva do estado excito aquela do estado fundamental é mais
provavel, ao passo que em 2 tem-se um cruzamento fortemente evitado,
representado pelas linhas pontilhadas, que indicam uma regido onde as
curvas de energia potencial se repelem mutuamente, resultando em uma
diferenca de energia consideravel e tornando a passagem de 2 para 5
pouco provavel.”

Reacdes fotoquimicas podem ser estudadas de diversas maneiras,
por exemplo, através da realizacao das reacdes em reatores fotoquimicos,
e acompanhamento da formacdo de intermediarios e produtos por
métodos espectroscopicos. Tipicamente, uma amostra contendo o
substrato em solugdo é submetida a irradiagéo e aliquotas séo retiradas
em intervalos de tempo regulares, sendo os intermediarios e produtos
identificados e quantificados, por exemplo, por cromatografia a gas
acoplada a espectrometria de massas (CG/MS).

Outra técnica utilizada para a investigacao de reacfes fotoquimica
¢ a fotdlise por pulso de laser. Diferentemente do que ocorre no
experimento descrito anteriormente, em que toda a amostra é irradiada
com luz, nessa técnica um pulso de laser de pequena duragdo e com
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comprimento de onda definido é tipicamente incidido em uma parte da
amostra (em uma cubeta de quartzo), resultando na rapida promogéo de
uma populacdo do analito ao estado excitado. Em dirego perpendicular
a direcdo do feixe do laser, uma lampada pulsada de UV/Vis registra
variagBes de absorbancia em um comprimento de onda selecionado,
permitindo acompanhar assim a variagcdo da concentracdo de espécies
transientes. Assim, a fot6lise por pulso de laser é extremamente vantajosa
na investigacdo mecanistica de reacdes fotoquimicas, porque permite
obter constantes de velocidade de formacdo e/ou consumo de espécies
transientes de forma direta.”> "8

1.2.1 Fotoquimica de ésteres de fosfato

Em paralelo aos estudos mecanisticos das reagfes de substitui¢do
nucleofilica em ésteres de fosfato no estado fundamental, uma série de
estudos foi reportada a partir da década de 1950 com foco em reagdes
fotoquimicas de ésteres de fosfato e outros organofosforados. No entanto,
0 padrdo de reatividade de ésteres de fosfatos eletronicamente excitados
com substituintes arilicos difere consideravelmente em relacdo ao
observado em reacdes térmicas, ja que a absorcdo da radiacdo ocorre por
grupos aromaticos em posicao alfa ao grupo fosfato, de modo que o
fosfato em muitos casos atua como nucledfugo e ndo como o centro
reacional propriamente.”

O interesse inicial na investigacdo da fotoquimica de ésteres de
fosfato esteve intrinsecamente relacionado a aplicagdes bioldgicas,
visando, por exemplo, o estudo de processos bioquimicos de
oligonucleotideos in vitro. Para esse tipo de estudo, faz-se necessario a
insercdo dos substratos com o grupo fosfato protegido em um meio
bioldgico. Utilizando uma fonte que realize um disparo de luz com tempo
de pulso curto, e utilizando grupos protetores com caracteristicas
especificas, € possivel excitar o grupo protetor rapidamente e promover a
quebra da ligacdo com o grupo fosfato de maneira rapida, de modo que
haja a liberacdo instantanea do oligonucleotidio na amostra, conforme
exemplifica o Esquema 26. Apo6s, 0s processos bioquimicos de interesse
devem acontecer numa escala de tempo maior. N&o por acaso, o estudo
de grupos protetores para biomoléculas se expandiu grandemente,
visando a obtencdo de grupos com caracteristicas 6timas, por exemplo,
gue possuam uma ligacdo com o grupo fosfato facilmente rompida no
excitado excitado e que ndo apresentem atividade bioldgica, sendo inertes
ao processo bioquimico estudado.”®80
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Esquema 26 — Reacdo de desprotecdo fotoquimica do ATP.%
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Os primeiros estudos de desprotecdo fotoquimica de compostos
fosfatados envolveram protetores benzilicos (porque estes ja eram
utilizados anteriormente, mas removidos através de outros processos),
sendo os estudos estendidos para substituintes fenilicos.”®828 Entre as
primeiras publicacbes com foco na reatividade de ésteres de fosfato
benzilicos e fenilicos no estado excitado, destacam-se os trabalhos de
Arris e colaboradores® e de Havinga e colaboradores®®. Arris investigou
a liberacdo induzida pela luz de grupos benzilicos a partir de dibenzil
fosfato e tetrabenzil fosfato, Esquema 27, mostrando que os substratos
eram convertidos a fosfato inorganico ou pirofosfato a partir de processos
sequenciais de liberacdo de grupos benzilicos em solucBes etanélicas
irradiadas com luz.8*

Esquema 27 — Fotolise do dibenzil fosfato.
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Os trabalhos liderados por Havinga iniciaram a partir da
observacdo casual de que monoésteres de fosfato fendlicos eram
degradados aos fendis correspondentes em solugBes expostas a luz
ambiente.®® Os autores reportaram que as reacdes de hidrélise dos
monoésteres 0-, m- e p-nitrofenil fosfatos eram aceleradas pela exposicéo
a radiacdo ultravioleta e visivel, levando a formagéo de fosfato inorganico
e do nitrofenol correspondente, sendo a reatividade do isbmero meta
maior.85-8" Estudos complementares com &gua marcada (H2'®0)
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mostraram que a degradacdo do m-nitrofenil fosfato ocorre através de
uma reacdo de fotossolvdlise na faixa de pH 3-12, com ataque
nucleofilico da dgua no substrato excitado, ao passo que uma reagdo de
substituicdo nucleofilica aromatica fotoinduzida (SnAr*) ocorre na faixa
de pH 12-14, havendo o ataque nucleofilico do hidréxido no carbono
aromatico ipso de *R, Esquema 28.28 Em meio metandlico, observa-se
ataque nucleofilico no fosforo. Atribuiu-se a reatividade dos substratos ao
primeiro estado excitado singlete, baseando-se no efeito pequeno
observado na supressdo da fotossolvdlise do m-nitrofenil fosfato pela
presenca de fons cloreto ou brometo.8> Os autores relatam ainda que a
dependéncia da velocidade de formacdo dos produtos em relagdo a
temperatura é levemente negativa e praticamente negligenciavel.®

Esquema 28 — Fotélise do m-nitrofenil fosfato em meio aquoso.™
(0] 18
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E interessante observar que Havinga e colaboradores reportaram
maior reatividade do isbmero meta na fotolise da série de monoésteres
com substituintes o-, m-, e p-nitrofenil. Tal resultado é contrario ao
observado em reacgdes solvoliticas no estado fundamental, onde os efeitos
mesoméricos e de ressonancia de substituintes em posicdes orto e para é
mais pronunciado em comparagdo aos mesmos substituintes em posi¢do
meta.”® Assim, Havinga e colaboradores reportaram um dos primeiros
exemplos do que foi posteriormente denominado por Zimmermann de
efeito meta,? isto €, a inversdo do efeito de substituintes em reagdes de
solvdlise no estado excitado em relacdo ao efeito promovido nas reacoes
correspondentes no estado fundamental. O efeito meta foi extensivamente
estudado por Zimmermann e colaboradores, que realizaram estudos
experimentais e tedricos de reagfes fotoquimicas com outros grupos
funcionais, por exemplo, éteres e acetatos,*-% relacionando a reatividade
fotoquimica observada & estrutura eletronica do estado excitado, e
mostrando que tal efeito é de fato observado em uma variedade de reagdes
fotoquimicas.8%%°

Outros exemplos de estudos realizados sobre a reatividade
fotoquimica de ésteres de fosfato vém do grupo de Givens, que
reportaram, por exemplo, uma abordagem classica de fisico-quimica
organica no estudo do mecanismo de fragmentacéo de ésteres de fosfato
dietil benzilicos no estado excitado, Esquema 29.%3°° Ao irradiar os
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substratos de a-g em t-butanol com luz de 254 nm, foram obtidos como
produtos majoritarios os éteres t-butil-benzilicos substituidos, e a
utilizacdo de outros solventes, por exemplo, outros alcoois, acetonitrila
Umida e benzeno, levou a formacao dos produtos correspondentes, isto é,
também se observou o comportamento do grupo fosfato como
nucleéfugo, havendo a sua substituicdo pelo solvente.

Esquema 29 — Fotolise de fosfatos dietil benzilicos.%*%
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A natureza do processo fotoquimico primario foi avaliada através
da irradiacéo do dietil benzil fosfato marcado isotopicamente com 80 em
n-butanol até 77% de conversao do substrato, e posterior recuperacéo e
andlise isotopica do substrato remanescente, Esquema 30. A presenga de
80 nos grupamentos benziloxido e fosforilico em proporcdes
equivalentes sugere a formacdo de um par i6nico a partir do substrato
eletronicamente excitado, observando-se a interconversdo dos referidos
oxigénios no anion do dietil fosfato. Tal proposta & sustentada
indiretamente ao se observar que o éter resultante da irradiacdo do S(-)-
dietil 1-feniletil fosfato em n-butanol retém a configuracdo do centro
quiral com 5% ee, Esquema 31.9%4

Esquema 30 — Marcacéo isotépica na fotdlise do dietil benzil fosfato.%%
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Esquema 31 — Fotdlise do S(-)-dietil 1-feniletil fosfato.%*%
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O processo observado é atribuido a espécie excitada no estado
singleto, j& que ndo se observa supressdo da reatividade do substrato (a)
(Esquema 29) por trans-piperileno. Ainda, a sensitizagdo dos substratos
(@), (d) e (9) (Esquema 29) por acetona leva a formagdo dos mesmos
produtos com eficiéncias quéanticas substancialmente menores, indicando
uma reatividade modesta do estado excitado tripleto.**

Através de um tratamento matematico que considerou os diversos
processos fotofisicos e fotoquimicos primarios e secundarios, conforme
descrito na secdo anterior, 0os autores obtiveram as constantes de
velocidade de formacéao do par ibnico para os substratos do Esquema 29,
e o efeito do substituinte na reagdo foi investigado através de uma
correlagdo de Hammett, utilizando as constantes de velocidade obtidas e
0 pardmetro ¢ para os substituintes no estado fundamental. A exce¢do do
substrato (e) (m-Me), obteve-se uma relagdo linear com um valor de p de
—0,90, indicativo de formacdo de um centro deficiente de elétrons no
processo de fragmentagdo para formagdo do par idnico. Um valor de p
similar (-0,86) é obtido ao relacionar os rendimentos de formacdo do
produto de substituicdo aos pardmetros c. No entanto, os autores
ressaltam que outras interpretagdes mecanisticas sdo possiveis, por
exemplo, a formacdo de um par radicalar através de uma quebra
homolitica da ligagdo C-O seguida de uma transferéncia de elétrons.%

Para testar essa hipdtese, Givens e Singh® irradiaram os substratos
8 do Esquema 32 em metanol aquoso e avaliaram a formacdo dos
produtos. A formacao de um anel de cinco membros é esperada no caso
de quebra homolitica da ligagdo C-O, ao passo que um anel de seis
membros deve ser obtido no caso de formagéo de um carbocation por um
processo heterolitico. A distribuicdo dos produtos com X = H, conforme
mostra 0 Esquema 32, ¢ tal que o produto de substituicdo é majoritario e
0 produto com anel de seis membros é predominante em relacdo ao
produto obtido por via radicalar, 0 que sugere que os substratos dietil
benzilicos investigados sdo clivados heteroliticamente para formacéo de
um par iénico constituido de um cation benzilico e um anion de fosfato,
ou que haja uma transferéncia de elétrons muito rdpida para a
transformacédo de um par radicalar em um par idnico. No caso de X = CFs,
0 produto majoritario também é o de substituicdo, porém a sua proporcéo
diminui em comparacdo a X = H concomitantemente ao aumento da
guantidade do produto de eliminacéo, indicando que o substituinte exerce
um efeito desestabilizante no centro carbocatidnico, tornando-o mais
reativo e, portanto, menos seletivo. A formacao predominante do produto
de eliminacdo é observada ao se irradiar o substrato com X = H em
benzeno, o que é consistente com a baixa nucleofilicidade deste.*®
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Esquema 32 — Fotdlise de triésteres de fosfato contendo um grupo 5-hexenil . "%

OMe
EtO
EtO—
—>
MeOH aq. + outros

R= a.H 67% 6% 10% 2%
b. CF3 53% 17% 6% 1%
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w34

Assim, os autores propdem que o estado singleto dos substratos
dietil benzilicos em meio alcodlico sdo clivados mais provavelmente de
forma heterolitica, e a reagdo de substituicdo ocorre através do ataque
nucleofilico do solvente no carbocétion benzilico. A clivagem homolitica
do estado excitado singlete deve ser minoritaria ou, caso ocorra, uma
rapida transferéncia de elétron conduz & formacdo de um par idnico.
Evidéncia indireta de formac&o radicalar é observada pela formagdo dos
produtos derivados do 1,2-difenil etano (Esquema 29), a qual ndo é
influenciada significativamente pela natureza dos substituintes.®+%

Além dos exemplos mostrados acima, muitos trabalhos foram
desenvolvidos ao longo das Gltimas décadas relacionados a fotoquimica
de ésteres de fosfato, incluindo substratos somente com substituintes
alquilicos e outros organofosforados em geral.8.8096-104 No entanto,
existem aspectos ainda ndo totalmente compreendidos no que se refere
aos mecanismos de degradacdo fotoquimica de ésteres de fosfato e que
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sdo de interesse para a comunidade académica. Por exemplo, hd uma
guantidade maior de publicagdes envolvendo substratos possuindo
substituintes benzilicos e carbonilicos em comparacdo a substituintes
fenilicos. Além disso, embora as reagdes de substituicdo em ésteres de
fosfato no estado fundamental tenham sido vastamente investigadas em
sistemas microheterogéneas, por exemplo, micelares e supramoleculares,
existem poucos estudos sobre os mecanismos de reagdes fotoquimicas de
ésteres fosfdricos em tais meios.

