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RESUMO

Esta tese de doutoramento estd dividida em 3 capitulos correlacionados. No primeiro, foram
investigadas as reagdes de descarboxilacao de dois derivados nitrados do &cido 3-carboxi-1,2-
benzisoxazol (CBI), o 6-NitroCBI e o 5,6-DinitroCBI. O estudo foi realizado tanto na auséncia
quanto na presenca de pilar[n]arenos (n = 5 e 6) funcionalizados com grupos trimetilamonio
(PSA e P6A, respectivamente). Na auséncia dos macrociclos, o 5,6-DinitroCBI apresentou
maior reatividade em solugdo e maior estabilidade térmica no estado solido. Calculos
computacionais revelaram estados de transi¢ao similares para ambos os CBIs. Na presenca dos
pilararenos as reagdes foram catalisadas, exceto o sistema 6-NitroCBICP5A que apresentou
efeitos inibitorios. Os dados experimentais e simula¢des de dinamica molecular elucidaram os
efeitos cataliticos e inibitorios como resultado de 3 principais fatores: (1) alteracdo do nimero
de ligacdes de hidrogénio entre o solvente (H20) e o grupo carboxila dos CBls, (2) mudanga na
polarizagao da ligacdo O-N do anel isoxazol e (3) redugdo do efeito indutivo do grupo NO: por
efeitos de campo. No segundo, foi investigada a decomposicao do acido 2-carboxiftalanilico
(CPA) na presenca do P5A e P6A. Apenas o PSA apresentou influéncia cinética sobre a reagao,
com aumento dos efeitos inibitdrios em dire¢do ao pH fisiologico. Os dados de RMN (titulagao
e ROESY) e ESI-MS elucidaram a geometria do complexo como R:S;. O tratamento dos dados
revelaram a ocorréncia de inversao de cooperatividade (negativa para positiva) com o aumento
do pH, um comportamento similar ao observado em enzimas alostéricas. O mecanismo
inibitoério foi elucidado com base na teoria espaco-temporal, sendo a restrigdo dos grupos
carboxila do CPA o fator determinante sobre os efeitos observados. No terceiro, dados
preliminares mostraram grande faixa de tamponamento (pH 3,2-7,2) para o pilar[S]areno
funcionalizado com grupos carboxila (P5C). Seu reconhecimento molecular sobre a
metanfetamina (MA) em condi¢des proximas a fisioldgica apresentou indicios de um sistema
R2:S (K11 e Kz iguais a 23,42 e 28,72 L-mol™!, respectivamente) com capacidade de
autoconversao para R:S com dependéncia pela concentracdo de MA. Todos os trés capitulos
desenvolvidos nesta tese tiveram o conceito de reconhecimento molecular como principio base
dos efeitos cinéticos observados (catalise ou inibi¢do) e das perspectivas de aplicagao (sensores

quimicos, entrega controlada e terapia de associagao).

Palavras-chave: Pilarareno. Receptor-substrato. Supramolecular.



ABSTRACT

This doctoral thesis is divided into 3 correlated chapters. In the first one, the decarboxylation
reactions of two nitrated derivatives of 3-carboxy-1,2-benzisoxazole acid (CBI) were
investigated, 6-NitroCBI and 5,6-DinitroCBI. The study was performed both in the absence and
in the presence of pillar[n]arenes (n = 5 and 6) functionalized with trimethylammonium groups
(P5A and P6A, respectively). In the absence of the macrocycles, the 5,6-DinitroCBI presented
higher reactivity in solution and thermal stability in solid state. Computational calculations
revealed similar transition states for both CBIs. In the presence of the pillararenes the reactions
were catalyzed, except for the 6-NitroCBICP5A system that presented inhibitory effects. The
experimental data and molecular dynamics simulations elucidated the catalytic and inhibitory
effects as a result of 3 main factors: (1) change in the number of hydrogen bonds between the
solvent (H20) and the carboxyl groups of the CBIs, (2) change in the polarization of the O-N
bond of the isoxazole ring and (3) reduction of the inductive effect of the NO2 group by field
effects. In the second, the decomposition of 2-carboxyphthalanilic acid (CPA) was investigated
in the presence of PSA and P6A. Only PSA showed kinetic influence on the reaction, with
inhibitory effects increased towards the physiological pH. NMR (titration and ROESY) and
ESI-MS data elucidated the geometry of the complex as R:S>. The data analysis revealed the
occurrence of cooperativity inversion (negative to positive) with increasing pH, the similar
behavior to that observed in allosteric enzymes. The inhibitory mechanism was elucidated
based on the spatiotemporal theory, with the restriction of the carboxyl groups of CPA being
the determining factor on the observed effects. In the third, preliminary data showed a wide
buffering region (pH 3.2-7.2) for the pillar[5]arene functionalized with carboxyl groups (P5C).
Its molecular recognition on methamphetamine (MA) at pH close to physiological presented
evidence of R»:S system (Ki:1 and K> values of 23.42 and 28.72 L-mol’!, respectively) with
autoconversion capacity for R:S depending on the MA concentration. All three chapters
developed in this thesis had the concept of molecular recognition as the basic principle of the
observed kinetic effects (catalysis or inhibition) and of the application perspectives (chemical

sensors, drug delivery and association therapy).

Keywords: Pillararene. Receptor-substrate. Supramolecular.
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1 INTRODUCAO

Uma breve revisao bibliografica com conteudo estritamente selecionado ¢ apresentado
neste topico. A abordagem de conceitos relacionados a quimica supramolecular, as reagdes
modelo e moléculas alvo preparam os leitores para melhor compreensdo dos topicos
subsequentes. Além disto, ao longo do trabalho e principalmente nos topicos “materiais e
métodos” e “resultados e discussao” sao apresentadas metodologias e fundamentos que podem
ser aplicados na elucidagdo de sistemas supramoleculares envolvendo diferentes técnicas.

Como fruto dos trabalhos realizados pelo doutorando, é apresentada uma investigacao
completa envolvendo o reconhecimento molecular de diferentes pilararenos (cationicos e
anidnicos de diferentes tamanhos de cavidade) sobre trés classes de substratos orgénicos:
derivados do acido 3-carboxi-1,2-benzisoxazol (2 substratos nitrados), amidas ftalicas (1
substrato) e anfetaminas de abuso (1 substrato). Estas investigacdes contaram com
experimentos de cinética por UV-Vis, titulacdo potenciométrica, RMN (titulagdes de 'H e
ROESY de 'H-'H), ESI-MS, eletroforese capilar, calculos computacionais e simulacdes de
dindmica molecular. A partir disto, elucida¢des foram alcancadas para todos os efeitos cinéticos
observados, para a afinidade entre receptores e substratos e para a dinamica de formagao e
interconversao dos complexos receptor-substrato. Desta forma, esta tese oferece contetido
académico de qualidade aos leitores interessados em sistemas supramoleculares do tipo
receptor-substrato, sendo ainda abordado assuntos relacionados as perspectivas de aplicagao

dos pilararenos.

1.1 A QUIMICA SUPRAMOLECULAR

A grande maioria dos trabalhos em quimica mantiveram-se direcionados quase que
estritamente para investigacdes envolvendo interagdes covalentes. Com o passar dos tempos, a
descoberta das interagdes intermoleculares e sua grande participagdo nos sistemas bioldgicos
deu inicio a diversos campos de estudo dentro e fora da quimica, sendo a quimica
supramolecular (QS) uma delas.! A Figura 1 apresenta algumas das propriedades intrinsecas
tanto dos sistemas moleculares quanto dos supramoleculares, bem como as compartilhadas

entre si.
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Figura 1 - Diagrama de Venn representando as propriedades intrinsecas e compartilhadas entre
as quimicas molecular e supramolecular, adaptado da literatura.’
Sistemas Sistemas
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A QS ¢ precisamente definida pela IUPAC (Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada) como “um campo relacionado a espécies de maior complexidade, sendo estas
formadas por unidades menores mantidas juntas por interagdes intermoleculares”.® Esta
definigdo ¢ capaz de abranger diversos tipos de sistemas artificiais poliméricos,*> micelares,®’
nanoparticulados associadas a macrociclos®® e uma infinita gama de sistemas possiveis, bem
como a grande diversidade de sistemas bioldgicos naturais.!®!! Estas estruturas podem ainda
apresentar comportamentos responsivos a determinado tipo de estimulo fisico ou quimico,
como variag¢do da temperatura,'? luminosidade,'® pH,'* corrente elétrica,'> e outros.

Arquiteturas quimicas supramoleculares fascinantes tém sido desenvolvidas nos
ultimos anos. No ano de 2016, a QS tornou-se ainda mais forte apos trés pesquisadores serem
laureados com o Prémio Nobel de Quimica pela grande contribui¢dao no planejamento e sintese
das “maquinas moleculares”. Estas estruturas sdo classificadas como supramoleculares e
promissoras, por exemplo, na conversdo de energia quimica em forga mecanica e movimento.
Um exemplo de méquina molecular biologica ¢ a cinesina, uma proteina que movimenta-se ao
longo de microtubulos usando a hidrolise do ATP (trifosfato de adenosina) como fonte
energética.'®

Conceitos de automontagem sdo considerados como fundamentais na construgdo de
micro e nanoestruturas supramoleculares, sendo comumente empregados processos de

\

automontagem bottom-up (de baixo para cima), ou seja, de por¢cdes menores a estruturas
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maiores. Na literatura ¢ nitida a diversidade de novas estruturas moleculares desenvolvidas e
aperfeicoadas para uso na formagdo de sistemas supramoleculares. Neste contexto, as
associagdes do tipo receptor-substrato (R:S) tém representado uma grande parcela dos trabalhos

publicados em QS.

1.1.1 Associacao receptor-substrato

Trabalhos pioneiros evolvendo associagdes R:S tiveram grande sucesso no
desenvolvimento de receptores moleculares de alta seletividade, sendo estes empregados
primeiramente no reconhecimento molecular de substratos metalicos cationicos. Estas
contribui¢des renderam o Prémio Nobel de Quimica de 1987 para trés pesquisadores: Donald
J. Cram, Jean-Marie Lehn e Charles J. Pedersen.!” Pedersen e Lehn foram os criadores dos
éteres-coroa e criptantes (Figura 2), respectivamente. Apoés isto, Lehn e Cram continuaram a
aperfeigoar tais compostos ciclicos no intuito de aumentar sua seletividade sobre determinados
metais, levando Cram a publicar um trabalho intitulado “Host-Guest Chemistry”,'* onde foram
definidas as abordagens da pesquisa premiada. Apds isto, diversas contribuigdes oferecidas
principalmente por Cram ajudaram na compreensao de sistemas bioldgicos, como o transporte

de ions via membranas biologicas.

Figura 2 - Representagdo estrutural do éter 12-coroa-4 (A, de Pedersen), 2,2,2-criptante (B, de
Lehn) e de um esferando (C, de Cram), todos associados a cations metalicos do grupo I da
tabela periddica.

(A) (B) (©)

No campo da QS, as associagdes do tipo R:S descrevem complexos formados por dois
ou mais componentes (moléculas ou ions) unidos por interagdes intermoleculares.

Intuitivamente, este tipo de associacdo oferece a ideia de reconhecimento molecular do receptor
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sobre o substrato, sendo muitos dos sistemas R:S ja desenvolvidos mencionados como enzimas

19,20 21,22

artificiais ou sistemas miméticos enzimaticos.