Assim, observa-se que existem diversas possibilidades de
investigacdo de reacdes fotoquimicas de ésteres de fosfato com potencial
de aplicacdo em diversas areas do conhecimento, e o entendimento
mecanistico de tais processos é de grande valia, podendo auxiliar, por
exemplo: (i) na obtencdo de novos grupos protetores para biomoléculas
contendo grupos fosfatos; (ii) na avaliagdo dos danos ambientes
provocados pelos produtos de fotodegradacdo de residuos de
organofosforados empregados como retardadores de chama e
agroquimicos; (iii) no desenvolvimento de sistemas para a degradacéo
rapida e eficiente de estoques de organofosforados neurotoxicos; (iv) no
entendimento de como sistemas organizados (micelas, agregados
poliméricos, etc), podem ser utilizados para a modulacéo da reatividade
fotoquimica de ésteres de fosfato, e (v) no entendimento da reatividade
de ésteres de fosfato no estado fundamental, jA que os substratos
eletronicamente excitados podem ser por vezes considerados como
substratos com grupos de saida com maior acidez/basicidade.

Nesse sentido, um dos objetivos dessa tese é contribuir para o
entendimento detalhado dos mecanismos de degradacdo fotoquimica de
fosfatos organicos em solucdo, o pode ser convenientemente realizado
através do estudo da fotdlise de substratos arilicos simples em meio
aquoso, pois constituem sistemas com menor probabilidade de multiplos
processos paralelos, facilitando a compreensdo global dos fendmenos
envolvidos.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Esta tese de doutoramento estd dividida em duas partes com
conteldos distintos, cujos objetivos gerais sao:

1) Awvaliar o efeito catalitico e a seletividade do pilarareno 1,4-bis(2-(1H-
imidazol-1-il)etoxi) pilar[5]areno (P5IMD) na degradacdo dos
diésteres de fosfato bis-2,4-dinitrofenil fosfato (BDNPP), fenil 2,4-
dinitrofenil fosfato (PDNPP) e etil 2,4-dinitrofenil fosfato (EtDNPP):

N NO
% (j </ i
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2 BDNPP

NO, PDNPP
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R
R-OEt
7N\
0y
NO, EtDNPP

2) Estudar a degradacdo fotoquimica do monoéster p-nitrofenil fosfato
(pNPP) em meio aquoso utilizando a técnica de fotdlise por pulso de
laser:

0
\\P/OH
hv

H,0

pN PP N02 NOZ
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dentro de cada um dos temas acima, foram estabelecidos os

seguintes objetivos especificos:

1-) Degradacdo de diésteres de fosfato por P5IMD:

Titular P5IMD por potenciometria e RMN H a fim de avaliar a
distribuicdo de espécies em funcédo do pH;

Acompanhar as cinéticas de degradacdo dos substratos em
presenca de P5IMD em diferentes condi¢Bes experimentais por
espectrofotometria de UV/Vis;

Determinar constantes de velocidade e constantes de associaco;
Avaliar a formacgdo de complexos hdspede-hospedeiros entre 0s
diésteres de fosfato e PSIMD por RMN *H;

Realizar calculos de mecanica molecular para avaliar 0s
diferentes modos de complexacgao dos substratos ao P5IMD.

2-) Fotdlise do monoéster pNPP:

Caracterizar os produtos da fotolise da espécie dianibnica de
pPNPP por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢édo
por UV/Vis (HPLC-DAD);

Acompanhar a cinética de degradagdo da espécie dianibnica de
PNPP através de fotélise por pulso de laser em diferentes
condi¢des experimentais.
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3 MATERIAIS E METODOS

Por motivos de clareza, o0s procedimentos experimentais
empregados nesta tese encontram-se divididos abaixo conforme a diviséo
de temas estabelecida nos objetivos gerais.

3.1 DEGRADACAO DE DIESTERES DE FOSFATO POR P5IMD

Materiais

O pilarareno P5IMD e os ésteres de fosfato BDNPP, PDNPP e
EtDNPP foram disponibilizados no laboratério de Catalise e Fendmenos
Interfaciais (LaCFl), sendo que tais compostos foram sintetizados
conforme descrito na literatura,?%105-107

Titulagéo potenciométrica

Os valores de pK, dos equilibrios de dissociacdo acida dos anéis
imidazolios de P5IMD foram determinados por titulacdo
potenciométrica. Titulou-se 20 mL de amostra contendo 0,01 mmol de
P5IMD em H;O:MeOH 65:35 (v/v), previamente acidificada com 10
equivalentes de HCI padrdo 0,1078 M, utilizando-se base padronizada
KOH 0,08366 M (também contendo 35% de MeOH). Utilizou-se um
eletrodo HI 1330 da Hanna conectado a um pH-metro pH 200 da Hanna.
Os dados de pH vs. Volkon foram tratados utilizando-se o software
gratuito CurTiPot.108

Medidas cinéticas

As cinéticas foram acompanhadas pela formacao do produto 2,4-
dinitrofenol por espectrofotometria de UV/Vis utilizando-se um
equipamento Cary50 da Varian. Tipicamente, uma reagdo era iniciada
através da adicdo de uma aliquota de 10 pL de uma solugéo estoque do
substrato em acetonitrila (estocada em congelador) a 3 mL de solucdo
contendo P5IMD em uma cubeta de quartzo, resultando na concentracao
desejada de substrato. Devido a solubilidade limitada de P5IMD em agua
pura, as reacGes foram realizadas em presenca de 35% de MeOH. O pH
das solugdes foi mantido constante com 10 mM dos tampdes: citrato (pH
3,00 — 6,50), acetato (pH 4,00 — 6,00), bis-tris (bis(2-hidroxietil)amino-
tris(hidroximetil)metano; pH 6,9), fosfato (pH 7,4) e tris
(tris(hidroximetil)metano; pH 8,8). A temperatura foi controlada através
da utilizacdo de um banho termostatico acoplado ao espectrofotdmetro.
Dados de absorbancia em funcdo do tempo foram tratados segundo
equacdes que descrevem cinéticas de pseudoprimeira ordem através do
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software Origin (OriginLab Corporation). No caso das cinéticas com
BDNPP, observou-se a liberacdo do segundo equivalente de 2,4-
dinitrofenolato em um processo consecutivo significativamente mais
lento que a reacéo inicial, de modo que o tratamento da primeira etapa foi
realizado individualmente.

Experimentos de RMN 'H

Espectros de RMN 'H foram obtidos utilizando-se um
espectrometro da Bruker de 200 MHz. Foram utilizados solventes
deuterados provenientes da Cambridge Isotope Laboratories ou Sigma-
Aldrich.

Calculos tedricos

Simulagbes de dindmica molecular foram realizadas pelo Prof. Dr.
Rodrigo Montecinos, da Pontificia Universidad Catdlica de Chile.
Utilizou-se o pacote do programa Gromacs, versdo 4.6.5.1%° P5IMD,
BDNPP, PDNPP e EtDNPP foram construidos com parametros a partir
do campo de forcga GROMOS96 54A7 110 e solvatados usando o modelo
aquoso SPC (do inglés, single point charge).!** Condicdes de fronteira
periodicas foram aplicadas nas trés dimensGes e todas as simulacdes
foram realizadas em condicéo isotérmica-isobarica (1 bar, 300 K).**2 Um
filtro de 1,2 nm foi usado para interacfes de Van der Waals. InteracOes
eletrostaticas a longa distancia foram calculadas usando o algoritmo PME
(do inglés, particle-mesh Ewald).**® Os sistemas foram equilibrados por
300 ps, com intervalos de tempo de 2 fs; trajetdrias de 25 ns foram
calculadas para cada sistema.

3.2 FOTOLISE DO MONOESTER pNPP

Materiais
O monoéster p-nitrofenil fosfato foi obtido comercialmente como
sal dissédico hexahidratado (Sigma-Aldrich).

Medidas de fotélise por pulso de laser

Utilizou-se um espectrometro de fotélise por pulso de laser da
Applied Photophysics, modelo LKS80, equipado com: (i) um laser
pulsado classe 4 de Nd:YAG (Neodimio : Itrio-Aluminio-Granada) da
Quantel (modelo Brilliant), (ii) uma lampada pulsada de xen6nio de 150
W para deteccdo por UV/Vis, e (iii) um osciloscépio digital DPO 3032 da
Tektronix para aquisicdo e digitalizacdo dos dados a partir do
fotomultiplicador.
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A Figura 22 ilustra de maneira simplificada o arranjo do
espectrometro de fotdlise por pulso de laser utilizado. Na Figura 22, (1)
representa a fonte do laser Nd:YAG, que pode gerar o seu comprimento
de onda natural de 1064 nm, ou os harmonicos de 532, 355, 266 e 213
nm. O porta-amostra (2) possui capacidade para acomodar uma cubeta
com quatro faces de quartzo com caminho 4tico de 1,0 cm e acessorio
para acoplar banho termostatico. O laser possui uma resolucdo de
nanosegundos, de modo que um pulso de laser incidido na amostra €
capaz de gerar rapidamente uma concentracao significativa de espécies
transientes (radicais, espécies excitadas, etc). A reatividade das espécies
transientes geradas € monitorada por UV/Vis através de uma lampada
pulsada de xendnio de 150 W (3 e 4), posicionada de modo perpendicular
ao feixe do laser. Um monocromador seleciona os sinais da luz UV/Vis
transmitidos pela amostra em um comprimento de onda especifico (5),
detectados, multiplicados e convertidos a valores de absorbancia por uma
unidade fotomultiplicadora (6), sendo os dados digitalizados por um
osciloscopio (7) e transferidos para um computador (8).

Figura 22 — Representacéo simplificada do espectrometro de fotélise por pulso
de laser LKS80 da Applied Photophysics.
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A fotélise do pNPP foi realizada em meio aquoso, em pH 7,0,
tamponado com 10 mM de carbonato. Utilizou-se o harménico gerador
de comprimento de onda de 266 nm (tempo de pulso de 4 ns, e energia
maxima de 65 mJ/pulso). Tipicamente, uma cinética transiente em um
comprimento de onda especifico foi registrada a partir de quatro disparos
de laser de 266 nm sobre amostras aquosas de pNPP. A temperatura foi
mantida constante utilizando-se um banho termostético acoplado ao
porta-amostra.

Caracterizagéo de produtos
Para caracterizagdo dos produtos da reagdo, empregou-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por arranjo de
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diodos (HPLC-DAD), utilizando-se um sistema de cromatografia da
Agilent Technologies (Série 1200) acoplado a um detector G1315D.
Foram preparadas amostras aquosas de pNPP submetidas a nimeros
crescentes de pulsos de laser de 266 nm, sendo em seguida submetidas a
analise cromatografica para separacdo e identificacdo das espécies. A
separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Synergi™
Polar-RP 80A da Phenomenex (comprimento de 150 mm; didmetro
interno de 2,0 mm; tamanho de particula de 4 um), a 30°C, com um fluxo
isocratico da fase mével de 0,25 mL min. Constituicdo da fase mével:
(A) 75% agua e (B) 25% metanol/agua (95:5, v/v).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 DEGRADAGCAO DE DIESTERES DE FOSFATO POR P5IMD

Conforme apresentado anteriormente, o desenho de macrociclos
para a construcdo de modelos miméticos e ndo-miméticos de catalise
enzimatica tem sido uma estratégia recorrente nas Gltimas décadas,
visando a elucidacédo detalhada dos diferentes fatores que contribuem para
0s incriveis incrementos cataliticos observados em sistemas bioldgicos.
Naturalmente, desde a primeira publicacdo da sintese de pilararenos, uma
nova classe de macrociclos, foram iniciados estudos por diversos grupos
de pesquisa visando a utilizagdo destes como catalisadores para diversos
tipos de reacdo, entre elas, a hidrolise de ésteres de fosfato.