A formagdao do complexo de inclusdo ocorre como resultado da redugdo da energia
total dos componentes quando no complexo. Em outras palavras, se o substrato encontra um
ambiente de minimizagdo energética no sitio de ligacao do receptor, a formagao do complexo
é favorecida, ou seja, AG® < 0.2° Diversos fatores influenciam na energia livre do receptor e
substrato tanto em solucdo (ou fora do complexo) quanto no complexo, sendo as interagdes
intermoleculares entre eles as principais forgas motrizes responsaveis pela minimizagao
energética. Neste contexto, diversos tipos de interacdes intermoleculares podem estar presentes
em um complexo R:S, com destaque para as resultantes de efeitos hidrofobicos, eletrostaticas,
ligacdes de hidrogénio, envolvendo os sistemas n (n-n, CH-m, ion-m) e ligacdes de halogénio.

As interagdes por efeitos hidrofobicos (Figura 3A) ocorrem entre duas espécies
apolares quando em meio aquoso, sendo a geometria do complexo a mais favoravel para
exclusdo de 4agua.’* Associagdes deste tipo reduzem significativamente a energia do sistema,
uma vez que a alta ordena¢ao das moléculas de d4gua em sua interface ¢ reduzida. Estes efeitos
sdo comumente discutidos como uma das principais for¢as motrizes envolvidas na formagao de
complexos R:S,>?¢ desde que o sistema encontre-se em meio aquoso e o sitio de ligagdo do
receptor seja parcial ou totalmente hidrofobico.

A ionizagdo do receptor e substrato, quando com cargas opostas, ¢ um fator de grande
potencial para promover a formacdo do complexo R:S (Figura 3B). A magnitude destas
interacdes € considerada de significativa superioridade a de efeitos hidrofobicos. Em fase
gasosa, sua forca ¢ considerada proxima a das ligagdes covalentes, no entanto, solventes com
grandes constantes dielétricas reduzem sua magnitude por efeitos de solvatagio.?’

As ligagdes de hidrogénio (Figura 3C) sdo as interagdes ndo-covalentes mais comuns
tanto nos complexos artificiais quanto nos naturais bioldgicos, sendo de fundamental
importancia para a manutencdo da vida. Sua forga € varidvel e depende de diferentes fatores,
por exemplo, da eletronegatividade do 4tomo ligado diretamente ao hidrogénio. Por exemplo,
em fase gasosa a entalpia da interacio [F---HF] de aproximadamente -40 kcal-mol™! ¢
consideravelmente maior do que a observada para a interagdo [H-O-H---OH3], esta tltima de
aproximadamente -3 kcal-mol'.?®?° Estas interagdes sdo extensivamente encontradas na
natureza, sendo as ligacdes de hidrogénio entre os pares de bases nitrogenadas no ADN (4cido

desoxirribonucleico) um dos exemplos mais conhecidos.*
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A presencga de sistemas 7 na estrutura de um ou de ambos os componentes do complexo
oferecem novas possibilidades de interagdes intermoleculares entre eles. Interagcdes areno-areno
sao comuns envolvendo receptores e substratos contendo estas por¢des em suas estruturas
moleculares. Na Figura 3F-H estdo apresentadas as estruturas de empilhamento em forma de T,
em sanduiche e em paralelo deslocado, todas capazes de minimizagdo energética em interagdes
areno-areno. Em fase gasosa, a interagdo benzeno-benzeno atinge maior minimizagao
energética no empilhamento em forma de T. Isto ocorre pela interacdo entre a densidade
eletronica de um dos benzenos e o hidrogénio parcialmente positivo do outro. Em contrapartida,
interagdes entre benzeno e benzenos substituidos deficientes eletronicos (como no CgFe)
apresentam preferéncia pela estrutura em sanduiche, sendo esta geometria a mais favoravel para

minimizacdo energética.’!*

Figura 3 - Representagdo estrutural de interacdes intermoleculares por efeito hidrofébico (A),
eletrostatica (B), ligagdo de hidrogénio (C), cation-rn (D), anion-nt (E), empilhamento em forma
de T (F), em sanduiche (G) e em paralelo deslocado (H), todas favoraveis para minimizagdo
energética.
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Os sistemas © podem ainda interagir com espécies i0nicas, dando forma as interagdes
do tipo cation-m ou anion-w (Figura 3D-E). A for¢a das interagdes cation-m ¢ considerada de

grande magnitude. Em fase gasosa, a energia de interagdo entre o cation Li" com benzeno e
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etileno foram determinadas como -38 e -19 kcal-mol’!, respectivamente. Além disto, diversos
estudos mostram que estas interacdes podem contribuir em até 5 kcal-mol™! para a formagdo de
complexos, tornando-as competitivas com os demais tipos de interagdes.>® J4 as interagdes
4nion-m sdo comuns e exploradas envolvendo anions e sistemas © deficientes de elétrons.>* Por
exemplo, as energias de interagdo entre o anion F~ e os sistemas wda 1,3,5-triazina e do trifluoro-
1,3,5-triazina (Figura 3E) foram calculadas para -9,2 e -24 kcal-mol’!, respectivamente.”

O numero e a diversidade de interagdes intermoleculares entre receptor e substrato sao
fatores de grande importancia para o planejamento de novos sistemas altamente seletivos. No
entanto, os trabalhos encontrados na literatura comumente fornecem resultados experimentais
ausentes de metodologias ou estratégias empregadas no planejamento de tais sistemas. Com
isto, nota-se a necessidade do desenvolvimento de métodos ou elaboragdao de tendéncias que
possibilitem a construgdo de sistemas ndo baseados somente na tentativa ¢ erro. Para isto,
diversos tipos de macrociclos t€ém sido desenvolvidos e aperfeicoados para atuarem como

estruturas reconhecedoras de espécies organicas e inorganicas, com destaque para os

36-38 39-41 42,43

calixarenos, as cucurbiturilas, as ciclodextrinas e os pilararenos,***° todos

apresentados na Figura 4.

Figura 4 - Representagdo estrutural dos macrociclos p-sulfonatocalix[4]areno (A), a-
ciclodextrina (B), cucurbit[6]urila (C) e pilar[5]areno (D).
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1.1.2  Os pilararenos e suas aplicacoes

Em 2008, Tomoki Ogoshi reportou os pilararenos como uma nova classe de
macrociclos,?’” sendo atualmente considerada como a mais recente e uma das mais populares

classes de hospedeiros utilizadas na formagao de complexos R:S. Outro fator em destaque ¢ a
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interdisciplinaridade alcangada por estes compostos, reconhecida pela diversidade de trabalhos

48,49 50,51 52,53

voltados para as areas de quimica analitica, alimentos, materiais, medicinal ou

436 ambiental®’ e outras.

terapéutica,

Desde a sua repercussao, o numero de publicagdes envolvendo o uso de pilararenos como
estrutura reconhecedora tem crescido ao longo dos anos. A Figura 5 mostra o resultado de uma
pesquisa realizada nas bases de dados da Web of Science no més de margo de 2019. Para isto,
considerou-se apenas os termos pillararene, pillararenes, pillar[5]arene e pillar[6]arene
presentes nos principais topicos (titulo, resumo e palavras-chave), sendo observado um perfil
exponencial crescente com irregularidade apenas entre o 7° ¢ 9° ano apds a publicacdo do
primeiro trabalho. Estes dados representam o crescimento na popularidade desta classe de
compostos e sdo compreensiveis por sua caracteristica de versatilidade ja constatada. Isto ¢
justificavel pela maior capacidade de modificagdo estrutural dos pilararenos quando comparado
com as demais classes de macrociclos. A possibilidade de modificacdo tanto na regido
aromatica (cavidade) quanto na alifatica dos pilararenos sdo caracteristicas desejaveis no
ambito da pesquisa, motivando diversos pesquisadores a empregar esta classe de receptores em

seus estudos.

Figura 5 - Numero de trabalhos publicados por ano com os termos “pillararene”,
“pillararenes”, “pillar[5]arene” e “pillar[6]arene” presentes nos principais topicos (titulo,
resumo e palavras-chave) dos artigos cientificos. Pesquisa realizada em margo de 2019,
considerando todas as bases de dados da Web of Science. Inserido estdo os mesmos dados

apresentados na forma de simbolo e linha.
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A estrutura bdasica destes macrociclos ¢ constituida por mondmeros de hidroquinona
unidos por pontes de metileno na posi¢ao para. A configuragdo desta porcao confere alta
simetria e rigidez a sua cavidade, fator essencial para manutencdo das propriedades de
seletividade nesta regido. Adicionalmente, a alta densidade eletronica e hidrofobicidade dentro
da cavidade destes macrociclos fazem deles 6timos receptores para substratos com porgdes
hidrofdbicas e deficientes de elétrons, como alcanos,’®> alcanodiaminas,*® sais de amonio

62-64 o diversas outras classes estruturais

secundarios e quaternarios,®®®! derivados de piridinio
com propriedades similares.

Quando comparado as demais classes de macrociclos, os pilararenos apresentam
caracteristicas particulares e vantagens estruturais, como a facilidade em serem funcionalizados
com grupos organicos neutros, catidnicos ou anidnicos, como demonstrado na Figura 6. Esta
caracteristica confere aos pilararenos a possibilidade de modulacao da solubilidade frente a
diferentes solventes, ja sendo reportado diversas estruturas com solubilidade adequada tanto em
dgua quanto em diferentes solventes organicos.®>*” Além disto, torna-se possivel a promogio

de maior nimero e diversidade de interagdes intermoleculares com o substrato para aumento

da afinidade entre eles.

Figura 6 - Representagdo estrutural em 3D para o 1,4-dimetoxipilar[5]areno (A),
carboxilatopilar[5]areno ou P5C (B), trimetilamoniopilar[S]areno ou P5A (C),
imidazolpilar[S]Jareno ou P51 (D), ndo-simétricolpilar[5S]Jareno (E)®® e ndo-
simétrico2pilar[5]areno (F)®.
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Na literatura, diversos sdo os métodos empregados na ciclizagdo e funcionalizagdo de

67,70,71

pilararenos, e as propriedades intrinsecas alcancadas pelas estruturas moleculares fazem

19,72

deles receptores ideais para aplicagdo como catalisadores em reacdes organicas; canais

73,74 75,76

transmembranas; entrega de farmacos; sensores quimicos para cétions,”’

anions’® e

79,80

moléculas organicas; e outras.

A alta eficiéncia catalitica observada em estruturas naturais, como nas enzimas,’!®
tem inspirado varios grupos de pesquisa no desenvolvimento de macromoléculas artificiais

84-87

capazes de atuar como nanoreatores, ja sendo reportado diversos sistemas capazes de

aumentar em vérias ordens de grandeza a constante de velocidade em rea¢des organicas.®s%
Dois trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa determinaram as vias mecanisticas
e magnitudes dos efeitos cataliticos de pilararenos sobre reagdes de desfosforilagdo de ésteres
de fosfato. No primeiro (Figura 7A),”* o trimetilamoniopilar[5]areno (P5A) apresentou alta
afinidade (K11 = 5.150 £ 660 L-mol ™) e efeito catalitico de 10 vezes sobre a reagio de hidrdlise
do monoéster 2,4-dinitrofenilfosfato (DNPP). Os dados permitiram atribuir tal efeito a
simultanea desestabilizacdo do DNPP (pela modificacdo das propriedades estruturais da agua)
e estabilizagio eletrostatica do produto POs*. No segundo (Figura 7B)," o
imidazolpilar[S]areno (P5I) demonstrou ser um eficiente catalisador supramolecular na
desfosforilagdo de diferentes ésteres de fosfato. Reportada como uma enzima artificial, o P5I
apresentou maior afinidade (K11 = 7.170 = 26 L-mol!) e eficiéncia catalitica (ki.1/k, = 10%)
sobre o diéster bis-(2,4-dinitrofenil)fosfato (BDNPP), efeitos cinéticos resultantes da catalise
nucleofilica exercida pelos grupos imidazois do pilarareno.

Figura 7 - Representacdo do ciclo termodinimico para o DNPPcP5SA (A)”

nucleofilico no sistema BDNPPcP5I (B),!” adaptados da literatura.
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Assim como na catalise, o uso destes macrociclos artificiais no intuito de inibir total
ou parcialmente determinadas reagdes organicas ¢ de grande interesse, por exemplo, para a
preservacao de espécies altamente reativas. O ciclobutadieno (Figura 8-A-f), por exemplo, ¢
altamente instavel e sofre rapida expansdo do anel para formacao do ciclooctatetraeno (Figura
8-A-7). No entanto, em 1991 sua sintese foi realizada na cavidade de um carcerando (Figura 8-
B), sendo a variacdo da temperatura a condi¢do empregada no controle de saida e entrada das
espécies envolvidas em sua sintese. Em resumo, o sistema mostrou-se altamente eficiente em
reduzir a reatividade das espécies envolvidas nas transformag¢des da o-pirona ao
ciclooctatetraeno, tornando capaz a visualizagdo de praticamente todas as espécies por analises

de RMN de 'H.”!

Figura 8 - Transformagdes térmicas e fotoquimicas da a-pirona (A) e estrutura molecular do
carcerando (B) empregado na estabilizacdo das espécies envolvidas em sua conversdo
(adaptado da literatura).”!
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Adicionalmente, a ideia de inibigdo mostra-se como uma ferramenta valiosa tanto para
investigacao mecanistica quanto para aplicagdes nos diversos setores, e para isto, os pilararenos
ja tém sido empregados. Num estudo recente,””> um sistema formado por
trimetilamodniopilar[6]arenos (P6A) encapsulados em micelas mostrou-se eficiente em
direcionar-se para dentro de células através de receptores de folato, receptores comumente
encontrados em células cancerigenas KB. Apos este processo de endocitose, a alta afinidade
entre o pilarareno e o ATP (trifosfato de adenosina) intracelular (Ki.1 =152.000 + 16.000 L-mol

1 resultou em efeitos inibitorios sobre a hidrélise do organofosforado, sendo a supressdo desta
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fonte energética o fator chave para o bloqueio da bomba de efluxo. Com isto, a evasdo
intracelular de doxorrubicina, um farmaco quimioterapico, foi reduzida a ponto de atingir
concentragdes capazes de aumentar a eficiéncia da terapia anticancer, como representado na

Figura 9.

Figura 9 - Ilustragdo esquematica da preparacdo das micelas e do possivel mecanismo para
inibicdo da bomba de efluxo via formag¢do do complexo R:S entre o P6A e o ATP intracelular
(adaptado da literatura).”?
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Os exemplos supracitados expoem a grande importancia em desenvolver pilararenos
seletivos capazes de gerar efeitos cinéticos sobre determinadas reagdes organicas, seja de
catalise ou de inibic¢do, possibilitando atingir aplicagdes de grande contribuicdo aos setores de
interesse.

E notavel que nos ultimos anos o avango em tecnologias de carreamento de farmacos
tem evoluido significativamente para diversos tipos de patologias, deixando as terapias
farmacoldgicas cada vez mais eficientes e livres de efeitos colaterais. Tais mecanismos sao
comumente denominados de entrega controlada de farmacos (do inglés, drug delivery). Para
isto, uma série de pilararenos tém sido preparados, por exemplo, com porcdes anfifilicas para
entrega de drogas, muitos destes sistemas sendo responsivos a diferentes estimulos

externos.”>”3
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Um sistema micelar baseado em copilar[5]arenos ramificados com polietilenoglicol
foi desenvolvido para o encapsulamento e carreamento de farmacos hidrofobicos em geral. Os
estudos foram realizados para encapsulacdo da doxorrubicina, um farmaco comum para
tratamento anticancer. O sistema mostrou-se eficiente na liberagdo do fAirmaco em resposta a
catalise enzimatica promovida por enzimas ativas, tais como a L-asparaginase. As micelas
carregadas com doxorrubicina apresentaram citotoxicidade significativa para células

cancerigenas, tais como a MCF-7 (Figura 10).”*

Figura 10 - Representacdo esquemadtica da formag¢do de micelas e do encapsulamento de
doxorrubicina no seu nucleo hidrofobico. Em seguida, hd a clivagem enzimatica para a
liberagdo do farmaco (adaptado da literatura).”*
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Os pilararenos tém sido empregados ainda no desenvolvimento de sensores quimicos

63,64,95

para uma variedade de analitos organicos e inorganicos, como para agrotoxicos, cations

49.77.96.97 aminoacidos’® e diversas outras classes de analitos.

€ anions,

Um complexo R:S fluorescente formado pelo trimetilamoniopilar[S]areno (P5SA) e
uma naftilimida foi empregado como sensor quimico seletivo para ions Fe** e F~ em meio
aquoso, sendo que este aumenta e aquele reduz a emissio de fluorescéncia.’® Para este sistema,
testes de falso positivo validaram sua seletividade diante diversos cations e anions, sendo

proposta sua aplicagdo através de fitas de teste rapido para uso em campo (Figura 11).
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Figura 11 - Representacio esquemética do sensor quimico naftilimidacP5A.%
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Em outro trabalho,*® uma forte associagdo R:S entre o trimetilamoniopilar[6]areno

(P6A) e o dapoxil sulfonato de sdédio (DSS) foi observada em meio aquoso e pH fisiologico
(K11 = 17,62 x 10* L-mol ™). Este complexo apresentou grande emissdo de fluorescéncia, sendo
empregado como sensor quimico para mono-, di- e trifosfato de adenosina (AMP, ADP ¢ ATP,
respectivamente) via deslocamento do indicador fluorescente. Em resumo, o sistema mostrou-
se seletivo para ATP (Ki.1 = 4,45 x 10° L-mol!), sendo o tinico organofosforado capaz de

superar a afinidade entre o DSS e o P6A (Figura 12).

Figura 12 - Representacdo esquematica para a formacdo do sensor quimico fluorescente
DSScP6A, seguido do deslocamento do DSS para a formag¢ao do complexo ATPcP6A nao-
fluorescente (adaptado da literatura).*s
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12 REACAO MODELO 1: DESCARBOXILACAO DO ACIDO 3-CARBOXI-1,2-
BENZISOXAZOL E SEUS DERIVADOS

Uma classe de heterociclos biciclicos bastante promissora € a dos 1,2-benzisoxazois
com grupos substituintes na posicdo 3 do anel. Geralmente, estes compostos apresentam
atividades biologicas e farmacoldgicas interessantes, ja sendo reportados efeitos analgésicos,”
antimicrobianos,!% antipsicoticos,'?! anticonvulsivantes'® e anticancer,'!® sendo comumente

. \ 7 . . r . 104 . . . .
associados a receptores serotonérgicos € dopaminérgicos.”* A zonizamida e a risperidona
(Figura 13), por exemplo, compdem a formula¢do de medicamentos antiepilépticos e
antipsicoticos, respectivamente. Ambos os farmacos contém o 1,2-benzisoxasol como

fragmento de suas estruturas moleculares, sendo comumente administrados por via oral.!%%!%

Figura 13 - Estrutura molecular da risperidona e da zonizamida.
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Um outro derivado bastante investigado na literatura é o acido 3-carboxi-1,2-
benzisoxazol (CBI), um composto também heterociclico biciclico com um grupo carboxila
ligado diretamente ao carbono 3 de sua estrutura. Tanto o CBI quanto seus derivados sdo
propicios a reagdo de descarboxilagdo, sendo os produtos de sua decomposi¢ao o cianofenolato
correspondente e mais um equivalente de dioxido de carbono, como representado no Esquema
1. Diversos fatores tém influéncia sobre a velocidade de descarboxilagdo dos CBIs, o que
caracteriza esta classe de compostos como sendo sensiveis ao pH, a presenga de base (quando
em solventes organicos), a temperatura e, principalmente, a polaridade e proticidade do

solvente.'?’
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Esquema 1 - Reagdo de descarboxilagao do acido 3-carboxi-1,2-benzisoxazol (CBI).

N
=
X + CO,
7 1 O@
CBI Cianofenolato

Daniel S. Kemp foi o pioneiro na investigagdo destas reagdes, o que as tornou
popularmente conhecidas como “descarboxilagdes de Kemp”. Os dados experimentais
divulgados por Kemp forneceram informacdes importantes acerca dos CBIs, sendo a
reatividade destes compostos significativamente aumentada quando em: (1) sua forma anidnica,
(2) solventes aproticos, (3) solventes polares e (4) temperaturas elevadas. Na Tabela 1 estdo
apresentadas as constantes de velocidade observada (kobs) para a reacao de descarboxilagao de

diferentes derivados do CBI em 4gua, bem como para o CBI em diferentes solventes.!%%1%

Tabela 1 - Valores de kobs para a reacao de descarboxilagdo de diferentes derivados do CBI em
dgua (Superior) e para o CBI em diferentes solventes (Inferior), todas a 30 °C.1%

Derivados do CBI em 4agua (n = 1,0 mol-L™' de KCI)

Substituinte Kobs, 8! log (Kkons)
CBI 1,06 x 10 -5,97
6-AminoCBI 2,00 x 10 -5,70
6-MetoxiCBI 2,45 x 10° -5,61
6-CloroCBI 4,40 x 10 5,35
6-NitroCBI 7,35 x 106 -5,13
5-NitroCBI 9,45 x 107 —4,02
5,6-DinitroCBI 1,02 x 1073 -2.99
CBI em diferentes solventes (Base = Tetrametilguanidina)
Solvente Kos, log (kobs)
Agua 7,4 x 10° -5,13
Cloroformio 8,0 x 10 -3,09
Alcool etilico 1,0 x 107 -3,00
Benzeno 4,8 1073 232
Eter dietilico 9,0 x 107 -1,05
Nitrometano 5,8 x 107! —0,24
Benzonitrila 2,5 0,40
Acetonitrila 2.9 0,46
Dimetilsulfoxido 10,0 1,00
Acetona 24,0 1,38
Dimetilformamida 37,0 1,56
Dimetilacetamida 160,0 2,20
N-metilpirrolidona 250,0 2,40

Hexametiltriamida fosforica ~700,0 2,84
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Os dados da Tabela 1 sugeriram, desde o inicio, que as ligacdes de hidrogénio entre
solvente e o grupo carboxilato dos CBIs eram as interagdes responsaveis pela diminui¢ao da
reatividade destes compostos. Esta ideia foi fortemente aceita principalmente apos Kemp
determinar a influéncia quase nula do solvente sobre a kops do 4-HidroxiCBI, um derivado
estabilizado por ligagdo de hidrogénio intramolecular altamente eficiente (Figura 14).!9%110

Neste sentido, enquanto as tendéncias observadas na Tabela 1 foram obedecidas pelo 6-

HidroxiCBI e 4-AlcoxiCBI, o 4-HidroxiCBI apresentou variagdes insignificantes sobre sua kqbs.

Figura 14 - Estruturas moleculares de derivados do CBI.
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1.3 REACAO MODELO 2: DECOMPOSICAO DE AMIDAS

A formagdo da fun¢do amida representa um importante papel na constru¢do de
sistemas biologicos, por exemplo, na formacao de aminoacidos para subsequente construcao de
proteinas. Além disto, grande parte das drogas terap€uticas contém esta fun¢do em sua estrutura
molecular, como a penicilina, o paracetamol, os barbitiricos e determinados
benzodiazepinicos.!'"11?