Apo6s a publicacdo de Liz e colaboradores’ que evidenciou o efeito
catalitico ~10 vezes promovido por P5A na hidrélise da espécie
dianidnica do monoéster 2,4-dinitrofenil fosfato (Esquema 25), surgiu de
maneira natural a idéia de funcionalizar pilararenos com grupos distintos
de trimetil amonio e que podem atuar como nucleofilos, e acidos ou bases
gerais. Considerando o envolvimento do imidazol, na forma de residuo
da histidina, em diversas reacdes bioldgicas de transferéncia do grupo
fosforila através de mecanismos de catalise acida/basica geral e
nucleofilica, Liz e colaboradores sintetizaram um pilarareno inédito, o
1,4-bis(2-(1H-imidazol-1-il)et6xi) pilar[5]areno (P5IMD)’, Figura 23,
em que o anel imidazol foi ancorado em um macrocilo de pilarareno
através do nitrogénio.

Estudos iniciais de Liz e colaboradores'®” mostraram que P5IMD
apresentou atividade catalitica na degradacéo do diéster de fosfato bis-
2,4-dinitrofenil fosfato (BDNPP, Figura 23) em meio aquoso. De fato, o
acompanhamento cinético da degradacdo de BDNPP por P5IMD através
de RMN 3P (dados sdo mostrados no Anexo A) mostra a diminuicéo da
intensidade do sinal de BDNPP (-13,4 ppm) concomitantemente ao
aumento da intensidade de um sinal em —14,3 ppm, consistente com a
formacao de uma espécie de fosforoamidato. A intensidade deste, por sua
vez, posteriormente diminui de maneira simultanea ao aparecimento do
sinal em 0,89 ppm, indicativo da formacéao do dianion do 2,4-dinitrofenil
fosfato.10”
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Figura 23 — Estruturas do P5IMD e dos diésteres de fosfato estudados.
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Nesse sentido, pretende-se aqui expandir os estudos da atividade
catalitica de P5IMD na hidrdlise dos diésteres de fosfato BDNPP, fenil
2,4-dinitrofenil fosfato (PDNPP) e etil 2,4-dinitrofenil fosfato (EtDNPP),
Figura 23. Considerando que o pilarareno possui grupos imidazdis que
podem ser protonados, diferentes espécies catibnicas podem existir em
funcdo do pH, as quais podem atuar como receptores eficientes para o0s
anions dos diesteres de fosfato.

Para compreender a distribuigao de espécies de P5IMD em funcéo
do pH, procedeu-se a um titulacdo acido-base em meio aquoso contendo
35% de MeOH (essa porcentagem de solvente foi utilizada para
reproduzir as mesmas condi¢des experimentais em que foram realizadas
as cinéticas, conforme sera discutido posteriormente). Assim, preparou-
se uma solucdo 0,5 mM de P5IMD a qual foram adicionados 10
equivalentes de HCI padronizado, de modo que o pH inicial da solucéo
foi de 3,01. Em seguida, titulou-se 0,01 mmol de P5IMD com KOH
padronizado, e o grafico de pH vs. volume adicionado de titulante, Figura
24, mostra que h& uma regido expressiva de tamponamento na faixa de
pH de 3 a7, indicando a presenga de maltiplos equilibrios de dissocia¢éo
acida dos grupos imidazélios. No detalhe da Figura 24, o eixo x é
representado pela razdo “a” do nimero de mmol de base adicionada com
relagdo ao numero de mmol do titulado, que indica um ponto de inflexéo
(derivada primeira) para a = 10,08, indicando que foram consumidos 10
equivalentes de base para desprotonar os 10 anéis de imidazélio de
P5IMD. E interessante observar que a acidez aparente de um imidazolio
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aumenta consideravelmente, diminuindo em vérias unidades os valores
de pKa, em comparacdo ao valor de 6,5-7,0 reportado para o imidazol
protonado em meio aquoso, provavelmente devido as repulsdes
eletrostaticas entre varias cargas positivas vizinhas.

Figura 24 — Titulagdo potenciométrica de P5SIMD em H,0:MeOH 65:35 (v/v), a
25°C, utilizando KOH 0,08366 M. No detalhe, a quantidade adicionada de base é

apresentada na forma da razdo “a”, isto ¢, mmol de base adicionada por mmol de
P5IMD.
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a (mmol KOH / mmol P5IMD)
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0,0 0,3 0,6 0,9 1,2 15 18 2,1 2,4
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A linha sélida na Figura 24 corresponde a um ajuste considerando
cinco equilibrios de dissociacdo 4cida consecutivos e independentes,
realizado através do software CurTiPot.!% Tal aproximagao foi realizada
devido a simetria de PSIMD, de modo que os anéis superior e inferior
foram considerados equivalentes e, portanto, para cada valor de pK, no
anel superior hd um valor de pK, coincidente no anel inferior. Assim, os
equilibrios de protonagdo de PSIMD podem ser simplificados conforme
ilustra o Esquema 33, e foram obtidos os valores de pK, = 3,41 £ 0,03;
4,19 + 0,03; 4,40 + 0,03; 4,65 + 0,03 e 5,91 + 0,02. Considerando tais
valores, graficos de distribui¢do de espécies podem ser gerados, Figura
25, que mostram que PIMD encontra-se totalmente protonado em pH <
~3 e totalmente desprotonado em pH > ~7.5.
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Esquema 33 — Representagdo simplificada dos equilibrios de dissociagéo acida
dos anéis imidazélios de P5IMD.
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Figura 25 — Graficos de distribuigdo de espécies de P5SIMD em funcéo do pH,
considerando os cinco valores de pK, determinados pela titulacdo
potenciométrica.

1,0 '*b%br;.’
>,
}\
x
0,8 1 »
\ —=— P5IMD
—e— P5IMDH"
0,61 » ./‘ —A— P5IMDH§+
. \ / { —v— P5IMDH?"
0,4 ‘,*A\ . ° —<— P5IMDH;"
A \ "
/‘/ 1Y —»— P5IMDH]
0,21 .
0,0
2 3 4 5 6 7 8 9
pH

Os equilibrios de dissociagdo dos grupos imidazois sdo também
evidentes analisando-se 0s deslocamentos quimicos dos hidrogénios de
P5IMD por RMN *H em fungéo do pD. Conforma mostra a Figura 26, ha
um deslocamento para campo alto de Hi — Ha em uma faixa de pD de 3 a
7, coincidente com a faixa de tamponamento da titulacdo acido/base da
Figura 24, com valores de deslocamento constantes em pD <3 e pD > 7.
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Figura 26 — Deslocamentos quimicos dos hidrogénios aromaticos de P5IMD
(conforme numeragdo na figura) em funcéo do pD, em D,0:CD3;0D 65:35 (v/v),
a 25°C.

H,
8,54 H, N\/\S/H3
H)\N
8,0 ! 2
° ° Hy O
e 7,54 HZ
g
= H3 A A 5
% 701 . , d  H,
. {
6,51 4._.1 H
= o N\\(
H= QN
6,0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 H,

Considerando que as cargas positivas de P5IMD devem exercer
efeito para complexacdo com a espécie anibnica de BDNPP
(predominante em pH > 0; pK HA ~ —1,5)1%, foram obtidos espectros de
RMN *H de P5IMD na presenca de diferentes concentragdes de BDNPP
em pD 5,5, quando o P5IMD possui fragdes molares significativas de
espécies positivamente carregadas. A Figura 27 mostra um deslocamento
para campo baixo dos sinais de Hi, H> e Hs (hidrogénios do anel
imidazol), indicando a inclusdo do héspede na cavidade do pilarareno.
Nota-se que o deslocamento de Hs ndo sofre mudanca significativa com
a adigdo de BDNPP, sugerindo uma proximidade maior do substrato dos
anéis imidazois no complexo hospede-hospedeiro, em detrimento dos
anéis benzénicos centrais de PSIMD.

De maneira similar, a inclusdo de BDNPP em P5IMD pode ser
avaliada qualitativamente através dos deslocamentos dos hidrogénios do
substrato no mesmo conjunto de espectros da Figura 27. A Figura 1 do
Apéndice A mostra uma ampliacdo da faixa de ~8,0 a 8,7 ppm, e ainda
gue os sinais dos hidrogénios de BDNPP sejam pouco intensos, é possivel
observar um deslocamento para campo baixo do hidrogénio posicionado
entre 0s grupos nitro, indicando que a inclusdo de BDNPP a cavidade de
P5IMD deve ocorrer através de um dos grupos aromaticos, de maneira
gue o segundo substituinte arilico deve estar voltado para fora da
cavidade. Na Figura 27, nota-se ainda que ndo ha alteracdo de
deslocamento dos sinais em 8,62, 8,47 e 7,92 ppm, referentes ao contra-
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fon piridinio do diéster, indicando que ndo ha interferéncia deste na
complexacéo do diéster com o pilarareno.

Figura 27 — Espectros de RMN *H (200 MHz) de P5IMD 1,5 mM em diferentes
concentragcdes de BDNPP, conforme indicado na figura, em D,0:CD3;0D 65:35
(v/v), pD 5,5, a 25°C. O espectro inferior foi obtido na auséncia de BDNPP. A
numeragéo dos prétons Hy — Hs é a mesma da Figura 26.

M/Lw " e JL 2,5 mM
R . zomu
M@__JLJL_ I s
e oemu
w _,LOSmM
L T N

86 84 82 80 78 76 74 72 7.0 68 66 64 62 6.0
3 (ppm)

Assim, uma vez que se conhece a distribui¢do de espécies de
PSIMD em funcao do pH e tem-se comprovada a inclusdo de BDNPP na
cavidade do pilarareno, foram realizados estudos cinéticos detalhados da
reacdo de BDNPP com PSIMD. Por questdes de solubilidade, as reacdes
foram realizadas em meio aquoso contendo 35% de MeOH, sendo as
cinéticas acompanhadas por UV/Vis pela formagdo do produto 2,4-
dinitrofenolato. A Figura 28 apresenta um perfil tipico de absorbancia em
funcdo do tempo, em que se observam duas etapas consecutivas de
liberagdo de 2,4-dinitrofenolato e que ocorrem em escalas de tempo
bastante distintas, o que permite o tratamento quantitativo da primeira
etapa de maneira independente.
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Figura 28 — Perfil de absorbancia (360 nm) em func&o do tempo na reagdo de
BDNPP com P5IMD. Condigdes: P5IMD 5,41 mM, BDNPP 2,19 x 105 M, pH
7,4, em H,0:MeOH 65:35 (v/v), a 25°C.
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Naturalmente, a primeira etapa corresponde a reagdo de BDNPP
com um anel imidazol do receptor, levando a liberagdo do primeiro
equivalente de 2,4-dinitrofenolato. A primeira etapa observada na Figura
28 é aproximadamente 3000 vezes mais rapida que a hidrdlise espontanea
do substrato (ko = 1,9 x 107 57!, a 25°C)3!, 0 que é um forte indicativo de
uma reacao de natureza nucleofilica. De fato, tal incremento esta na faixa
reportada para efeitos cataliticos promovidos por reagentes nucleofilicos
em reagdes de hidrolise de ésteres, e € muito maior que o limite de ~80
vezes assumido para efeitos promovidos por catélise béasica-geral.!'*

Assim, um caminho reacional pode ser inicialmente proposto para
a reagdo de BDNPP com P5IMD, como mostra o Esquema 34, em que o
ataque nucleofilico do imidazol no fésforo de BDNPP leva a formagdo de
um intermediario fosforoamidato, observado por Liz e colaboradores por
RMN 3'P (Anexo A), e cuja hidrélise deve ser responsavel pela formagio
do produto 2,4-dinitrofenil fosfato (DNPP). Sequencialmente, a reacdo de
hidrolise do DNPP deve levar a liberagdo do 2° equivalente de 2,4-
dinitrofenolato. A decomposicdo de DNPP pode também ser catalisada
por P5SIMD, mas o efeito catalitico sobre essa reacdo deve ser
consideravelmente menor, e provavelmente por um mecanismo de
catalise basica geral. A investigagdo quantitativa da formago do segundo
equivalente de 2,4-dinitrofenolato esta fora do escopo deste trabalho.
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Esquema 34 — Reacdo de BDNPP com P5IMD.
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Conforme mencionado anteriormente, o BDNPP encontra-se
exclusivamente como monoanion em toda faixa de pH em meio aquoso,
o que também ¢ esperado quando esteja incluido na cavidade de PSIMD,
ja que € o pK, aparente do hospede deve ser menor devido a presenca das
cargas positivas do hospedeiro. Assim, avaliou-se o efeito da
concentracdo de PSIMD na reacdo com o dnion do BDNPP em diferentes
pHs, de maneira a mensurar tanto os efeitos de atracdo eletrostatica das
diferentes espécies de PSIMD para inclusdo do anion de BDNPP, quanto
a atividade catalitica do hospedeiro. A Figura 29 apresenta dois perfis de
concentracdo de PSIMD, em pHs 4,3 e 8,8, e observa-se em ambos o0s
casos tipicos perfis de satura¢do, em que as constantes de velocidade
observadas aumentam até atingir um patamar, indicando, portanto, a
ligagdo de BDNPP a PSIMD.