As ligacdes quimicas no grupo amida sdo bastante estaveis em condi¢des ambientes,
sendo sua hidrolise favorecida em condicdes fortemente basicas/acidas e temperaturas elevadas
para formagio da amina e acido carboxilico correspondentes.!!®> A benzamida, por exemplo,
tem sua hidrolise observavel apenas nas condi¢des drasticas mencionadas, com tempo de meia
vida de 169 min para sua hidrélise a 85 °C e [H2SO4] = 5,9 %.!*

Esta funcdo organica pode ter sua decomposi¢do acelerada pela presenca de grupos
funcionais adjacentes, como ja relatado envolvendo grupos carboxila. Num primeiro

trabalho,!'> dados cinéticos envolvendo quatro N-fenilbenzamidas (Figura 15) mostraram a

influéncia de grupos substituintes carboxila sobre suas velocidades de decomposigao. Neste
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estudo, os compostos orto-substituidos apresentaram efeitos cataliticos sobre a rea¢do, com o
perfil cinético na forma de sino (para o composto I) similar ao observado em catalises
enzimaticas. Estes efeitos foram discutidos com base apenas na ocorréncia de catalise

intramolecular pelos grupos carboxila, ndo havendo elucidagdo mecanisticas satisfatoria.

Figura 15 - Estruturas moleculares de N-fenilbenzamidas substituidas e seus respectivos perfis
cinéticos em agua. Dados reproduzidos da literatura.!!>
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Num estudo atual,''® dados de ks vs. pH envolvendo duas naftilamidas substituidas
com grupos carboxila apresentaram comportamentos similares ao observado para as N-
fenilbenzamidas (Figura 16). As evidéncias experimentais foram consideravelmente melhores
discutidas, servindo ainda de contestacdao para ideias elaboradas por Arieh Warshel (laureado
com o Prémio Nobel de Quimica de 2013). Os dados cinéticos do estudo apontaram ganhos na
kobs para a naftilamida I ao deslocar-se entre os pHs 6,5-2,0, um resultado da ativagdo de seu
unico grupo catalitico carboxila de pKa = 4,0. Enquanto isto, a naftilamida II apresentou um
perfil de sino no intervalo de pHs 2,0-6,0, similar ao observado em catalises enzimaticas. Tais
evidéncias experimentais, juntamente com os calculos tedricos baseados na DFT, indicaram um
mecanismo via simultanea transferéncia de proton e ataque nucleofilico, ambos promovidos
pelos dois grupos carboxila adjacentes ao grupo amida do composto II. Por fim, a teoria espago-
temporal foi empregada para a compreensao do efeito da distancia e angulo (espaco), bem como
do tempo de permanéncia dos grupos cataliticos,'!” fornecendo evidéncias de grande valia para

elucidacao mecanistica sobre catalise enzimatica.
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Figura 16 - Estruturas moleculares de naftilamidas substituidas e seus respectivos perfis
cinéticos em 4gua. Dados reproduzidos da literatura. !¢
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1.4 ANFETAMINAS DE ABUSO - METANFETAMINA

As anfetaminas de abuso compreendem uma classe de compostos sob proibicao de uso
e comercializagdo em todo o territorio brasileiro, bem como em diversos paises do mundo. Os
principais efeitos fisiologicos decorrentes de seu uso sdo de aumento dos niveis de aminas
biogénicas nas fendas sindpticas, um processo que ocorre via mecanismos multiplos
envolvendo principalmente a dopamina, noradrenalina e serotonina. Tais efeitos provocam
aumento do estado de euforia, sensacdes de prazer e felicidade, fatores que levaram a sua
popularizagdo entre pessoas de todas as idades e classes sociais.! 311
No Brasil, o abuso de anfetaminas se da principalmente na forma de ecstasy (em

eventos festivos) ou rebite (entre caminhoneiros), uma situacao preocupante para os setores de

satide e seguranca publica. Num estudo de campo envolvendo 160 caminhoneiros,'?° enquanto
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32,9 % admitiram ter feito uso de rebite nos ultimos trés meses, 17,9 % assumiram fazer uso
diario do entorpecente, dados que deveriam atrair a atengdo de pesquisadores para o
desenvolvimento de dispositivos fiscalizadores neste setor. Diante disto, a falta de testes prévios
seletivos e de baixo custo (para auxilio efetivo nas fiscalizagdes), bem como de pesquisas
voltadas para o desenvolvimento de sistemas aplicaveis a identificacdo destes compostos sao
justificativas de grande mérito para execucao de projetos deste tipo.

Nos comprimidos de ecstasy ja apreendidos no Brasil diversas substancias psicoativas

ja foram determinadas,'?!

sendo bastante comum a presenga de precursores, intermedidrios,
subprodutos, impurezas e excipientes.'?>!?3 Estas caracteristicas exigem o desenvolvimento de
sistemas altamente seletivos para eficiéncia em sua identificagdo, tornando os interferentes
incapazes de gerar sinais de falso positivo. A Figura 17 apresenta quatro dos principais
derivados anfetaminicos encontrados no ecstasy e rebite, sendo a metanfetamina a selecionada

para este trabalho.
Figura 17 - Estruturas moleculares de anfetaminas de abuso.
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A metanfetamina (MA) ¢ uma droga simpatomimética com grande potencial viciante,
capaz de gerar efeitos danosos aos orgdos periféricos e cérebro.'?*'? Sua administracio
intraperitoneal em ratos e camundongos forneceram dados de DLso iguais a 55 e 57 mg/kg,
respectivamente.'?® Em humanos, concentragdes sanguineas de 10 mg/L foram reportadas
como letais,'?” caracterizando-a como uma das drogas recreacionais de maior toxicidade. Num
caso especifico,'”® um homem de 49 anos engoliu uma quantidade significativa de MA ao
acreditar estar sendo perseguido pela policia, sendo a causa mortis constatada como arritmia
cardiaca resultante da superdosagem. Na autdpsia, foram constatadas concentragdes sanguineas
de MA de até 63,5 mg/L, muito superior a concentragao letal mencionada.

As consideragdes do pardgrafo anterior revelam ainda a importancia do
desenvolvimento de mecanismos compativeis com o sistema circulatorio, sendo estes capazes
de associar-se seletivamente a substincias superdosadas para subsequente excre¢do e/ou

metabolizacdo desacelerada. Este mecanismo ja ¢ utilizado em terapias de quelacdo, uma
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pratica empregada em intoxicagdes por metais como ferro, cobre, chumbo e outros, sendo o
mecanismo terapéutico baseado na formagao de quelatos para subsequente excrecao. Para isto,

sao empregados diferentes agentes quelantes, como o EDTA e a deferoxamina (Figura 18),

ambos empregados em terapia de quelagio para chumbo e ferro, respectivamente. 213
Figura 18 - Estruturas moleculares do EDTA e da deferoxamina.
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O desenvolvimento de mecanismos similares para captagdo de substancias organicas,
como as anfetaminas de abuso, seriam de grande interesse para tratamentos hospitalares
emergenciais, sendo a prevencao de overdoses uma delas. Este tipo de mecanismo ja tem sido

investigado para captura de cocaina no organismo,'®!

com experimentos em cobaias ja
mostrando resultados promissores. Neste estudo, o sistema utilizado pelos pesquisadores ¢
baseado em nanoparticulas e mostra-se capaz de capturar até 70 % da cocaina administrada nas
cobaias, um mecanismo capaz de reverter o estado de overdose iminente.

Mecanismos similares envolvendo condi¢des mais drésticas (diferentes da fisiologica)
podem ser desenvolvidos para o reconhecimento molecular da MA em campo. Esta ideia
oferece aplicacdes de grande interesse ao setor de seguranca publica, possibilitando a criagdo
de dispositivos analiticos portateis para identificacao da droga. Para exemplificar isto, no inicio
de 2019 uma operacao conjunta entre a Policia Federal e Policia Civil de Santa Catarina resultou
no fechamento de um laboratorio clandestino de produgdo de ecstasy em Itajai-SC, sendo
imediatamente anunciada uma manufaturacio de “MDMA”.!3? Com base nas noticias, o
principio ativo MDMA foi proposto por policiais sem a realizacdo de testes cientificos para sua
confirmagdo, uma pratica capaz de enfraquecer a credibilidade e eficiéncia da seguranga publica
no combate a ilegalidade. Um fato ocorrido em 2017 exemplifica isto, quando um herbicida

gerou falso positivo no teste de Scott (triagem para cocaina) realizado pela Policia Rodoviaria

Federal, resultando numa prisdo de 21 dias por falsa suspeita de trafico de drogas.!3?
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Como alternativa, um aparelho eletrénico denominado DDS®2,'** popularmente
chamado de “salivometro” ou “drogéometro”, tem sido alvo de estudos pelo Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA) como promessa de eficacia na determinagao de drogas de abuso em
amostras de saliva. No entanto, hd relatos de pesquisadores brasileiros que contestam sua
aplicabilidade no Brasil devido a ndo-detec¢do de substancias entorpecentes comuns no pais,
bem como a geragdo de falsos positivos e/ou negativos decorrentes do proprio funcionamento

do aparelho.!??
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2 OBJETIVOS

Esta tese de doutoramento esta dividida em trés capitulos correlacionados. Com isto,

0s objetivos gerais e especificos estdo identificados de acordo com seus respectivos capitulos.

2.1 OBIJETIVOS GERAIS
Capitulo 1) Investigar a reacdo de descarboxilagao espontanea de dois derivados
nitrados do acido 3-carboxi-1,2-benzisoxazol (CBI), bem como a influéncia de dois

pilar[n]arenos (n =5 e 6) catidnicos funcionalizados com grupos trimetilaménio (P5A e P6A).

s, co
\N \N
0,N o O,N of
6-NitroCBI 5,6-DinitroCBI

Capitulo 2) Investigar a influéncia de dois pilar[n]arenos (n = 5 e 6) catidnicos
funcionalizados com grupos trimetilamdnio (P5A e P6A) sobre a reatividade intramolecular do

acido 2-carboxiftalanilico (CPA).

"
NH co<29

O

CPA

Capitulo 3) Investigar os equilibrios de dissociagdo acida de um pilar[5]areno anidnico
funcionalizado com grupos carboxila (P5C) e seu reconhecimento molecular sobre a

metanfetamina.

Metanfetamina
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo 1) DESCARBOXILACAO DOS CBIs NA AUSENCIA E PRESENCA DO P5A E
PO6A:

Acompanhar a cinética de descarboxilagdo dos CBIs em agua pura na auséncia e presenca
do P5A e P6A por espectroscopia de UV-Vis;

Acompanhar a cinética de descarboxilacio dos CBIs em diferentes proporgdes de
CH3CN:H:O por espectroscopia de UV-Vis;

Caracterizar os produtos da descarboxilacdo dos CBIs;

Realizar calculos computacionais para determinar os estados de transicdo dos CBIs na
reacdo de descarboxilagdo espontanea em H>O;

Realizar simulagdes de dinamica molecular para investigar a forma de acomodagio,
angulos e energias envolvidas na formagdo dos complexos entre CBIs e pilararenos;
Realizar titulagdes de RMN de 'H envolvendo os CBIs e os pilararenos para elucidar a
estrutura dos complexos e obter pardmetros de afinidade e estequiometria;

Investigar a estabilidade térmica dos CBIs por calorimetria exploratoria diferencial (DSC);

Capitulo 2) MODIFICACAO DA REATIVIDADE INTRAMOLECULAR DO ACIDO 2-
CARBOXIFTALANILICO NA PRESENCA DO P5A E P6A:

Sintetizar o CPA;

Acompanhar a cinética de decomposi¢do do CPA em dgua pura por espectroscopia de UV-
Vis;

Caracterizar os produtos da decomposicao do CPA;

Investigar o mecanismo de catalise bifuncional intramolecular do CPA por calculos
baseados na DFT;

Acompanhar a cinética de decomposicdo do CPA na presenca do P5A e P6A por
espectroscopia de UV-Vis;

Realizar experimentos de RMN de 'H (titulagio e ROESY) para elucidar a estrutura dos
complexos e obter parametros de afinidade, estequiometria e cooperatividade.