No entanto, ha dois aspectos distintos nos perfis da Figura 29: (i)
as concentragdes de PSIMD necessarias para atingir a saturagdo sdo
significativamente diferentes: [PSIMD] > 0,5 mM e 3 mM para pHs 4,3
e 8,8, respectivamente, o que indica uma constante de ligagdo do BDNPP
ao PSIMD maior em pHs mais acidos, quando o hospedeiro encontra-se
positivamente carregado, e (i) os valores de kobs quando os perfis atingem
a saturacdo diferem em quase duas ordens de magnitude, sendo maior em
pH 8,8, o que ¢ consistente com o fato de que o niimero de imidazois
neutros disponiveis para o ataque nucleofilico no fésforo € maior com o
aumento do pH. Portanto, observam-se efeitos compensativos, ou seja, a
ligagdo de BDNPP a P5IMD ¢ favorecida quando os grupos imidazois
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encontram-se protonados, porém a atividade catalitica ¢ maior quando os
imidazo6is de PSIMD encontram-se neutros. Assim, dependendo do pH,
os valores de kobs N0 patamar podem alcangar incrementos de até 10*
vezes, em comparacao com a hidrélise espontanea do substrato.

Figura 29 — Perfis de concentracdo de P5IMD na reagcdo com BDNPP (2,19 x 10°
> M), em H,O:MeOH 65:35 (v/v), a 25 °C, em pH = 8,8 e 4,3. As linhas sdlidas
representam ajustes através da equagdo 1.
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O efeito da concentracdo de P5IMD na reacdo com BDNPP foi
avaliado em outros trés valores de pH (5,6; 6,9 e 7,4) e perfis de saturagéo
também foram observados, com comportamentos intermediarios aqueles
observados em pH 4,3 e 8,8 (graficos de kops vs. [P5IMD] séo
apresentados na Figura 2 do Apéndice A).

Os dados cinéticos foram ajustados iterativamente através da
equacdo 1, que corresponde a um modelo tipico de ligacdo 1:1, em que ko
representa a constante de hidrdlise espontanea do substrato livre, ke, a
constante de velocidade de primeira ordem da reacdo de BDNPP com
P5IMD no complexo héspede:hospedeiro, e Kas, a constante de
associacdo de BDNPP a P5IMD. Os pardmetros obtidos sdo apresentados
na Tabela 3.

o+ kK [P5IMD] (1)
°bs =1 4 K, [P5IMD]
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Tabela 3— Constantes de velocidade e de equilibrio para a reacdo de BDNPP com
P5IMD, em H,0:MeOH 65:35 (v/v), a 25°C.?

pH kpKass / Mt st Kass / M ke /s
8,8 0,164 + 0,005 867 1,91x 10
7,4 0,169 + 0,006 94+8 1,80 x 10
6,9 0,131 + 0,002

5,6 0,13+0,01

4,3 0,558 + 0,001 7170 + 26 7,78 x10°

iko=19x107s1%

Os dados da Tabela 3 confirmam que as constantes de ligacdo de
BDNPP a PSIMD de fato aumentam com a acidez do meio e que a
atividade catalitica ¢ menor em pHs menores, com incrementos cataliticos
variando entre 400 e 10* vezes entre pH 4,3 ¢ 8,8. A magnitude da
constante de ligacdo em pH 4,3 ¢ consistente com aquela reportada
previamente para o dianion do monoéster 2,4-dinitrofenil fosfato ao P5A.

A avaliacdo do efeito do pH na reagdo de PSIMD com BDNPP
quando o héspede se encontra majoritariamente ligado ao hospedeiro ¢
consistente com as conclusdes obtidas a partir dos perfis de concentragao.
A Figura 30 apresenta valores de kobs obtidos para a reagdo em fungdo do
pH, comparado ao perfil de hidrdlise espontanea do BDNPP, onde se
observa um aumento da reatividade com o aumento do pH até atingir um
patamar em pH > 6. O aumento da reatividade ¢ consistente com a faixa
de tamponamento observada na titulagdo potenciométrica e, de fato, o
perfil pode ser ajustado utilizando os cinco valores de pK, de PSIMD
determinados anteriormente. E interessante notar que a reatividade da
espécie neutra € 2,5; 7,3; 9,4 e 50 vezes maior que as espécies contendo
1, 2, 3 e 4 anéis imidazdis protonados. Maiores detalhes sobre o ajuste
sdo apresentados na Tabela 1 do Apéndice A.

Baseando-se nos resultados cinéticos, de caracterizagdo dos
produtos, e na reagdo de BDNPP com imidazol livre em 4gua,®! € possivel
propor um mecanismo global para a reagdo de BDNPP com P5IMD,
conforme mostra o Esquema 35. Assim, a incorporagdo de BDNPP na
cavidade de P5SIMD leva a formacdo de wum complexo
héspede:hospedeiro no qual ocorre o ataque nucleofilico de um dos anéis
imidazol no fosforo do substrato, liberando um dos substituintes 2,4-
dinitrofenolato e levando a formac¢ao do fosforoamidato PSIMD-1.
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Figura 30 — Valores de kons em fungdo do pH na reacdo de BDNPP (2,19 x 10°®
M) com P5IMD 5 mM em H,O:MeOH 65:35 (v/v), a 25 °C. A linha tracejada
corresponde ao perfil de hidrélise espontanea de BDNPP, obtida a partir de dados
da literatura. 1%
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No Esquema 35, considerando que o substituinte 2,4-
dinitrofenolato em P5IMD-1 é também um bom grupo de saida, em
comparagdo a um N-alquilimidazodlio, o ataque nucleofilico de um
segundo imidazol de P5IMD sobre o atomo de fosforo pode levar a
liberacdo do segundo equivalente de 2,4-dinitrofenolato e a formacao do
intermediario P5IMD-2. Nesse caso, em duas etapas sequenciais de
hidrolise a partir de P5IMD-2, passando por P5IMD-3, deve ocorrer a
formacéo de fosfato inorganico e regeneracéo do catalisador nucleofilico.
No entanto, ressalta-se que experimentos detalhados que avaliem a
formacéo e reatividade de P5IMD-2 e P5IMD-3 ndo foram realizados.

Ainda, conforme discutido anteriormente e mostrado no Esquema
35, considera-se também o caminho em que a hidrélise de P5IMD-1 leva
a formacao do monoéster 2,4-dinitrofenil fosfato. Nesse caso, espera-se a
formacéo do complexo de inclusdo P5IMD-M, ja que em pH > 4 a espécie
dianidnica do monoéster deve prevalecer e a constante de ligacdo a
P5IMD contendo anéis imidazdlios deve ser elevada. A hidrdlise do
monoéster, por sua vez, deve ser responsavel pela formacdo do segundo
equivalente de 2,4-dinitrofenolato e de fosfato inorgéanico, e a reacdo deve
proceder por um mecanismo de catélise basica-geral promovida por um
imidazol neutro, ja que em geral espécies anidnicas de monoésteres de
fosfato sdo pouco reativas frente a nucledfilos.?
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Esquema 35 — Ciclo catalitico proposto paraa degradacdo de BDNPP por P5IMD.
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A reatividade de PSIMD também foi avaliada frente a outros dois
diésteres de fosfato, o fenil 2,4-dinitrofenil fosfato (PDNPP) e o etil 2,4-
dinitrofenil fosfato (EtDNPP), Figura 31, o que permitiu investigar efeitos
de seletividade de PSIMD para diferentes diésteres de fosfato. Do mesmo
modo que para o BDNPP, as cinéticas foram acompanhadas
espectrofotometricamente pela formagao do 2,4-dinitrofenolato em meio
aquoso com 35% de MeOH, e foram obtidos perfis de concentragdo de
P5SIMD em pH 8,8, que sdo mostrados na Figura 31 juntamente com os
dados de BDNPP no mesmo pH, para fins comparativos.
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Figura 31 — Perfis de concentracdo de P5IMD nas reagfes com os diésteres de
fosfato BDNPP, PDNPP e EtDNPP, em H,O:MeOH 65:35 (v/v), a 25 °C e pH
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Na Figura 31, sdo observados para os trés diésteres perfis de
saturacdo, porém com valores de kobs nO patamar que diferem em vérias
ordens de magnitude, com incrementos na propor¢do de 1 : 7 : 520 para
EtDNPP : PDNPP : BDNPP. Tendo em vista que as constantes de
velocidade de hidrdlise dos trés substratos na auséncia de catalisador
diferem em no maximo 5 vezes, tal resultado mostra que PSIMD ¢é um
catalisador seletivo para hidrélise de anions de diésteres de fosfato, o que
pode ser racionalizado através da formacao competitiva de complexos de
inclusdo ndo-produtivos, conforme sera discutido em seguida. Os dados
para EtDNPP ¢ PDNPP também foram ajustados com a equacgdo 1, e os
resultados para os trés diésteres sdo apresentados em conjunto na Tabela
4, onde se observa que as constantes de ligacdo dos trés substratos ao
P5IMD neutro sdo de mesma ordem de magnitude, mas ha uma variagdo
grande nos valores de kp.

Tabela 4 — Constantes de velocidade e de equilibrio para as reagdes dos diésteres
de fosfato BDNPP, PDNPP e EtDNPP com P5IMD, em H,0:MeOH 65:35 (v/v),
a 25°C.

Ester pH ko /st kpKass / M1 5T  Kass/ Mt ke /st

BDNPP 8,8 1,9 x107 0,164 + 0,005 86 +7 1,91x10°8
PDNPP 88 358x10% (167+7)x10% 35+7 4,77 x 10°®
EtDNPP 8,8 3,1x10°® (27 £3)x 10°% 56+21  4,82x10°
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Conforme revisado na introdu¢@o, ¢ proposto na literatura que as
reacdes de substituicdo nucleofilica em anions de diésteres de fosfato
simples ocorrem por um mecanismo do tipo Sn2(P) concertado, passando
por um estado de transi¢do bipiramide trigonal em que o nucleéfilo e o
grupo de saida encontram-se em posigdes apicais, e 0 grupo espectador e
os atomos de oxigénio, em posicdes equatoriais. Em diésteres
assimétricos, o grupo espectador ¢ aquele que possui menor habilidade
como grupo de saida, e a variacdo da basicidade do grupo espectador
exerce efeito minimo sobre as constantes de hidrdlise para diésteres com
bom grupo de saida como o 2,4-dinitrofenolato. Assim, é esperado que as
constantes de velocidade das reagdes de um dado nucleofilo com diésteres
de fosfato com mesmo grupo de saida, mas diferentes grupos
espectadores, ndo apresentem variagdes significativas. De fato, as
constantes de segunda ordem reportadas para as reacdes do imidazol
neutro com BDNPP e EtDNPP em meio aquoso diferem somente em
cerca de 7 vezes.?! No entanto, observa-se que os valores de kp da Tabela
4 diferem em mais de uma ordem de magnitude, indicando que a
seletividade de PSIMD frente aos diferentes diésteres tem maior relagao
quanto as diferentes conformag¢des dos complexos supramoleculares em
detrimento de efeitos estereoeletronicos no mecanismo reacional,
conforme discutido a seguir.

O substrato BDNPP possui dois substituintes 2,4-dinitrofenil
equivalentes, de maneira que os complexos hdspede:hospedeiro
resultantes da incorpora¢do do substrato por qualquer um dos dois
substituintes sdo equivalentes. No dmbito de um mecanismo do tipo
Sn2(P) concertado, e considerando que os 4tomos de nitrogénio dos anéis
imidazol de PSIMD estdo voltados para o solvente, a reagdo de um dado
anel imidazol do pilarareno com BDNPP deve ocorrer através da seta (i)
no Esquema 36, ja que nessa configuracao o nucleofilo e o grupo de saida
encontram-se alinhados em posi¢des opostas, diferentemente do que
mostra a seta (ii), um caminho pelo qual a formagéo de ligagdo N-P ndo
¢ permitida. Assim, observa-se que o grupo de saida é aquele voltado para
o exterior da cavidade do pilarareno, permanecendo o grupo espectador
encapsulado.
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Esquema 36 — Reacéo entre um anel imidazol de P5IMD e BDNPP no complexo
hospede:hospedeiro. DNPO™ representa 2,4-dinitrofenolato.