Realizar experimentos de infusdes diretas num ESI-MS para avaliar as razdes m/z dos

complexos receptor-substrato.
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Capitulo 3) RECONHECIMENTO MOLECULAR DO P5C SOBRE A METANFETAMINA:

Avaliar a facilidade na extragdo do sulfato de pseudoefedrina de um farmaco comercial;
Sintetizar a metanfetamina;

Realizar titulagao potenciométrica do P5C para determinar a distribui¢do de espécies em
funcao do pH;

Realizar titulagdes de RMN de 'H entre o P5C e a metanfetamina para elucidar a estrutura

dos complexos e obter parametros de afinidade e estequiometria.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais também estdo apresentados de maneira estratégica
para melhor compreensao. Para isto, serdo apresentados os procedimentos comuns aos trés

capitulos e, na sequéncia, os procedimentos exclusivos de cada capitulo.

3.1 MEDIDAS CINETICAS

As medidas de pH foram realizadas com um pHmetro digital Hanna, calibrado com
solugdes padroes de pHs 4,01, 7,01 e 10,01 (Sigma-Aldrich). Em experimentos acima de 25 °C,
as medidas foram realizadas com compensacdo de temperatura em cela acoplada a um banho
termostatico.

As reacdes foram acompanhadas com um espectrofotometro de UV-Vis Cary 50,
acoplado a um computador contendo sistemas de aquisicao e tratamento de dados CaryWinUV
3.00. Todas as medidas foram feitas em cubetas de quartzo com capacidade de 3,50 mL e 1,0
cm de caminho Optico. As reagdes iniciaram apés a adigdo de 20 pL da solugdo estoque do
substrato (0,01 mol-L! em acetonitrila) 4 2,0 mL da solu¢io tamponada, na presenca ou
auséncia dos pilararenos ([substrato]rinat = 1,0 x 10 mol-L"). As constantes de velocidade
observada (kobs) foram determinadas pelo aparecimento do produto em um comprimento de
onda adequado (6-NitroCF = 400 nm; 5,6-DinitroCF = 380 nm; Acido Antranilico = 330-350

nm).

3.2 MEDIDAS CINETICAS - TRATAMENTO DOS DADOS

Experimentos de kopbs vs. concentragdo de pilarareno foram realizados para
determinagdo dos parametros cinéticos e de equilibrio envolvendo a formagdo do complexo
receptor-substrato. Os efeitos cinéticos observados, seja de catalise ou de inibicao, foram
tratados considerando a ocorréncia da reagdo simultaneamente em ambos os ambientes (em
solugdo e na cavidade do pilarareno). Portanto, o valor de kobs € avaliado como a soma das
constantes de velocidade em ambos os ambientes ponderada pelas fragdes em mol das espécies.
Para isto, os modelos foram selecionados com base na estequiometria do complexo para ajustes

ndo-lineares dos dados, como descrito abaixo:
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Estequiometria R:S: Assumindo apenas a existéncia de complexos de baixa ordem (R + S

<—= R:S), a constante de associacdo ¢ definida como:

[R:S]
[R]-[S]

K1 =

Com isto, a fracdo em mol do substrato no complexo (Xi:1) e em solugdo (Xy) podem

ser definidas como:

-1 _ _KialR]
1+K7.1[R] 11 1+K;.1[R]

Xs
Por fim, os dados experimentais foram ajustados com a Equacao 1:

kops = ksXs + k11X (1)

ks e ki1 sdo as constantes de velocidade em solucdo e na cavidade do pilarareno,
respectivamente; Xs e Xi.1 sdo as fragdes em mol do substrato em solugdo e na cavidade do

pilarareno, respectivamente.

Estequiometria R:S2: Assumindo a existéncia de complexos de ordem superior em relagdo ao

substrato (R + S =—— R:S + S = R:S»), as constantes de associacdo macroscopicas sao

definidas como:

_ [R:S] _ [R:S5]
Kia = [R]-[S] Kiz = [R:S][S]

Com isto, a fragdo em mol do substrato nos complexos R:S (Xi.1) e R:S> (Xi:2), bem

como em solu¢do (Xy) podem ser definidas como:

1
Xs = 1+K1:1[R]+K1.1K1:2[R]?
P Ki4[R]

14Ky [R]+K;.1Kq.2[R]?
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_ K1.1K1.2[R]?
1+K1:1[R]‘l'Kl:lKl:Z[R]Z

X1:2

Por fim, os dados experimentais foram ajustados com a Equacao 2:

kops = ksXs + kq1.4X1.4 + k1.2X1.2 (2)

ks, k1.1 e k12 sdo as constantes de velocidade em solucao, no complexo R:S e R:S»,
respectivamente; Xs, Xi.1 € Xi2 sdo as fragdes em mol do substrato em solugdo, no complexo

R:S e R:S,, respectivamente.

3.3 TITULACAO DE RMN DE 'H - TRATAMENTO DOS DADOS

Experimentos de titulacio de RMN de 'H foram realizados para determinacdo de
estequiometria, constantes de associagdo e elucidacao estrutural dos complexos. Em todos os
capitulos desta tese foram observados equilibrios mais rapidos do que o tempo de aquisi¢ao da
técnica (ms). Com isto, a variagdo espectroscopica observada correspondia a média da espécie
no complexo e fora dele, com o deslocamento quimico no patamar correspondendo apenas ao
complexo.

Diferentes modelos foram selecionados com base na estequiometria do complexo para

ajustes ndo-lineares dos dados,'*® como descrito abaixo:

Estequiometria R:S: Assumindo apenas a existéncia de complexos de baixa ordem (R + S

<—= R:S), a constante de associa¢do ¢ definida como:

[R:S]

K = frsy

Devido a impossibilidade de determinacdo direta das concentragdes do receptor e
substrato livres, um tratamento alternativo para uso de suas concentragdes iniciais pode ser feito

utilizando a equagdo abaixo:
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Por fim, os dados experimentais foram ajustados com a Equacao 3:
[R:S]
A8 =814 (T 3
1 (G 3)

01:1 € o deslocamento quimico em ppm do complexo; [R:S] é a concentracdo do

complexo; [R]o € a concentragao inicial do receptor.

Estequiometria R:S2: Assumindo a existéncia de complexos de ordem superior em relagdo ao

substrato (R + S == R:S + S == R:S,), as constantes de associacdo macroscopicas sao

definidas como:

_ [R:S;]
&Q_RMM

Devido a impossibilidade de determinagdo direta das concentracdes do receptor e
substrato livres, um tratamento alternativo para uso de suas concentragdes iniciais pode ser feito

utilizando a equacgao cubica abaixo:
a[S]? + b[S]? + c[S] — [S], = O

Onde:
a=K;,1K;.,

b = Ki.1(2K12[R]o — K1:2[S]0 + 1)
¢ =K1 ([R]o — [S]o) +1

Por fim, os dados experimentais foram ajustados com a Equacao 4:
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— 81:1K1:1[S] + 81:2K1:1K1:2[S]2
Ad = 1+ Kq.1[S] + K1.1K1:2[S]? (4)

d1:1 € 012 sdo os deslocamentos quimicos em ppm dos complexos R:S e R:S,,
respectivamente; Ki.1 € K12 sdo as constantes de associagdo para formacgao dos complexos R:S

e R:S», respectivamente; [S] € a concentragdo do substrato livre.

Estequiometria R2:S: Assumindo a existéncia de complexos de ordem superior em relagdo ao

receptor (R + S === R:S + R === Ru:S), as constantes de associacdo macroscopicas sao

definidas como:

[R:S]
[R]-[S]

[R>:S]
[R:S]-[R]

K1 = Ky, =

Devido a impossibilidade de determinagdo direta das concentracdes do receptor e
substrato livres, um tratamento alternativo para uso de suas concentragdes iniciais pode ser feito

utilizando a equagdo cubica abaixo:

a[R]® + b[R]* + c[R] = [R], = 0
Onde:

a =K1Kz
b =K;.1(2K;1[S]lo — K2.1[R]p + 1)

¢ = Ky.1([S]o — [R]o) +1

Por fim, os dados experimentais foram ajustados com a Equacao 5:

— 81.1[SloK1:1[R] + 285.1[S]oK1:1K2:1[R]? (5)
[Rlo(1 + K1.1[R] + K1.1K>.1[R]?)

A8

01:1 € 021 sdo os deslocamentos quimicos em ppm dos complexos R:S e Ra:S,

respectivamente; Ki.1 € K»:1 sd0 as constantes de associagdo para formacgao dos complexos R:S
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e Ro:S, respectivamente; [R] € a concentragao do receptor livre; [S]o € [R]o sdo as concentragdes

iniciais do substrato e receptor, respectivamente.

Para as estequiometrias R:S> € R2:S os ajustes dos dados foram realizados com o uso

da ferramenta online BindFit.'?’

3.4 EXPERIMENTOS DE ESI-MS

A caracterizagdo de produtos e de complexos receptor-substrato foram realizadas por
infusodes diretas num espectrometro de massas triplo-quadrupolo hibrido com ion trap linear (Q
Trap 3200 - Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada), com resolu¢cdo de massa de
1.700 Da. Os experimentos foram realizados utilizando uma fonte de ionizacdo Turbo Ion
Spray™ (electrospray ionization — ESI, Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, Canada) no
modo ion negativo ou positivo. As amostras foram diluidas para 1-10 umol-L! em 4gua e
infundidas na velocidade de 10 uL/min. A interface ion-spray foi mantida em 0 °C; voltagem
de -4,5 ou 5,5 kV para o modo ion negativo ou positivo, respectivamente; cortina de gés de
solvatacdo (Curtain Gas™), 10 psi; gis nebulizante (GS1, ar sintético), 18 psi; gis secante
(GS2, ar sintético), 0 psi; gas de colisio (CAD Gas™, nitrogénio), médio. Para registro e

tratamento de dados foi utilizado o software Analyst (versdo 1.5.1; Applied Biosystems).

3.5 CAPITULO 1) DESCARBOXILACAO DOS CBIs NA AUSENCIA E PRESENCA DO
P5A E P6A

Materiais

Tanto os CBIs quanto os pilar[n]arenos foram disponibilizados pelo Laboratério de
Catalise e Fenomenos Interfaciais (LaCFI-UFSC). A sintese destes compostos foram realizadas
seguindo procedimentos ja descritos na literatura, no entanto, modificagdes experimentais

foram realizadas e estido descritas abaixo:

Sintese dos CBIs
O Esquema 2 mostra a rota sintética utilizada para obten¢do do 6-NitroCBI (4) e 5,6-
DinitroCBI (6), baseando-se em procedimentos ja descritos.!*® Na sequéncia, todas as etapas

reacionais estdo descritas de maneira detalhada.
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Esquema 2 - Rota sintética para obtengéo do 6-NitroCBI (4) e 5,6-DinitroCBI (6).

o/
o
H2804 70 A) 02N Q (5)
N o 97%
O,N o
95% HySO,4
HNO3 65%
o [/
o
Nitrato de
HZSO4 _ lsoamila__ YW @)
o/ 500/0
MeOH MeONa/MeOH O2N
NO,
(2) 80% H2804 80%
O,N
(4) 95%

Sintese do metil 2-(2,4-dinitrofenil)acetato (2): Em um baldo reacional, sob
atmosfera de argonio, foram adicionados o acido 2,4-dinitrofenilacético (44,0 mmol), metanol
(5,3 mL), CH2CI> (13,0 mL) e H2SO4 (0,66 mL). A mistura foi mantida sob refluxo por 20 h e,
apo6s resfriamento, foi lavada com 20,0 mL de agua, 20,0 mL de uma solucdo saturada de
NaHCO:s e 20,0 mL de 4gua novamente. A fase orgéanica foi seca com MgSOj4 e evaporada. O
produto foi obtido como um 6leo pastoso amarelo apos lavagem com etanol, em 80% de
rendimento. A identificagdo do mesmo foi realizada através do CG-MS.

Sintese do metil 6-nitro-1,2-benzisoxazol-3-carboxilato (3): Em um baldao de 3
bocas, munido de condensador de refluxo e funil de adi¢do, foram adicionados o composto 2
(14,6 mmol) e metanol seco (50,0 mL) a 40°C. Em seguida foi adicionado o nitrato de isoamila
(18,0 mmol). No funil de adigdo, foram adicionados o metanol seco (10,0 mL) e s6dio metalico
(0,330 g). Quando todo o solido foi consumido o MeONa foi adicionado lentamente sob
vigorosa agitagdo. Depois de 4 h de reacdo a suspensao foi resfriada e o so6lido formado filtrado
a vacuo. Os cristais amarelos foram recristalizados em metanol. O produto foi obtido como um
solido amarelo em 50% de rendimento. A identificacdo do mesmo foi realizada por CG-MS.

Sintese do acido 3-carboxi-6-nitro-1,2-benzisoxazol (4): Em um baldao, munido de
condensador de refluxo, foram adicionados o composto 3 (4,5 mmol) e H>SO4 80% (20,0 mL).
A mistura reacional foi agitada por 40 min a 80 °C, posteriormente resfriada e colocada em 10,0

mL de gelo. O so6lido formado foi filtrado a vacuo e lavado com 4gua deionizada gelada.
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Rendimento de 95% como um sé6lido branco. RMN de 'H (200 MHz, Acetona-Ds, TMS) §
(ppm): 8,7 (s, 1H); 8,4 (s, 2H); 5,6 (sl, OH).

Sintese do metil 5,6-dinitro-1,2-benzisoxazol-3-carboxilato (5): Em um balao,
munido de condensador de refluxo, foram adicionados o composto 3 (5,0 g) e o H2SO4 (25,0
mL). A mistura reacional foi mantida a 30 °C e sob agitacdo adicionou-se lentamente o0 HNO3
65 % (5,0 mL). Posteriormente, a reagdo foi conduzida por 4 h a 50 °C, resfriada e colocada no
gelo. O precipitado foi filtrado, lavado com agua gelada e seco em alto vacuo. Rendimento de
97 % como um so6lido branco. RMN de 'H (200 MHz, CDCls, TMS) § (ppm): 8,8 (s, 1H); 8,2
(s, 1H); 4,2 (s, 3H).

Sintese do acido 3-carboxi-5,6-dinitro-1,2-benzisoxazol (6): Em um baldo, munido
de condensador de refluxo, foram adicionados o composto 5 (2,0 g) e H2SO4 70 % (20,0 mL).
A mistura reacional foi aquecida a 80 °C e agitada por 3 h. Posteriormente, a rea¢ao foi resfriada
e colocada no gelo. O precipitado foi coletado e lavado com 4gua deionizada gelada e seco em
alto vacuo. Rendimento de 95 % como um sélido acinzentado. RMN de 'H (200 MHz, Acetona-

D, TMS) o (ppm): 8,9 (s, 1H); 8,6 (s, 1H); 5,5-4,0 (sl, OH).

Sintese do PSA e P6A
O Esquema 3 mostra a rota sintética utilizada para obtencdo do P5A e P6A, baseando-
se em procedimentos ja descritos.”! Na sequéncia, todas as etapas reacionais estdo descritas de

maneira detalhada.

Esquema 3 - Rota sintética para obtengdo do P5A e POA.

S e i
%?6 {LcJ\rL 3 H 5
Mo
IOH fBr ‘\,.
° CBr, / PPhy o > Br
O T2 O . (9) PISls,
e CH4CN o %,
HO 4h, t.a. Br-/ p@oeo//;
(7) (8) COG
> /YQ
<%
,qu Br
e ¢
0H
H |6 H
3 ? 12Br
Br %Nf

(11) P[6]g, (12) P6A



51

Sintese da hidroquinona bromada (8): Em um baldo de reagdo sob atmosfera de
argonio, foram adicionados o composto 7 (10,0 mmol), trifenilfosfina (23,81 mmol) e
acetonitrila seca (50,0 mL). A mistura reacional foi resfriada a 0 °C e o CBr4 (23,81 mmol) foi
adicionado lentamente. Apoés isto, a reagdo foi mantida em temperatura ambiente e agitada por
4 h. Adicionou-se dgua deionizada gelada (40,0 mL). O precipitado formado foi filtrado, lavado
com MeOH/H>O (3:2, 3x25,0 mL), recristalizado em metanol e seco em alto vacuo.
Rendimento de 93 % como um sélido branco. RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, TMS): 6,86 (s,
4H); 4,24 (t, 4H, J= 4 Hz); 3,61 (t, 4H, J = 4 Hz). RMN de *C {!H} (50 MHz, CDCls, solvente
residual como referéncia): 152,9; 116,2; 68.8; 29,4,

Sintese do pilar[S]areno bromado P[5]sr (9): Em um baldo de reagdo sob atmosfera
de argonio, foram adicionados o composto 8, CH>Cl» (230 mL), paraformaldeido (30,87 mmol)
e BF3-OEt (33,86 mmol). A mistura foi agitada por 2 h a temperatura ambiente. Apos este
periodo, a mistura reacional foi lavada com agua deionizada, solucdo saturada de NaHCO3 e
solugdo saturada de NaCl. A fase organica foi seca com MgSQy, filtrada e evaporada sob vacuo.
O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna (CH2Clx:Hexano). Rendimento de
70 % como um sélido branco. RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, TMS) § (ppm): 6,91 (s, 10H);
4,23 (t, 20H, J = 2 Hz); 3,84 (s, 10H); 3,63 (t, 20H, J = 4 Hz). RMN de *C{'H} (50 MHz,
CDCls, solvente residual como referéncia) d (ppm): 149,8; 129,2; 116,2; 69,1; 30,9; 29,5.

Sintese do pilar[6]areno bromado P[6]sr (11): Em um baldo de reacao sob atmosfera
de argdnio, foram adicionados o composto 8, CH3Cl (90 mL), paraformaldeido (30,87 mmol)
e FeCl; (1,24 mmol). A mistura foi agitada por 72 h a 45 °C. Apos este periodo, a mistura
reacional foi lavada com agua deionizada, solucao saturada de NaHCO3 e solucgdo saturada de
NaCl. A fase organica foi seca com MgSQOys, filtrada e evaporada sob vacuo. O residuo obtido
foi purificado por cromatografia em coluna (CH2Cl2:Hexano). Rendimento de 30 % como um
solido amarelo palido. RMN de 'H (200 MHz, CDCls;, TMS) & (ppm): 6,91 (s, 10H); 4,23 (t,
20H, J = 2 Hz); 3,84 (s, 10H); 3,63 (t, 20H, J = 4 Hz). RMN de *C{'H} (50 MHz, CDCls,
solvente residual como referéncia) o (ppm): 149,8; 129,2; 116,2; 69,1; 30,9; 29,5.

Sintese do PSA e P6A (10 e 12): Em um baldo de reagdo, foram adicionados o P[5]s:
ou P[6]s: (9 ou 11, respectivamente, 1,19 mmol), etanol (100,0 mL) e trimetilamina (48,11
mmol). A mistura reacional foi mantida sob refluxo overnight. Ap6s este periodo, o precipitado
formado foi filtrado, lavado com etanol e seco em alto vacuo. Rendimento de 95 % para o P5A
(s6lido branco) e 91 % para o P6A (solido amarelo palido). RMN de 'H (500 MHz, D,O, TMS)
5 (ppm): 6,86 (s, 1H); 4,37 (s, 2H); 3,85 (s, 1H); 3,72 (s, 2H); 3,14 (s, 9H). RMN de *C{'H}
(126 MHz, D20) § (ppm): 149,43; 129,97; 116,54; 64,93; 63,50; 54,08; 29,54. HRMS/ESI-
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TOF (m/z) para o P5SA: [PSA-3Br]** (CssHisoN19O10Br7), calculado 677,1917, observado
677,1919; [PSA-2Br*" (CssHisoN19O10Brs), calculado 1055,7472, observado 1055,7473.
HRMS/ESI-TOF (m/z) para o P6A: [P6A-3Br]** (Ci02H180N12012Br9), calculado 828,5472,
observado 828,5474; [P6A—2Br]*>" (Ci02H1s0N12012Br10), calculado 1282,7799, observado
1282,7795 (fragmentogramas no Apéndice G).

Tratamento dos dados cinéticos
Para ambos os CBIs, o pKa cinético (pKac) foi determinado através de ajustes ndo-

lineares sobre os dados de kobs vs. pH. Para isto, a Equagao 6 foi utilizada.

1 1
kObS = kHA (1+10(pH—pKa)) + kA_ (1+10(PKa_PH)) (6)

kobs € a constante de velocidade observada; kna e ka- sdo as constantes de velocidade

das espécies neutra e monoanionica, respectivamente.

Os parametros de ativagdo (AG*, AH* e AS*) para a reacdo de descarboxilagdo dos
CBIs foram determinados experimentalmente. Para isto, os valores de kobs foram determinados
na faixa de 25-65 °C e pH 7,0, onde hé a predominancia da espécie anionica dos CBIs. Por fim,
o ajuste linear sobre os dados de In(kobs'h/x ks T) vs. 1/T (Equagdo 7, relagdo de Eyring)

forneceram os valores de entalpia (coeficiente angular) e entropia (intercepto) de ativagao.

In (f=2) = — (45) (3) + 5 )

kobs € a constante de velocidade observada; /4 é a constante de Planck (6,6269 x 1074
J-s); k é o coeficiente de transmissdo (1); ks ¢ a constante de Boltzmann (1,3807 x 102* J-K™);

T é a temperatura absoluta; R é a constante universal dos gases (8,314 J-K!-mol™).

Estudo de estabilidade térmica

A decomposicao térmica dos CBIs solidos foi investigada por calorimetria diferencial
exploratoria (DSC). As curvas de aquecimento foram adquiridas no equipamento DSC-Q20
(TA Instruments). As medidas foram realizadas sob atmosfera de hélio com vazdo de 50

1

mL-min”!, rampa de aquecimento de 10 °C-min’!, cadinho de aluminio com tampa hermética
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(para amostra e referéncia) e faixa de temperatura de 25 °C até a ocorréncia de decomposi¢ao

térmica.

Calculos computacionais

Foram realizados calculos baseados na teoria do funcional da densidade (DFT) com
nivel de teoria M06/6-31+G(d, p), usando o pacote GAUSSIAN 09 implementado no sistema
operacional Linux. A rotina de otimizagdo de gradiente analitico de Berny foi utilizado como
parametros padrdes para convergéncia. A convergéncia na matriz de densidade foi de 10
unidades atdmicas, o valor limite para o deslocamento méaximo foi de 0,0018 A e a forca
maxima 0,00045 Hartree/Bohr. Uma vez que os efeitos do solvente sdo importantes (cruciais
quando um reagente), principalmente por participar efetivamente na estabilizacdo dos CBIs,
todas as otimizagdes e calculos de frequéncia foram realizados utilizando o Modelo do
Continuo Polarizével (PCM) e o Modelo de Solvatacdo Baseado na Densidade Eletronica
(SMD), de Truhlar e colaboradores.!*® Os estados de transi¢do (ET) foram identificados por
suas frequéncias imaginarias unicas para os CBIs.