Para cada um dos diésteres PDNPP e EtDNPP, os substituintes nido
sdo equivalentes, de maneira que ha para cada substrato duas formas de
associacdo ao pilarareno: através da inclusdo do grupo de saida ou do
grupo espectador na cavidade do macrociclo, conforme exemplificado no
Esquema 37 com o substrato PDNPP. A consequéncia é a formagdo
competitiva de complexos “ndo-produtivos”, isto ¢é, aqueles em que o
grupo de saida se encontra encapsulado na cavidade de PSIMD e o grupo
espectador esta voltado para o exterior. Como mostra o Esquema 37, a
formagdo de ligagdo N-P ndo ¢ favorecida nos complexos ndo-
produtivos, o que explica os menores valores de kp observados para
EtDNPP e PDNPP em relacdo aquele obtido para BDNPP.

Esquema 37 — A reacdo entre um anel imidazol de P5IMD e o substrato PDNPP
ocorre somente no complexo hdspede:hospedeiro da esquerda.

Complexo
"néo-produtivo"

Produtos
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Dados de RMN 'H obtidos para o substrato PDNPP confirmam a
sua inclusdo em PSIMD através dos dois substituintes arilicos. A Figura
32 apresenta um conjunto de espectros obtidos com P5SIMD 1,5 mM e
diferentes concentragdes de PDNPP. A ligacdo de PDNPP a PSIMD ¢
evidenciada pelo deslocamento para campo baixo dos hidrogénios do anel
imidazol, particularmente o NCHN em ~8,4 ppm, ¢ pelo deslocamento
para campo alto do hidrogénio benzénico de PSIMD (~6,4 ppm). Com
relacéo aos sinais do substrato, destaca-se que ha um deslocamento para
campo baixo dos hidrogénios do substituinte 2,4-dinitrofenil entre ~7,4 —
8,2 ppm, bem como uma alteragdo dos deslocamentos dos hidrogénios do
substituinte fenil entre ~6,9 — 7,1 ppm, indicando a inclusdo competitiva
do substrato na cavidade de PSIMD através dos dois substituintes.

Figura 32 — Espectros de RMN H (200 MHz) de P5IMD 1,5 mM em diferentes
concentracdes de PDNPP, conforme indicado na figura, em D,O:CD3;0D 65:35

(v/v), pD 5,5, a 25°C. O espectro inferior foi obtido na auséncia de PDNPP. A
designacdo dos prétons de P5IMD é a mesma da Figura 26.
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Calculos de dinamica molecular foram realizados a fim de avaliar
a formacdo de complexos hospede:hospedeiro 1:1 entre os diésteres de
fosfato e PSIMD e, em particular no caso dos diésteres assimétricos, para
detalhar a competicdo na ligagdo do substrato através da inser¢do do
grupo de saida ou do grupo espectador na cavidade do pilarareno.
Portanto, foram realizadas cinco simula¢des, uma para o BDNPP, e duas
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para cada um dos diésteres assimétricos. As simulagdes foram realizadas
com P5IMDH,®", espécie esperada para pH ~ 4, em sistemas contendo
2028 moléculas de agua (SPC), e seis Br ¢ um Na* para manter a
eletroneutralidade. A estabilidade dos complexos de inclusdo foi avaliada
calculando-se a distancia entre o centro da cavidade de PSIMDH " € o
carbono na posi¢ao 4 dos substituintes arilicos (2,4-dinitrofenil e fenil) ou
o centro de massa da metila no caso do substituinte etil do EtDNPP. A
Figura 33 apresenta imagens dos complexos de inclusdo apos 15 ns de
simulagdo, que correspondem a estruturas esperadas em condigdes
experimentais em que [PSIMD] > [hospede]. Em todos os casos,
constatou-se que ha uma interacao eletrostatica dos grupos imidazdlios de
P5IMDH* com o grupo fosfato dos substratos, € também com o grupo
nitro na posi¢ao 2 do substituinte 2,4-dinitrofenil, sendo que ambas as
interacdes devem contribuir para a formagdo e estabilizacdo dos
complexos.

Foram realizados ainda calculos de Potencial de Forca Média
(PMF) para cada um dos complexos da Figura 33, a fim de determinar
valores de energia livre de Gibbs. Nesse procedimento, os valores de PMF
foram obtidos para cada sistema variando-se as distdncias entre o
macrociclo e o hospede partindo-se da estrutura do complexo de incluséo
em equilibrio at¢é que o hdspede e o hospedeiro se encontrem
suficientemente afastados e ndo apresentem interagdes (AG = 0). Foram
simulados complexos 1:1, em sistemas contendo PSIMDH®", seis Br e
um Na*, e 4520 moléculas de agua. Foram calculados valores de PMF a
cada 0,1 nm de distancia entre o hospede e o hospedeiro (foram calculados
10 ns para cada estrutura). A Figura 34 apresenta algumas imagens
instantdneas do sistema contendo PSIMDH¢®* ¢ BDNPP em diferentes
distancias.

A Figura 35 apresenta os valores de AG computados para cada
sistema em fun¢do da distancia de interagdo. Observa-se que os valores
de AG sdo negativos para os cinco complexos no ponto zero, indicando
uma interagdo favoravel entre hospede e hospedeiro, o que também ¢é
evidente quando se analisa a queda abrupta nos valores de AG quando
P5IMDH®* ¢ cada um dos substratos sdo aproximados a menos de 0,5
nm. A natureza da interacdo ¢ essencialmente eletrostatica, haja vista que
os grupos fosfato tendem a estar voltados para os anéis imidazodlios
positivamente carregados e para o solvente ao final das simulagoes.
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Figura 33 — Imagens dos complexos hospede:hospedeiro 1:1 entre os diésteres de
fosfato e PSIMDH¢®*. Em (A), insercdo de BDNPP em P5IMDH¢®*; em (B) e (C),
insercdo de PDNPP em P5IMDH,®* através dos fragmentos 2,4-dinitrofenil e
fenil, respectivamente e em (D), insergdo de EtDNPP em P5IMDH,®* através dos
fragmentos 2,4-dinitrofenil e etil, respectivamente. Atomos sdo representados
pelas cores: carbono em azul claro, hidrogénio em branco, nitrogénio em azul
escuro, fédsforo em marrom, e oxigénio em vermelho. Para simplificagdo, os
fragmentos inseridos na cavidade de P5SIMDH¢®* séo representados em verde, e
as moléculas de agua e os ions Br e Na* foram omitidos.

(A)

(B) (€)

(D) (E)
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Figura 34 — Imagens instantaneas de P5SIMDHg®* e BDNPP (mostrado em verde)
em funcgdo da distancia de interagéo. Para simplificacdo, as moléculas de 4gua e
os ions foram omitidos. A legenda das cores é a mesma empregada na Figura 33.

e

Figura 35 — Valores de AG em func&o da distancia de interagéo entre o centro da
cavidade de PSIMDH¢®* e dos anions dos diésteres de fosfato BDNPP, EtDNPP
e PDNPP, na formagao dos diferentes complexos héspede-hospedeiro da Figura
33. Para computar as distancias, foram tomados como referéncia nos substratos:
0 centro de massa do grupo nitro no fragmento 2,4-dinitrofenil (DN), o carbono
em posicao 4 no fragmento fenil (Ph), e o centro de massa da metila no fragmento
etil (Et).
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Na Figura 35, considerando os dois complexos possiveis entre
P5IMDH®* e PDNPP, observa-se que a inclusdo do substrato através do
fragmento 2,4-dinitrofenil leva a uma estrutura aproximadamente 10 kJ
mais estavel em comparacdo ao complexo formado pela inclusdo através
do fragmento fenil. Isso explica porque a reatividade de PDNPP ¢ menor
em comparacao aquela observada para BDNPP: o tempo de residéncia de
PDNPP na cavidade do pilarareno com o grupo de saida posicionado no
interior da cavidade deve prevalecer, competindo significativamente com
a formagdo do complexo produtivo.

No caso do diéster EtDNPP, a Figura 35 mostra que a inclusdo do
substrato pelo fragmento etil ¢ favorecida, de modo que a reatividade
esperada para esse substrato seria em principio semelhante aquela
observada para BDNPP. No entanto, uma analise mais detalhada dos
modos de complexagdo entre EtDNPP e P5IMDHe®" mostra que o
substrato se posiciona 0,2 nm mais perto do centro da cavidade do
pilarareno quando da inclusdo pelo fragmento etil, de modo que o centro
eletrofilico permanece mais blindado e, portanto, o ataque de um anel
imidazol ¢ desfavorecido. Assim, observa-se que para o substrato
EtDNPP, ainda que a formagao do completo produtivo seja favorecida, a
seletividade é também dependente do posicionamento do substrato no
complexo de inclusdo. Diferentemente, o fosforo estd posicionado a
distdncias semelhantes do centro da cavidade do pilarareno para o
substrato PDNPP em ambos os seus modos de inclusao.

Assim, o pilarareno P5IMD, funcionalizado com grupos imidazois,
mostrou-se altamente reativo frente a diésteres de fosfato, com
incrementos de até 10* vezes, em comparagdo com as constantes de
hidrdlise espontanea dos substratos. O efeito catalitico obtido resulta da
formagdo de complexos hospede:hospedeiro, nos quais ocorre uma
interagdo persistente entre os grupos funcionais do substrato e do
nucleofilo. No entanto, ressalta-se que a orientacdo do substrato é
fundamental para a reatividade, sendo que o grupo espectador deve estar
inserido na cavidade do P5IMD, e o grupo de saida, voltado para o
exterior: tal orientagdo permite o alinhamento necessario entre o
nucleofilo e o grupo de saida para uma reag@o do tipo Sn2(P) concertada.
A seletividade de PSIMD, que exige a inser¢ao do substrato na cavidade
de PSIMD por uma conformagdo especifica para que haja reatividade,
permite nomear PSIMD como uma enzima artificial. O ciclo catalitico
completo conta com a formacao de um intermediario fosforoamidato, cuja
hidrdlise regenera o catalisador de partida. No caso do diéster simétrico
BDNPP, devido & presenga de um substituinte 2,4-dinitrofenil no
intermediario fosforoamidato, € possivel que haja a sua substituicao por
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um segundo anel imidazol, levando a formacao de outro intermediario
fosforoamidato cuja hidrolise em duas etapas consecutivas leva a
formagdo de fosfato inorgénico e a regeneracao do catalisador.

4.2 FOTOLISE DO MONOESTER pNPP

A fotoquimica de ésteres de fosfato desenvolveu-se basicamente
por duas razdes, a saber, a remog¢ao de grupos protetores de biomoléculas
através da incidéncia de luz, e a disponibilizacdo de reagentes precursores
em rotas sintéticas.’® Em ambos os casos, os substratos mais utilizados
sdo ésteres de fosfato benzilicos, e houve historicamente menor interesse
no estudo da reatividade fotoquimica de ésteres fosféricos arilicos, isto é,
em que o anel aromatico esta diretamente ligado ao a&tomo de oxigénio do
fosfato.l%* Nesse sentido, pretende-se aqui reportar os resultados de
estudos iniciais da reatividade de ésteres de fosfato arilicos
eletronicamente excitados.

Escolheu-se estudar a reacdo de hidrolise no estado excitado da
espécie dianidnica do monoéster p-nitrofenil fosfato (pNPP), Esquema
38. Além disso, ressalta-se que a escolha desse substrato também reside
no fato de que alguns dos primeiros estudos relacionados a reatividade
fotoquimica de fosfatos organicos, que datam das décadas de 1950 e
1960, envolvem a fotohidrdlise de nitrofenil fosfatos, porém ndo foram
publicados estudos posteriores que detalham os mecanismos de tais
reacdes.

Esquema 38 — Fotdlise do dianion de pNPP.
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A fotohidrélise do pNPP? foi investigada utilizando a técnica de
fotolise por pulso de laser, ja que ela permite analisar cineticamente o
comportamento de espécies transiente em funcdo do tempo através da
detecgdo por UV/Vis. Juntamente com a caracterizagdo de produtos, tal
técnica constitui-se uma ferramenta poderosa para a proposta de
mecanismos de reacdes fotoquimicas. Assim, obteve-se uma série de
perfis de transientes submetendo-se solugBes aquosas equilibradas ao ar
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do dianion pNPP? a um laser de Nd:YAG operado no harménico de 266
nm, e os resultados mostram que o dianion do monoéster € de fato
rapidamente hidrolisado quando encontra-se no estado excitado, porém o
rendimento da reagdo é baixo.

A caracterizacdo dos produtos da reacédo de fotohidrélise de pNPP>
foi realizada através de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD). Para isso, foram preparadas
amostras equilibradas ao ar de pNPP% 0,23 mM em pH 9,0 submetidas a
um numero crescente de pulsos de laser de 266 nm (energia de 18,3
mJ/pulso), e aliquotas das amostras foram submetidas a andlise
cromatogréafica de HPLC-DAD para separagdo e caracterizagdo do
reagente e produtos. Considerando que o p-nitrofenol pode perder o grupo
nitro quando exposto a radiacdo de 266 nm, trabalhou-se com volumes
pequenos de amostra, de maneira que uma dada amostra se encaixa em
sua totalidade dentro do diametro do feixe do laser, e eventuais processos
fotoquimicos consecutivos podem ser designados com confianca.