Simulagdes de dindmica molecular foram realizadas para investigar as estruturas mais
provaveis para a interacdo entre os CBIs (6-NitroCBI e 5,6-DinitroCBI) e os pilararenos (PSA
e P6A). Cada complexo contendo 1 CBI e 1 pilarareno foi solvatado com 4.714 moléculas de
agua (SPC) na presenca de quantidade adequada dos contraions Br~ e Na* para atingir a
eletroneutralidade do sistema. As simulagdes foram realizadas utilizando o programa Gromacs
(versdo 4.6.5).1° Os CBIs e os pilararenos foram construidos com pardmetros do campo de
forca GROMOS96 54A7'%0 ¢ solvatados com o modelo de d4gua SPC.!'*! Condigdes de contorno
periddicas foram aplicadas em todas as trés dimensdes, com todas as simulagdes realizadas no
conjunto isotérmico-isobarico. A temperatura foi mantida em 300 K utilizando o termostato de
Berendsen (redimensionamento-v) com os pilararenos e os CBIs, sendo os ions e agua
acoplados independentemente, com constante de tempo de acoplamento de 0,1 ps. A pressao
foi mantida em 1 bar utilizando o barostato de Berendsen, com constante de tempo de
acoplamento de 1,0 ps. O algoritmo LINCS foi utilizado para restringir os comprimentos de
ligagdo dos pilararenos e CBIs, e SETTLE para restringir a estrutura das moléculas de agua.
Um corte de 1,20 nm foi utilizado para as interagdes de Van der Waals. Interagdes eletrostaticas
de longo alcance foram calculadas utilizando a malha de particulas Ewald (PME, do inglés
particle mesh Ewald).'*? Um periodo de 2 fs foi utilizado ao longo das simulacdes, sendo a lista
de vizinhos atualizada a cada 10 periodos. Os sistemas foram equilibrados por 500 ps.

Trajetorias de 20 ns foram calculadas para cada sistema.
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Experimentos de RMN

As caracterizagdes ('H e '°C) e titulagdes de RMN de 'H foram realizadas num
espectrometro Bruker AC 200 MHz. Para a titulagdo, no tubo de RMN contendo a solugao do
CBI (MeOD:D,0O, 1:4) e TMSP como referéncia, foram adicionadas fragdes solidas do
pilarareno e, apds total solubilizacdo, o espectro foi adquirido.

Para caracterizacao dos produtos de descarboxilacao, os CBIs foram solubilizados em
acetona-Ds, aquecidos e sonicados para induzir a descarboxilagdo, sendo observado produtos

de coloracdo amarelada. Apds isto, a amostra foi submetida a anélise de RMN de 'H e 1*C.

3.6 CAPITULO 2) MODIFICACAO DA REATIVIDADE INTRAMOLECULAR DO
ACIDO 2-CARBOXIFTALANILICO NA PRESENCA DO P5A E P6A

Materiais
Ambos os pilararenos foram disponibilizados pelo LaCFI (procedimentos sintéticos
descritos acima). O acido 2-carboxiftalanilico (CPA) foi sintetizado através de duas etapas

reacionais, com os procedimentos descritos abaixo.

Sintese do CPA
O Esquema 4 mostra a rota sintética utilizada para obtencao do CPA (16), baseando-
se em procedimentos ja descritos.'* Na sequéncia, todas as etapas reacionais estdo descritas de

maneira detalhada.
Esquema 4 - Rota sintética para obtengao do CPA.

o COH CO,H
o]
CO,H AcOH C[ 1. NaOH, 15 h, t.a. @
@[ + o . N 7 . NH CO,H
NH, 12 h, refluxo 2. HC1 )\@

O

4 o
aa3) a4 as) 16)
Acido Antranilico  Anidrido Ftalico Acido 2-ftaloimidobenzéico Acido 2-carboxiftalanilico
CPA

Sintese do acido 2-ftaloimidobenzéico (15): Em um baldo de reacdo, foram
adicionados 4cido acético glacial (6,0 mL), anidrido ftalico 14 (1,481 g, 10 mmol) e acido
antranilico 13 (1,246 g, 9,09 mmol). A solug@o foi mantida sob refluxo por 12 h. Apos esfriar,

a mistura reacional foi colocada em HCI 0,01 mol-L™' (10,0 mL). O sélido formado foi filtrado,
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lavado com HC1 0,01 mol-L™! e seco sob alto vicuo. Rendimento de 1,280 g (53 %) como um
solido acinzentado. Espectros de RMN de 'H e 1*C {!H} apresentados no Apéndice C.

Sintese do acido 2-carboxiftalanilico (16): Em um baldo de reagdo, foram
adicionados agua deionizada (6,0 mL), NaOH (179,0 mg, 4,49 mmol) e o composto 15 (300,0
mg, 1,12 mmol). A mistura foi mantida em temperatura ambiente e agitada por 15 h. A mistura
foi filtrada e acidificada com HCI 12 mol-L! até pH 2,0. O precipitado formado foi filtrado,
lavado com HC1 0,01 mol-L! e seco sob alto vicuo. Rendimento de 270,5 mg (84 %) como um

solido branco. Espectros de RMN de 'H e '*C{'H} apresentados no Apéndice D.

Tratamento dos dados cinéticos

Experimentos de kqbs vs. pH foram realizados tanto em dgua pura quanto em excesso
de pilarareno. Com isto, tornou-se possivel a determina¢do das duas constantes de acidez do
CPA em ambos os ambientes, em agua ¢ na cavidade do pilarareno. Este tratamento foi
realizado ao considerarmos a kqbs como resultado da constante de velocidade das espécies
(neutra, monoanidnica e dianionica) ponderadas por suas fragdes em mol. Para isto, o ajuste

dos dados foi realizado com a Equacgao 8:

_ kl k2 k3
Kobs = 1+a1_ Ka1Kaz L TP TR [H30*]  [Hz0*]? (8)
[H30F] " [H30%] " Ka1 [H30F] I+t

ki1, k> e k3 sdo as constantes de velocidade das espécies neutra (CPAH2), monoanidnica
(CPAH)) e dianionica (CPA?), respectivamente; Ka1 € Ka» 50 as constantes de acidez do CPA.
Obtidas as constantes acidas do CPA em agua e na cavidade do pilarareno, as fragdes
relativas de suas espécies em funcdo do pH foram calculadas para ambos os ambientes pela

Equagdo 9:

OTotal = OcpaH, T Qcpan~ T Qcpaz- )
Onde:

[H30%]
[H307%]2 + K51 [H30%] + K31 Ka2

XcpAH, =

Ka1[H307]
[H30%]2 + K51[H30%] + K31 Ka2

OcpAH™ =
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o - Ka1Kaz
CPA [H30%]2 + K31[H30%] + K31 Ka2

Experimentos de RMN

As caracterizagdes ('H, '3C, COSY e HETCOR) e investigacao estrutural (titulagdo de
"H e ROESY de 'H-'H) foram realizados em dois espectrometros Bruker AC, um de 200 e outro
de 400 MHz.

Na titulagdo, a baixa solubilidade do CPA exigiu condi¢des diversas do estudo
cinético. No tubo de RMN contendo a solugdo do CPA (D20:MeOD, 1:1; pD 7,0; Bis-Tris
metano 0,01 mol-L!) e TMSP como referéncia, foram adicionadas fragdes sélidas do pilarareno
e, apos total solubilizagdo, o espectro foi adquirido.

Experimentos de ROESY de 'H-'H foram realizados para elucidagio estrutural do

complexo R:S. Para isto, utilizou-se o pacote ROESYPHSW com tempo de mistura de 225 ms.

3.7 CAPITULO 3) RECONHECIMENTO MOLECULAR DO P5C SOBRE A
METANFETAMINA

Materiais

O pilarareno empregado nos estudos deste capitulo (P5C) foi disponibilizado pelo
LaCFI. A sintese deste composto foi realizada seguindo estritamente os procedimentos
descritos na literatura.®> A metanfetamina foi obtida através da reducio da pseudoefedrina
(extraida de um farmaco anticongestionante comercial) via método de Moscow (I> + P), sendo
purificada por extragdes acido-base e destilagdo sob pressao reduzida num aparelho Kugelrohr.
O produto foi obtido como um 6leo incolor e sua caracterizagio foi realizada por RMN de 'H

e 1°C (ver Apéndice E).

Experimentos de RMN

As caracterizagdes ('H e '°C) e titulagdes de RMN de 'H foram realizadas num
espectrometro Bruker AC de 200 MHz. Para as titulagdes, no tubo de RMN contendo a solugao
do pilarareno e TMSP como referéncia, foram adicionadas aliquotas de 4-20 pL. de uma solugao
concentrada da metanfetamina e, apds total homogeneizagao com auxilio de um agitador vortex,

o espectro foi adquirido.
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Titulacao Potenciométrica

Devido a insolubilidade da espécie neutra do P5C, sua titulagdo procedeu-se em uma
mistura de H>O:CH3CN (4:1, v/v), tanto para o titulante quanto para o titulado. Para isto,
utilizou-se um eletrodo de vidro combinado Hanna HI1330 acoplado a um medidor de pH
Hanna HI113. Uma solugdo do P5C (24,00 mL; 4,675 x 10 mol; pH 9,685) foi titulada
manualmente com uso de uma micropipeta aferida para adi¢do de aliquotas de uma solugao
padronizada de HCI (8,8305 x 107 mol-L!). O experimento procedeu-se a 22,0 °C sob
aborbulhamento de N>. Todas as solugdes foram preparadas com solventes a temperatura
ambiente previamente fervidos para expulsao de gases solubilizados. Os dados da titulagdo

foram analisados utilizando o sofiware CurTiPot.!**
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Assim como nos demais topicos, os resultados e discussdo estdo divididos em trés
capitulos para melhor compreensdo. As evidéncias experimentais apresentadas neste topico
satisfazem todos os objetivos propostos e conclusodes alcancadas pelo trabalho. Somado a isto,
a leitura dos capitulos 2 e 3 permite ao leitor fazer relacdo com as evidéncias experimentais e
discussodes realizadas nos capitulos antecessores, o que caracteriza este trabalho como um
material didatico para o estudo de sistemas do tipo receptor-substrato. Enquanto os capitulos 1
e 2 concentram-se na investigacao dos principais fatores estéricos e eletronicos envolvidos nos
efeitos cinéticos promovidos pelos pilararenos, o capitulo 3 fornece um mecanismo terapéutico
modelo para o uso de pilararenos em casos de overdose iminente, todos os estudos baseados
nos conceitos de reconhecimento molecular. Por fim, os dados fornecem diversas perspectivas
para aplicagdo dos pilararenos, por exemplo, como sensores quimicos, catalisadores ou
inibidores de reagdes organicas, sequestrantes de espécies organicas, entrega controlada e

outras.

4.1 CAPITULO 1) DESCARBOXILACAO DOS CBIS NA AUSENCIA E PRESENCA DO
P5A E P6A

Compostos derivados do 1,2-benzisoxazol, especificamente substituidos na posi¢ao 3
do heterociclo, tém sido descritos como uma classe de grande atividade farmacoldgica para
elaboragdo de farmacos antipsicoticos, anticonvulsivantes, anticancer e analgésicos, como
descrito na revisao bibliografica desta tese. Deste modo, o desenvolvimento de sistemas R:S
envolvendo esta classe de compostos ¢ de grande interesse ao setor terapéutico, seja para
aumento de eficacia, redugdo de efeitos colaterais, liberagdao controlada ou outra finalidade de
interesse.

A reacdo de descarboxilagdo do acido 3-carboxi-1,2-benzisoxazol (CBI) e de seus
derivados tém sido estudada por diferentes pesquisadores envolvendo diversos tipos de
sistemas. Os estudos mostram que a velocidade da reacdo ¢ fortemente dependente do meio,
sendo que a mudanga do solvente pode aumentar em até 10® vezes o valor da constante de
velocidade observada (kobs).'”® Neste sentido, o uso de pilararenos como microambiente
reacional para estudar estas reacdes ¢ uma proposta inédita e totalmente capaz de fornecer
informacdes sobre ambos os componentes, tanto individualmente quanto como complexo

(Figura 19).
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Figura 19 - Equagdo geral para a reacdo de descarboxilagao do 6-NitroCBI ou 5,6-DinitroCBI
na presen¢a de um pilar[n]areno (n = 5 ou 6) para a formagao do 6-NitroCF ou 5,6-DinitroCF,
respectivamente.