A analise cromatografica foi realizada com fase mdvel constituida
de 75% &agua e 25% metanol/agua (95:5, v/v) com fluxo isocrético.
Portanto, o pH da fase movel é distinto aquele das cinéticas, e ja que 0s
espectros UV/Vis dependem do estdgio de ionizacdo das diferentes
espécies, os comprimentos de onda para detecgdo por HPLC-DAD serdo
distintos aqueles utilizados para andlise das cinéticas transientes mais
adiante.

Ao selecionar o detector de DAD em 320 nm, o conjunto de
cromatogramas mostrado na Figura 36 é observado, sendo o primeiro
obtido de uma amostra de substrato puro (sem ser exposto a radiacao), e
0s demais cromatogramas referem-se a amostras submetidas a um nimero
crescente de pulsos de laser de 266 nm. Assim, os dados da Figura 36
mostram que a intensidade do sinal do substrato, que possui tempo de
retencdo de 2,70 min, diminui em funcdo do nimero de pulsos de laser,
concomitantemente ao aumento da intensidade do sinal de uma espécie
mais hidrofébica com tempo de retencdo de 8,30 min. Tal tempo de
retencédo e o espectro UV/Vis coincidem com uma analise independente
de um padrdo de p-nitrofenol sob mesmas condigdes cromatogréficas,
confirmando a formagdo de p-nitrofenol/p-nitrofenolato como produto
inicial da fotohidrélise de pNPPZ.

Na Figura 36, o aumento do sinal em 4,62 min mostra a formagéo
de fenol a partir da quebra fotoquimica do produto inicial p-nitrofenol
exposto aos pulsos de laser (o tempo de retencdo e o espectro UV/Vis
coincidem com os dados obtidos de uma amostra de fenol puro em
mesmas condi¢fes cromatogréficas). De fato, o Ultimo cromatograma da
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Figura 36, obtido apds um nimero exaustivo de quase 3000 pulsos de
laser, mostra uma diminuicdo do sinal em 8,30 min concomitante ao
aumento da intensidade do sinal em 4,62 min. Porém, ressalta-se que o
fenol é formado em quantidades significativas somente ap6s a incidéncia
de uma quantidade significativa de pulsos de laser, 0 que mostra que p-
nitrofenol é o Gnico produto aromatico inicial resultante da fotohidrolise
do pNPPZ, De fato, o fenol ndo é detectado no cromatograma obtido apds
a incidéncia de apenas 20 pulsos de laser, por exemplo.

Figura 36 — Cromatogramas de HPLC-DAD de amostras de pNPP? submetidas
a um namero crescente de pulsos de laser de 266 nm (18,3 mJ/pulso), conforme
indicado na figura. O eixo y corresponde a absorbancia em 320 nm. As amostras
encontravam-se equilibradas ao ar, e continham 0,23 mM de pNPP? em 9,0, a 25
°C.
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Os espectros de UV/Vis completos das espécies eluidas em 2,70 e
8,30 min em funcdo do ndimero de pulsos de laser, bem como os dados de
absorbancia no Amax em funcdo do numero de pulsos de laser, sdo
apresentados na Figura 37, e assim como os dados da Figura 36, também
evidenciam o consumo do substrato e a formacéao de p-nitrofenol.

Para a analise dos perfis de transientes, escolheu-se 0 meio aquoso
neutro (pH = 7,0), j& que nessa condi¢do o monoéster encontra-se
exclusivamente na forma diani6nica e sdo evitadas as rea¢des do substrato
com o &cido e base conjugados do solvente. Em um experimento tipico
para obtencéo de perfis de transientes, uma amostra de pNPP em pH 7,0
e 25°C equilibrada ao ar foi irradiada com quatros pulsos consecutivos de
laser de 266 nm, e obteve-se uma média de quatro perfis de absorbancia
em fun¢do do tempo em um dado comprimento de onda. Ao se registrar
uma série de perfis de transientes em diferentes comprimentos de onda,
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podem ser obtidos espectros tipicos de fotélise por pulso de laser, como
mostrado em trés dimensdes na Figura 38.

Figura 37 — Em (A) e (B), espectros de UV/Vis das espécies eluidas em 2,70 e
8,30 min na analise de HPLC da Figura 36, isto é, pNPP e p-nitrofenol,
respectivamente (sdo mostrados dados até 650 pulsos de laser). Em (C),
respectivos valores de absorbancia em funcdo do nimero de pulsos de laser, em
294 nm para o pNPP, e 318 nm para o p-nitrofenol.
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Figura 38 — Espectro de fotdlise por pulso de laser obtido apés a irradiagdo de
uma amostra equilibrada ao ar de pNPP? 0,1 mM em pH 7,0 com pulso de laser
de 266 nm (26 mJ/pulso), a 25°C.
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A Figura 38 fornece um panorama completo da cinética a partir do
estado excitado de pNPP?, fornecendo informagdes de concentragdes de
transientes em fung¢do do tempo e do comprimento de onda. Assim, pode-
se avaliar na Figura 38 como a absorbancia varia em funcdo do tempo
para um comprimento de onda especifico (por exemplo, 400 nm) ou,
alternativamente, em que comprimentos de onda ocorre absor¢do ou
deplecdo em um dado intervalo de tempo. Nesse sentido, a Figura 38
mostra que, apds a incidéncia de radiagdo de 266 nm, sdo observadas
variagdes de absorbancia negativas em comprimentos de onda menores
que 350 nm, ao passo que variacdes positivas sdo registradas em
comprimentos de onda maiores, havendo um méaximo em 400 nm. Em
ambos os casos, de deple¢do ou absorcdo, os valores de absorbancia
retornam a valores proéximos de zero em até 300 ns. Considerando que,
em pH 7,0, o espectro UV/Vis de pNPP? possui uma banda com maximo
em ~320 nm e a espécie p-nitrofenolato absorve em 400 nm, os dados da
Figura 38 sugerem que a deplecdo provavelmente estd relacionada a
transformagdes do substrato eletronicamente excitado, ao passo que as
variagdes positivas de absorbancia em 400 nm referem-se a formagdo do
produto p-nitrofenolato. As variagdes de absorbancia em comprimentos
de onda maiores que 550 nm podem estar relacionadas a eje¢do de
elétrons a partir do substrato eletronicamente excitado e/ou a formagao de
espécies radicalares ao longo da reagao.
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Uma compreensdo mais detalhada dos processos primarios e
secundarios envolvidos na fotohidrélise de pNPP? pode ser realizada
analisando-se as cinéticas transientes em 400 nm, um comprimento de
onda em que absorve o p-nitrofenolato no estado fundamental. Assim,
foram obtidos perfis de transientes em 400 nm excitando-se o substrato
em 266 nm em diferentes temperaturas, como mostra a Figura 39.

Figura 39 — Perfis transientes em 400 nm obtidos ap6s irradiagdo de amostra de
pNPPZ 0,2 mM em pH 7,0 com laser de 266 nm em diferentes temperaturas: 16,3
(a), 25,0 (b), 40,0 (c), e 55,0 °C (d). No detalhe, expanséo dos primeiros 10 ns.
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Na Figura 39, observa-se um aumento inicial rapido de
absorbancia, que alcangca um maximo entre 6 ¢ 8 ns, seguido de um
decaimento exponencial em uma faixa de tempo consideravelmente
maior. Considerando que o anel aromatico deve ser o responsavel pela
absor¢do da radiagdo de 266 nm e formagdo de pNPP?*, entdo pode-se
propor inicialmente que o produto inicial advindo da quebra da ligacdo
O-P do substrato excitado deve ser: (i) p-nitrofenolato eletronicamente
excitado, o qual deve decair ao estado fundamental considerando o tempo
de vida reportado para o fenolato no primeiro estado singleto da ordem
de 3.2 ns,”>!15 ou (ii) p-nitrofenolato diretamente no estado fundamental,
com a quebra da ligagdo O-P levando a desativa¢do do anel aromatico.
Assim, os dados da Figura 39 sugerem que o aumento da absorbancia em
400 nm segue basicamente a formacdo de p-nitrofenolato no estado
fundamental, e o decaimento observado em intervalos de tempo maiores
deve resultar de uma recombinagdo do p-nitrofenolato no estado
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fundamental com o anion metafosfato, levando a formagdo do pNPP? de
partida. Isso explica porque ndo se observa a formagao de um patamar em
400 nm apds o aumento da absorbancia, bem como porque a absorbancia
nao retorna a zero apos o decaimento exponencial. A partir dos valores de
absorbancia no infinito, estima-se a formagdo de 2,0x107 M de p-
nitrofenol ap6s a irradiagdo de 0,2 mM de pNPP? com laser de 266 nm,
indicando que a reacdo de quebra do dianion de pNPP ¢ de fato muito
rapida, mas que a fotohidrolise possui um rendimento muito baixo, da
ordem de 0,001. O Esquema 39 representa o cenario descrito, consistindo-
se uma proposta simplificada de processos primarios e secundarios para
a fotohidrolise do pNPP?* com base nos resultados cinéticos.

Esquema 39 — Esquema simplificado da fotohidrélise de pNPP?,
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Nota-se ainda na Figura 39 que a temperatura apresenta um efeito
negligencidvel no aumento de absorbancia nos primeiros 6-8 ns,
influenciando em maior extensdo a etapa de decaimento exponencial em
tempos maiores (isso € valido para a faixa investigada de 16,3 a 64,0 °C;
o conjunto completo dos perfis obtidos em 400 nm em varias
temperaturas ¢ apresentado no Apéndice B). Esses resultados sio
indicativos de processos que ocorrem em escala de tempo perto do limite
de difusdo, em que a velocidade ¢ mais dependente da estrutura dos
reagentes e da viscosidade do meio, em relagdo a temperatura.

E interessante comparar os dados aqui obtidos aqueles reportados
por Havinga e colaboradores, que investigaram a fotosolvolise do o-, m-
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e p-nitrofenil fosfato.®*# De acordo com os autores, o isdbmero meta era
0 mais reativo, ¢ degradava-se quando solugdes aquosas do substrato
permaneciam expostas a luz branca difusa ou a lampada de Xe. O fato de
ser o isomero meta aquele que sofre hidrolise mais rapidamente no estado
excitado tornou-se interessante por mostrar um padrio de reatividade
contrario ao esperado para o estado fundamental. Estudos
contemporaneos aos de Havinga mostraram o mesmo padrao de
reatividade em reagdes de fotosolvolise de outros grupos funcionais, e
evidenciaram o que foi posteriormente denominado de efeito meta.”
Embora seja evidente a formagao de m-nitrofenol a partir da fotosolvolise
do isdmero meta, ¢ curioso observar que afirmacdes de que o isOmero
para ndo ¢ reativo no estado excitado foram reportadas repetidas vezes
desde a década de 1950, explicitando-se que ndo ha aceleracdo da
hidrolise de tal composto no estado excitado em relacdo a reacdo no
escuro.”*116

Desde as primeiras investiga¢cdes mecanisticas acerca das reagoes
de substituicdo nucleofilica em monoésteres de fosfato, tornou-se bem
estabelecido na literatura a elevada dependéncia em relagdo a acidez do
grupo de saida, com Brg = —1,0 + 0,2 para didnions de monoésteres.>!°
Em consonancia com a baixa dependéncia em relagdo a forca do
nucleodfilo (Buue = 0,15 £ 0,15)2, propde-se que didnions de monoésteres
s30 hidrolisados por um mecanismo do tipo Sn2(P) concertado, passando
por um estado de transicdo em que nucledfilo e grupo de saida se
encontram ambos fracamente ligados ao fosforo.!® Considerando que a
acidez de fendis substituidos ¢ maior no estado excitado’” (por exemplo,
o pK,* do p-nitrofenol é aproximadamente 4,5 unidades menor que o pK,
no estado fundamental''”), seria de se esperar que reagdes que procedem
através de um mecanismo concertado com carater dissociativo, ou mesmo
dissociativo, para bons grupos de saida, seja mais rapida no estado
excitado. Nesse sentido, seria esperado que os isémeros o- e p-nitrofenil
fosfato fossem consideravelmente reativos no estado excitado frente a
reacdo de hidrdlise.

Assim, a predi¢do de uma reatividade (a0 menos modesta) de
PNPP? no estado excitado tem fundamento, e os resultados de fotolise
por pulso de laser, amparados pelos resultados de caracterizagdo de
produtos por HPLC-DAD, mostram que o didnion de pNPP ¢ reativo
frente & hidrdlise quando no estado excitado. Porém, o rendimento da
reacdo ¢ baixo, dificultando a sua observagdo experimental utilizando
fontes de luz mais fracas, por exemplo. A exposi¢ao de amostras aquosas
de pNPP? promove de fato uma aceleragio na hidrolise do substrato em
relagdo a reagdo no escuro: considerando a constante de velocidade de
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hidrolise no estado fundamental de 1,55 x 10% s (a 39°C)*, a observagio
de uma cinética de formacao de p-nitrofenolato em uma janela de tempo
menor que 10 ns apds a excitagdo do substrato permite estimar um
aceleracdo de ao menos 1016 vezes.
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5 CONCLUSOES

As principais conclusdes desta tese de doutoramento sdo

apresentadas abaixo, conforme a divisdo dos capitulos:

1-) Degradacao de diésteres de fosfato por P5IMD:
O npilarareno P5IMD mostrou-se catalitico e seletivo na
degradacéo dos anions dos diésteres de fosfato BDNPP, PDNPP
e EtDNPP em meio aquoso, como resultado da formagdo de
diferentes complexos hdspede-hospedeiro;
Com BDNPP, obteve-se um efeito catalitico de até 10* vezes, em
comparacao a hidrélise espontanea do substrato;
Com PDNPP e EtDNPP, ha duas possibilidades de inclusdo na
cavidade de P5IMD, sendo que somente uma delas é favoravel a
reacdo, isto €, quando o substrato esta incluido na cavidade de
P5IMD atraveés do grupo espectador e o grupo de saida encontra-
se voltado para o exterior;
A formacéo dos complexos ndo-produtivos no caso dos diésteres
assimétricos leva a uma seletividade de P5IMD para a
degradacdo dos substratos na proporcdo de 1 : 7 : 520 para
EtDNPP : PDNPP : BDNPP.

2-) Fotdlise do monoéster pNPP:
A degradacdo fotoquimica da espécie dianidnica de pNPP foi
investigada em meio aquoso através de fotdlise por pulso de
laser. Tipicamente, incidiu-se sobre solugdes aquosas de pNPP?
um feixe de laser de 266 nm, e acompanhou-se a reatividade
decorrente da excitagdo do substrato através de variacOes de
absorbancia em fungéo do tempo com uma lampada pulsada de
Xe ortogonal ao feixe do laser;
A caracterizacdo de produtos por HPLC-DAD confirma que a
fotélise do pNPP? leva a formacéo de p-nitrofenolato e fosfato
inorganico;
Perfis de absorbancia em fungdo do tempo em 400 nm mostram
a formacdo de p-nitrofenolato apés a excitacdo de pNPPZ em
uma janela de tempo menor que 10 ns, 0 que indica que esse
processo é pelo menos 10% vezes mais rapido que a reagdo de
hidrélise da mesma espécie no estado fundamental, sendo
praticamente independente da temperatura na faixa de 16,3 a
64,0 °C;
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e Os mesmos perfis sugerem a recombinagdo de uma fracdo dos
produtos, levando a formacgdo do substrato de partida. Assim,
ainda que a clivagem de pNPPZ no estado excitado seja muito
rapida, o rendimento do processo global é substancialmente
baixo;

e Isso explica as afirmac@es recorrentes na literatura de que a luz
ndo promove aceleracdo na degradacdo do pNPP em meio
aquoso, pois 0 baixo rendimento dificulta a investigacdo da
reacéo.

No capitulo envolvendo a quimica supramolecular, expandiu-se
estudos iniciais envolvendo a utilizacao de pilararenos como catalisadores
para reac@es de transferéncia do grupo fosforila. Os resultados mostraram
gue efeitos cataliticos otimizados podem ser obtidos através da
funcionalizagdo dos macrociclos com grupos especificos, além de
evidenciar efeitos de seletividade de acordo com as estruturas dos
substratos. Essas conclusfes contribuem para o desenho de novos
catalisadores macrociclicos baseados em pilararenos, com foco em uma
maior gama de substratos e aplicacdes.

Por sua vez, no capitulo relacionado a fotoquimica orgénica,
investigou-se a fotodegradagdo de um monoéster de fosfato em meio
aquoso, e mostrou-se que a hidrélise no estado excitado da espécie
dianionica é pelo menos 10'® vezes mais rapida que a reagdo
correspondente no estado fundamental. Esse resultado contradiz
afirmacdes recorrentes na literatura de que tal reacdo ndo ocorre, abrindo
um vasto campo de investigacdo sobre a degradacdo fotoquimica de
monoésteres fosforicos arilicos. Nesse sentido, 0s resultados suscitam
estudos futuros detalhados de relagBes estrutura-reatividade na
fotoquimica de ésteres de fosfato, cujos resultados podem contribuir para
aplicacdes em diversas areas do conhecimento, por exemplo, o desenho
de novos grupos protetores para biomoléculas.
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APENDICE A - DADOS CINETICOS E DE RMN 'H

Figura 1 — Espectros de RMN *H (200 MHz) de amostras de P5IMD 1,5 mM e
BDNPP em diferentes concentragdes, em D,0:CD;OD 65:35 (v/v), pD 5,5, a
25°C. As concentracBes de BDNPP, do espectro inferior ao superior, sdo: 0,5;
1,0;1,5;2,0e 2,5 mM.
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Figura 2 — Perfis de concentracéo de P5IMD na reagcdo com BDNPP em diferentes
valores de pH, conforme indicado na figura, em MeOH:H,0 65:35 (v/v), a 25°C.

-1
obs I's

1E-4{pH =56 .

1E-5

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
[P5IMD] / mM

1E-44pH=6,9

1E-5

1E-6

0,0 0.2 0.4 0.6 0.8 1,0
[P5IMD] / mM

1E-3{pH=7,4 .

1E-4 4

1E-5

1E-6 4

1E-7 T T T T T
4 6 8 10

[P5IMD] / mM

o
N



133

Tabela 1 — Pardmetros cinéticos obtidos com o ajuste do perfil de pH para a reagdo
de BDNPP com P5IMD. Utilizou-se a equagao Kops = Ko + Kari yan + Kan yan + Kon
x2m + Ku yn + K yn, ONde yan, xam, x2m, xH € xn representam as espécies PSIMDH,*,
P5IMDH3®**, PSIMDH,?*, PSIMDH®* e neutra de P5IMD, respectivamente, cujas
reacOes com BDNPP sdo descritas pelas constantes de primeira ordem Kan, Kan,
kon, ku € kn, respectivamente. O termo ko refere-se & hidrdlise espontanea do
substrato.

ko, st 1,90 x 10”7
k4H, st 1,30 x 10°
k3H, st 7,00 x 10-°
kan, 5% 9,00 x 10°°
Kk, st 2,60 x 10+
kn, 51 6,60 x 10
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APENDICE B — DADOS DE FOTOLISE POR PULSO DE LASER

Figura 1 — Perfis transientes em 400 nm obtidos ap6s a irradiacdo de amostras
equilibradas ao ar de pNPP* 0,2 mM, em pH 7,0, com laser de 266 nm em
diferentes temperaturas, conforme indicado na figura. Nos detalhes, expansao dos
primeiros 10 ns.
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APENDICE C - DOUTORADO-SANDUICHE

EFEITO SUPRAMOLECULAR DE p-
SULFONATOCALIX[4]JARENO NA ACIDEZ DE 4-(2-
PIRIDILAZO)-N,N-DIMETIL ANILINA

Trabalho realizado em estagio de doutorado-sanduiche no grupo
de Reactividad y Catdlisis, do Departamento de Quimica Fisica, do
Centro Singular de Investigacion en Quimica Bioloxica e Materiais

Moleculares (CiQUS), da Universidade de Santiago de Compostela, em
Santiago de Compostela/Espanha, sob orientag¢do do Prof. Dr. Luis
Garcia Rio

INTRODUCAO E OBJETIVOS

Em sistemas biologicos, os sitios ativos enzimaticos apresentam
diversas funcionalidades responsaveis por promover um somatorio de
interacdes intermoleculares importantes para o efeito catalitico. Por
exemplo, a liga¢do de um dado substrato a uma enzima pode ser auxiliada
por ligagdes intermoleculares de hidrogénio, bem como por interacdes
eletrostaticas com ions metalicos. Em muitos casos, os substratos
apresentam sitios de protonacao e, considerando as particularidades dos
ambientes disponibilizados por sitios ativos, os valores de pK, dos
equilibrios 4cido/base de um dado substrato quando ligado a um sitio
enzimatico sdo distintos aqueles em meio aquoso puro. Nesse sentido, ¢
de interesse da comunidade académica mimetizar as mudangas de pK,
induzidas por enzimas através do estudo de equilibrios 4cido/base de
sondas organicas em diversos sistemas supramoleculares, englobando
micelas, polimeros e macrociclos.

Assim, inspirando-se em sistemas biologicos, buscou-se avaliar a
habilidade de um calixareno anionico funcionalizado com grupos
sulfonato no anel superior, o p-sulfonatocalix[4]areno (SC4), em alterar
os valores de pK. de dissociagdo acida de uma sonda organica, a 4-(2-
piridilazo)-N,N-dimetil anilina (PADA), Figura C1, bem como determinar
as constantes de associagdo das diferentes espécies de PADA a SC4.



138

Figura C1 — Estruturas de SC4 e PADA.
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SECAO EXPERIMENTAL

Materiais. p-Sulfonatocalix[4]areno (SC4) foi sintetizado conforme
descrito na literatura,! e a sonda PADA foi obtida comercialmente.

Titulacdes espectrofotométricas. Foram realizados basicamente dois
tipos de titulagGes espectrofotométricas, utilizando um espectrofotdmetro
Cary50 da Varian, a fim de investigar os multiplos equilibrios de
protonacdo e associacao envolvendo PADA e SC4: (i) titulagdes variando
a concentracdo de SC4, com [PADA] e pH constantes, e (ii) titulagdes em
fungdo do pH com [PADA] e [SC4] constantes. Em ambos os casos, 0 pH
das solucdes foi ajustado com adigdo de HCI e NaOH, a fim de evitar a
adicdo de tampdes que podem competir com PADA pela ligagdo a SC4.

Anélises de RMN *H. A ligacdo de PADA a SC4 também foi avaliada
por RMN *H, sendo obtidos espectros em D20 a 750 MHz, no Centro de
Apoio Cientifico-Tecnoldxico (CACTUS), da Universidade de Santiago
de Compostela/Espanha.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Como se observa no Esquema C1, o PADA possui dois sitios de
protonagdo, a saber, os atomos de nitrogénio do anel piridinico e do
substituinte dimetil amina, e dada a conjugacao eletronica entre o os anéis
aromaticos e o grupo azo, PADA possui elevada absortividade molar em
meio aquoso, apresentado solugdes com cores bastante distintas
dependendo do pH. Assim, primeiramente realizou-se uma titulacio
espectrofotométrica de maneira a conhecer os espectros UV/Vis das
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diferentes espécies de PADA em meio aquoso, bem como para confirmar
os valores de pK, na auséncia do macrociclo.

Esquema C1 — Equilibrios de protonagdo de PADA em meio aquoso, designacéo
das suas espécies, e das cores das suas solugdes aquosas.

\l N i

NH* N
pKa1 pKaZ

~N ~N ~N

N~ N~ N~
| SNH* | SNH* | SN

Pz = Pz
PADAH ,2* PADAH* PADA

(Amarelo) (Violeta) (Alaranjado)

A Figura C2 apresenta o conjunto de espectros de solu¢des aquosas
de PADA em fun¢do do pH, bem como os valores de absorbancia nos
comprimentos de onda de 466 e 556 nm, e o Esquema C1 acima apresenta
os equilibrios de protonacdo de PADA em meio aquoso com a designacgao
das espécies de PADA. As espécies diprotonada e neutra de PADA geram
solugdes aquosas com cores semelhantes, sendo amarela para PADAH,?",
e alaranjada para PADA, absorvendo ambas fortemente em 466 nm, ao
passo que a espécie PADAH™ gera uma solugdo de cor violeta intensa,
apresentando uma banda com maximo em 556 nm.

As linhas sélidas na Figura C2(B) representam ajustes segundo um
modelo de acido diprdtico, que forneceram os valores de pKai e pKaz de
1,46 e 4,12, respectivamente, consistentes com valores da literatura.?
Nota-se que a acidez do piridinio é menor em comparagdo a do
substituinte dimetilamonio devido a interacdo intramolecular do proton
do piridinio com o nitrogénio do grupo azo através de um anel de cinco
membros.? A Figura C3 apresenta a distribuigdo de espécies de PADA de
acordo com os valores de pK, obtidos.
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Figura C2 — (A) Espectros UV/Vis de solugdes aguosas de PADA 1,93 x 10° M
em funcdo do pH, a 25°C. As setas indicam a variagcdo da intensidade de
absorbancia das bandas com o aumento do pH. (B) Variagfes de absorbancia em
fungdo do pH nos comprimentos de onda de 466 e 556 nm.
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Figura C1 — Gréficos de distribuigdo das espécies de PADA em funcéo do pH, a
25°C.
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Dada a presenca de cargas negativas em SC4, é esperado que os
valores de pKa. de PADA sejam maiores quando a sonda encontra-se
associada ao calixareno, e que as distintas espécies de PADA devem
associar-se a SC4 com constantes de ligacdo diferentes. Ressalta-se que
SC4 isoladamente também apresenta equilibrios de dissociagdo dos
protons dos grupos —OH do anel inferior, com valores reportados de pKai
= 3,28 e pKa2 = 11,50.3 No entanto, a ionizagdo no anel inferior de SC4
pode ser negligenciada no estudo da interagdo entre as trés espécies de
PADA e o macrocilo, sendo a mesma aproximagdo utilizada por outros
autores* em sistemas semelhantes, ja que a geragdo de cargas negativas
no anel inferior é consideravelmente distante do centro da cavidade do
calixareno quando em sua conformacdo de cone e, portanto, também da
molécula hospede em um complexo de estequiometria 1:1. Assim, o
Esquema C2 descreve os equilibrios dcido/base e de associacao esperados
para PADA na presenca de SC4 em meio aquoso, juntamente com a
designacdo das constantes de acidez e de associagdo de cada espécie.

Esquema C2 — Equilibrios de protonacdo de PADA e equilibrios de associacéo
de suas distintas espécies a SC4.
pKa1 pKaz

PADAH ,2* PADAH* PADA
+ HY + H*
+SC4 || K™ + SC4 || Ky +SC4 || K™
o PKa ! . pKaz
PADAH,>*@SC4 =——=  PADAH'@SC4 <——=  PADA@SCH4
+ HY +H*

No Esquema C2, os valores de pK, em meio aquoso ja sdo
conhecidos (conforme determinados acima, ¢ de acordo com a
literatura?). Para detalhar os demais equilibrios, planejou-se uma série de
titulagdes espectrofotométricas para determinar com seguranca as demais
constantes, conforme descrito adiante.

Antes, porém, ressalta-se que a associagdo de PADA ao SC4 foi
confirmada através de RMN 'H em D,O e pD 11,0. O pD elevado foi
escolhido por ser suficientemente distante dos valores de pK, da sonda,
de modo que se garante a presenga somente da espécie neutra, tanto na
fracdo livre quanto na fragdo associada ao calixareno. A Figura C4 mostra
um espectro de RMN 'H de PADA em D>O em pD 11,0 e o assinalamento
de seus protons, consistente com a integral e a multiplicidade, e com base
na literatura.’
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Figura C2 — Espectro de RMN *H (750 MHz) de PADA em D,0 em pD 11,0 e
25°C.
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A Figura C5 apresenta um conjunto de espectros obtidos em pD
11,0, sendo o espectro inferior na auséncia de SC4 (correspondendo ao
espectro da Figura C4), e os demais espectros foram obtidos com
quantidades crescentes do calixareno. Observa-se na Figura C5 um
deslocamento para campo alto dos hidrogénios de PADA com o aumento
da concentragdo de SC4, sendo o maior deslocamento para He,
confirmando a associa¢do de PADA ao calixareno. A Figura C6 apresenta

os valores de deslocamento de Hs em fungao da [SC4], que formam uma
isoterma de associagdo tipica.
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Figura C5 — Espectros de RMN 'H (750 MHz) de PADA (6,61 x 10° M) na
auséncia (espectro inferior) e presenca de diferentes concentragBes de SC4,
conforme indicado na figura, em D,O, em pD 11,0, a 25°C. O assinalamento de
He esta de acordo com a estrutura da Figura C4.
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Figura C6 — Valores de deslocamento quimico de Hg de PADA (6,61 x 10° M)
em funcéo da concentracdo de SC4, em D0, pD 11,0 e 25°C.
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Em meio alcalino, considerando que o complexo formado envolve
um macrociclo negativamente carregado e uma sonda neutra, é possivel
que haja também a ligagdo do contra-ion s6dio com a consequente
formagdo de um complexo ternario através de um mecanismo
cooperativo-competitivo, conforme reportado na literatura para o SC4.°
Ja que em valores de pH menores que 8,0, a protonagao de PADA deve
passar a ser importante, e a formacao de complexos ternarios envolvendo
dois cations ndo deve ocorrer significativamente nessa faixa de pH, de
maneira que os dados da Figura C6 tem como proposito fundamental
comprovar a associagdo de PADA a SC4. Assim, a determinacdo das
constantes de equilibrio e associagdo do Esquema C2 sera realizada
através do tratamento quantitativo de dados de titulagdes
espectrofotométricas, conforme descrito abaixo.

Os valores de pK, da sonda quando associada ao calixareno (pKsy*
e pK:X*) podem ser determinados através de uma titulagdo
espectrofotométrica, obtendo-se o espectro UV/Vis de solugdes de PADA
1,93 x 10 M em presenga de 10 mM de SC4 em diferentes valores de
pH. Mais especificamente, a Figura C7 apresenta os valores de
absorbancia de PADA em 556 nm em funcdo do pH, comparado ao
mesmo perfil obtido na auséncia de SC4.

Figura C7 — Valores de absorbancia em 556 nm em funcéo do pH de solugGes
aquosas de PADA 1,93 x 10°° M na auséncia e presenca de SC4 10 mM, a 25°C.
O perfil na auséncia de SC4 corresponde aquele da Figura C2(B).
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A Figura C7 mostra um comportamento semelhante para os
equilibrios de PADA em meio aquoso quando isoladamente ou quando
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associado ao SC4, e o ajuste da curva de Abs vs. pH obtida em presenca
de 10 mM de SC4 para um sistema de acido diprético permite obter os
valores de pKS¢* = 3,02 + 0,02 e pKs$* = 6,07 + 0,03. Em comporagio
com os respectivos valores em agua, tais dados indicam deslocamentos
positivos de 1,56 e 1,95 para o primeiro ¢ segundo equilibrios de
dissociagdo acida, respectivamente. Assim, conclui-se que SC4 afeta
consideravelmente os equilibrios de protonagdo de PADA devido as
cargas negativas dos grupos sulfonato, que estabilizam as espécies
diprotonada e monoprotonada de PADA.

Uma vez conhecidos todos os valores de pK,, as demais constantes
apresentadas no Esquema C2 podem ser determinadas. Para isso, pode-se
avaliar como sdo alterados os espectros UV/Vis de PADA em fungao da
concentragdo de SC4 em pH fixo. Essa abordagem pode ser
compreendida através de uma comparacao dos valores de absorbancia da
Figura C7 na auséncia e presenga de SC4 para um valor fixo de pH. Em
pH ~ 2, por exemplo, a absorbancia é ~1,0 na auséncia do macrociclo, e
espera-se que a sua adi¢do deva promover uma diminui¢do gradual até
alcancgar o valor de ~0,12 quando em presenga de 10 mM.

De fato, a Figura C8 ilustra um exemplo de experimento realizado
em pH 2,10, em que foram obtidos espectros UV/Vis em funcao da adigdo
de calixareno, e os dados de absorbancia em fun¢do da [SC4] mostram
um perfil tipico de saturagdo. Assim, a Figura C8 ilustra que a adi¢@o do
macrociclo promove uma alteragdo na distribuigdo das espécies de PADA
em pH 2,10 devido a diferenca de valores de pK, de PADA quando na
fase aquosa e quando complexado com SC4, diminuindo a fragcdo da
espécie monoprotonada e favorecendo a presenga da espécie diprotonada.
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Figura C8 — (A) Espectros UV/Vis representativos de solugdes aquosas de PADA
(1,93 x 105 mol L't) em funcdo da concentracdo de SC4, em pH 2,10 e 25°C, e
(B) respectivos valores de absorbancia em 556 nm em fungéo da [SCA4].
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Assim, foram realizadas ao total quatro titulagdes em fungdo da
concentracdo de SC4 em pHs distintos, e a Figura C9 apresenta os valores
de absorbancia em 556 nm vs. [SC4] nos pHs de 5,92; 5,00; 2,87 ¢ 2,10.
As linhas sélidas representam ajustes considerando as espécies presentes
em cada pH, bem como a competicdo das espécies de PADA com os ions
H30" e Na* pela associacdo ao macrociclo. Os ajustes foram realizados
utilizando-se o software DynaFit,” que realiza os ajustes iterativos apds
deduzir as equacdes diferenciais para descrever sistemas em reagao e/ou
em equilibrio.
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Figura C9 — Valores de absorbancia em 556 nm de solugdes aquosas de PADA
(1,93 x 105 mol L'Y) em fungéo da [SC4], em diferentes pHs, a 25°C.
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Sera exemplificado a seguir o procedimento para a realizagdo dos
ajustes utilizando os dados de pH 5,92 (Figura C9). A seguir, serdo
apresentados e discutidos os valores globais obtidos.

Em pH 5,92, PADA encontra-se exclusivamente como a espécie
neutra em agua, de maneira que o aumento da absorbancia em 556 nm
nesse pH descreve a associacdo da espécie neutra seguida de sua
protonacdo. Nesse pH, as concentracdes das espécies diprotonada de
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PADA ¢ do ion H30" sdao negligenciaveis, ¢ é necessario considerar
somente a competicdo de PADA com Na* pela associacdo ao SC4. A
formagdo do complexo Na@SC4 foi investigada anteriormente, ¢ a
constante de associagdo reportada ¢ Kys* = 183 M-1.8 O Esquema C3
resume o panorama descrito, com base no qual ajustou-se o perfil em pH
5,92, utilizando-se os valores conhecidos para Ko e pK3-#, e obteve-se

o valor de K§¢* = 637 M.,

Esquema C3 — Associagdo de PADA a SC4, e competi¢do com Na*.
PADAH*@SC4

SC4_

+ H* | pKaz = 6,07

SC4
PADA + SC4 <=————> PADA@SC4

+

Na*

KNa' =183 M

Na*@SC4

Os ajustes dos dados nos outros pHs (Figura C9) foram realizados
de modo semelhante, considerando a presenca das diferentes espécies de
PADA em cada condigdo, bem como de Na* e H3O*. Utilizando os dados
obtidos em cada ajuste, bem como as rela¢fes expressas pelas equagoes
C1 e C2, deduzidas a partir do Esquema C2, foram obtidos K3* = 5,67
x 10* M1 e K54 =2,06 x 106 ML,

s KBRS (©)
M TR
s RS (©3)
5 Tk

As constantes de associagado e acidez obtidas estdo sumarizadas na
Tabela C1, onde se pode observar que o valores das constantes de
dissociacdo acida das espécies protonadas de PADA diminuem (portanto,
os valores de pK, aumentam) quando a sonda encontra-se ligada a SC4,
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conforme discutido anteriormente, e que os valores das constantes de
associacdo seguem a ordem K5 > K5t > K34, Esse comportamento é
esperado, ja que as interagdes eletrostaticas das cargas negativas dos
grupos sulfonatos devem ser maiores com o dication de PADA em
comparagdo com o monocéation. Por fim, a espécie neutra liga-se mais
fracamente ao calixareno, j& que a ligacdo deve ser governada
majoritariamente por efeito hidrofébico.

Tabela C1 — Valores das constantes de associagdo das espécies de PADA a SC4,
e valores das constantes de dissociacdo acida em agua e quando complexado a
SC4.

Equilibrios de protonagéo Equilibrios de associagdo
pKa1 1,46 K5S¢ I Mt 2,06 x 106
PKa3 4,12 K5t 1Mt 5,67 x 10
pK* 3,02 KSC4 /M1 637
pKc4 6,07
CONCLUSOES

O calixareno SC4 possui a habilidade de alterar os equilibrios de
dissociacdo acida da sonda PADA através de interac@es intermoleculares.
A ligacdo do PADA ao SC4 foi evidenciada por RMN H, através do
deslocamento para campo alto dos hidrogénios da sonda, e os multiplos
equilibrios envolvidos, de protonacao e de associacdo, foram investigados
através de espectrofotometria UV/Vis, ja que as diferentes espécies de
PADA absorvem em comprimentos de onda distintos. Foram observados
deslocamentos positivos para pKaz e pKa2 de ~1,5 e ~2,0, respectivamente,
e as constantes de associacao das espécies diprotonada, monoprotonada e
neutra de PADA estdo na faixa de ~600 a ~10% M-, aumentando
juntamente com o nimero de cargas positivas na sonda.
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ANEXO A - DADOS DE RMN 3!p

A Figura 1 apresenta os espectros sucessivos de RMN 3P, obtidos
por Liz e colaboradores,* referentes a cinética de P5IMD com BDNPP.

Figura 1 — Espectros sucessivos de RMN 3P de BDNPP na reagdo com P5IMD
em diferentes intervalos de tempo, conforme indicado na figura. Condigdes:
H,0:MeOH 70:30 (v/v), pD 9,5, 25°C.!
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