S
Ha He  co, N
O,N o B H1 O,N 0o
Hb
6-NitroCBI 6-NitroCF
ou o+ ou
Hd oo, _N
O,N { O,N Z
N | | + CO;
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5,6-DinitroCBI 5,6-DinitroCF

Primeiramente, foram realizados experimentos de cinética por UV-Vis para investigar
a influéncia da percentagem de acetonitrila em agua (v/v) sobre a kobs de descarboxilagao de
ambos os CBIs. A partir disto, tornou-se possivel estabelecer relagdes entre os efeitos cinéticos
gerados pela polaridade do solvente (ou percentagem de acetonitrila) e pela cavidade dos
pilararenos através da comparagdo dos valores de kobs. Tal comparag@o ndo poderia ser realizada
com as kobs €m solventes organicos puros, pois 0 menor efeito (em metanol) representa aumento
de 34 vezes sobre a kobs da espécie menos reativa, o 6-NitroCBI. Outro motivo ¢ a falta de dados
na literatura para a reacao do 5,6-DinitroCBI, que certamente seriam incrementos ainda mais
expressivos devido sua maior reatividade.

O aumento na fracdo de acetonitrila gerou respostas similares para ambos os CBIs
(Figura 20). Tais efeitos corroboram com a literatura e representam a grande capacidade de
solventes polares proticos em estabilizar os CBIs por ligacdes de hidrogénio (LHs).!'° O grafico
mostra aumentos exponenciais sobre os valores de kobs em resposta a diminui¢do de agua,
chegando a incrementos de aproximadamente 200 e 400 vezes em 75 % de acetonitrila para o
6-NitroCBI e 5,6-DinitroCBI, respectivamente. O comparativo entre a percentagem de

acetonitrila e os microambientes oferecidos pelo PSA e P6A serdo realizados mais adiante.
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Figura 20 - Influéncia da percentagem de acetonitrila sobre a kops para a descarboxilagao
espontanea do 6-NitroCBI (e) e 5,6-DinitroCBI () ([CBI] = 1,0 x 10 mol-L"!; pH 7,0; [Bis-
Tris metano] = 0,01 mol-L™!; 25,0 °C).
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Experimentos de cinética na faixa de Ho/pH = -0,5-10 foram realizados para

determinagdo do pKa. cinético (pKac) de ambos os CBIs (Figura 21). Os ajustes dos dados
(Equacdo 6) forneceram valores de pKac de 1,61 e 1,18 para o 6-NitroCBI e 5,6-DinitroCBI,
respectivamente. Estes dados revelam a maior reatividade dos CBIs quando em sua forma
anidnica, mostrando-se mais propicios a reacao de descarboxilagao.

A identidade destes produtos de descarboxilacdo (cianofenolatos) ja é reportada, no
entanto, ndo ha evidéncias de caracterizacdes destes compostos apds a reacao de
descarboxilagdo. Diante disto, a descarboxilacdo de ambos os CBIs foi induzida por sonicagao
e aquecimento para posterior caracterizagdo por RMN de 'H e '*C, bem como infusdes diretas

num ESI-MS para determinagdo de suas razdes m/z.
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Figura 21 - Influéncia do pH sobre a kobs para a reagao de descarboxilagdo espontanea do 5,6-
DinitroCBI (A) e 6-NitroCBI (B) ([CBI] = 1,0 x 10 mol-L; 25,0 °C).
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A Tabela 2 apresenta todos os deslocamentos quimicos de 'H e '*C {'H} observados
apos a descarboxilagdo dos CBIs. Destaca-se que os sinais de OH, caracteristicos de fendis, foi
observado apenas para o 6-NitroCF. Tal observacao ¢ justificada pela auséncia de HDO nesta
amostra, o que impediria a ocorréncia de troca com a dgua. Em contrapartida, a presenca de

agua na amostra do 5,6-DinitroCF justifica a ndo observacdo deste sinal. J& os espectros de
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BC{'H} mostraram 7 sinais para ambos os cianofendis, como esperado. Para melhor

visualizagdo os espectros de 'H e '3C{'H} estdo apresentados nos Apéndices A e B.

Tabela 2 - Deslocamentos quimicos de 'H e *C{'H} para o 6-NitroCF e 5,6-DinitroCF
(Acetona-Dg; TMS; 25,0 °C).

Produto H (3, ppm) BC{H} (8, ppm)
107,25;
N 120,98;
/@\/ 5,61 (s, 1H, OH); 125,34;
8.40 (s, 2H, Ar); 150,38;
02N OH b (83 9 r)’ b b
8,74 (s, 1H, Ar); 151,99;
164,03;
104,02;
N 113,06;
/ b b
O:N Z (s, 1H, OH); 114,06:
ON 7,65 (s, 1H, Ar); 125,71;
2N~ OH 8,65 (s, 1H, Ar); 133,14;
5,6-DinitroCF 148.32:
166,11;

As infusdes diretas de solugdes aquosas dos CBIs (~ 10 pmol-L!), também submetidas

a descarboxilagao induzida por aquecimento e sonicagdo, forneceram os sinais de m/z esperados

para os cianofenolatos, como podem ser observados na Figura 22.

Figura 22 - Espectros de ESI-MS de varredura completa para solugdo aquosa do 6-NitroCF (A)
e MS? no intervalo de 200-220 Da para solucdo aquosa do 5,6-DinitroCF (B) ([CF] ~ 10
umol-L!; modo ion negativo).
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A razdo entre os valores de kobs obtidos em H,O e DO (kw/kp, Tabela 3) revelam
efeitos isotopicos de 1,18 e 1,07 para o 6-NitroCBI e 5,6-DinitroCBI, respectivamente. Estes
valores representam efeitos isotopicos pequenos e, sobre esta classe de reacdo em especifico,
indicam aumento na efetividade da estabilizacao dos CBIs por LHs entre seus grupos COO™ e
o solvente. A participagdo do solvente na estabilizacdo dos CBIs permite compreender estes
efeitos e estdo baseados na menor amplitude e frequéncia vibracional da ligacao O-D (oxigénio-
deutério) quando comparada com a ligagdo O-H. A magnitude destes efeitos sdo ainda
reduzidos pela grande diferenca entre os pKas da agua (15,7) e dos CBIs (1,18-1,61),'* o que
justifica o menor efeito observado para o 5,6-DinitroCBIL.

As constantes de velocidade para a hidrolise espontanea de ambos os CBIs foram
determinadas em diferentes temperaturas para obten¢do dos parametros de ativagdo. Estas
medidas foram realizadas em pH 7,0, onde os CBIs apresentavam-se em sua forma mais reativa
(anidnica). Os dados da Tabela 3 mostram incrementos exponenciais sobre os valores de kobs
como resultado do aumento da temperatura. Desta forma, a linearidade no grafico de Eyring
permite a determinagdo dos valores intrinsecos de AH* e AS* para as reacdes de descarboxilagdo

dos CBIs.

Tabela 3 - Valores de kobs para a hidrolise espontanea dos CBIs entre 25-65 °C (pH 7,0; [Bis-
Tris metano] = 0,01 mol-L).

T (°C) 6-NitroCBI (s™) 5,6-DinitroCBI (s™)
25 3,00 x 107 4,65 x 10
35 1,96 x 107
45 1,33 x 10 7,18 x 107
55 5,20 x 10 2,59 x 107
65 2,01 x 107

kw'kp NiwocBy = (3,00 x 106/2,55 x 10°) = 1,18
kw/kp (s.6-Dinirocny = (4,65 x 104/ 4,34 x 10%) = 1,07

A Figura 23 representa o grafico de Eyring para os CBls, sendo observado excelentes
relagdes lineares para ambos. Isto sugere a ocorréncia de um mecanismo constante na faixa de
temperatura estudada (25-65 °C), o que permite determinar com confiabilidade os parametros

de ativacdo para a reacdo de descarboxilacdo espontanea de ambos os CBIs.



64

Figura 23 - Grafico de In(kobs*#/x ks T) vs. 1/T para a reacao de descarboxilagao espontanea do
6-NitroCBI (e) e 5,6-DinitroCBI () ([CBI] = 1,0 x 10 mol-L!; pH 7,0; [Bis-Tris metano] =
0,01 mol-L1).
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Na Tabela 4 estdo apresentados os valores de entalpia e entropia de ativagdo para os
dois CBIs, bem como valores ja reportados na literatura. Os parametros mostram claramente o
favorecimento do 5,6-DinitroCBI para a reagdo de descarboxila¢do espontanea, um efeito que
pode ser compreendido pela menor barreira energética no estado de transicdo (AAG* = 2,98
kcal-mol ™). Em termos entrdpicos e entilpicos, a menor entalpia de ativagio para o 5,6-
DinitroCBI estabelece sua maior reatividade comparada ao 6-NitroCBI, mesmo apresentando
ganhos de apenas 45 % da entropia observada para o 6-NitroCBI.

Adicionalmente, as energias envolvidas nestas rea¢des foram determinadas por
calculos computacionais para comparagao e elucidacao da estrutura do ET de cada CBI. Para
isto, foram determinadas as estruturas e energias dos ETs, bem como as energias dos reagentes
de partida para posterior obten¢do das coordenadas intrinsecas das reagdes (IRCs, do inglés

intrinsic reaction coordenate).
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Tabela 4 - Parametros de ativagdo para a reacao de descarboxila¢dao espontanea dos CBIs (pH
7,0; [Bis-Tris metano] = 0,01 mol-L™).
AH? AS* AG*

2
CBI (kcal-mol™) (cal-mol!-K™) (kcal-mol ™) R
coy
W 32,42 24,95 24,98 0,995
0N o (32,00) (22,90) (25,17)
6-NitroCBI
S)
O co,
:@f\&l 25,34 11,23 22,00 0,999
oN J (24,60) (8,40) (22,09)
5,6-DinitroCBI

* ~ .
Valores entre parénteses representam dados da literatura.'®

A Figura 24 mostra as estruturas dos ETs dos CBIs com seus grupos carboxilatos
assistidos por 2 moléculas de agua, como ja descrito.''%!46:147 Syas frequéncias imaginarias
(vim.) apresentaram valores de -372,1 cm™ e -412,8 cm™! para o 6-NitroCBI e 5,6-DinitroCBI,
respectivamente. As setas representam o rompimento das ligagdes C-C e O-N nos ETs, sendo
observado distancias similares para ambos os CBIs (Tabela 5). Outra evidéncia comum entre
os ETs ¢ a rotacdo de 90° do angulo diedro [C-C-C-O] em relag@o ao reagente de partida, um
indicio de que o reagente de partida deve ser ligeiramente estabilizado por ligag@o de hidrogénio

intramolecular com o hidrogénio na posicao 4 do heterociclo.

Figura 24 - Estados de transi¢cao do 6-NitroCBI (Esquerda) e 5,6-DinitroCBI (Direita) para a
reacdo de descarboxilagdo espontianea, com nivel de teoria M06/6-31G+(d,p).

UV =-372.1 cm” (B —c U, =-412.8 cm” %__{] %,@

Considerando as estruturas dos reagentes otimizadas como ponto inicial (£ = 0), as
IRCs foram calculadas (Figura 25) e as estruturas dos ETs confirmadas como adequadas para

avaliacdo das energias relativas (AE). Tomando o 6-NitroCBI como referéncia, a adi¢ao de mais
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um grupo NO:2 na posi¢do 5 do heterociclo representa uma diminui¢do substancial sobre a
energia do ET, calculada por AAE = 7,32 kcal-mol™. Esta diferenca corrobora com os dados
cinéticos e representa a maior reatividade do 5,6-DinitroCBI, gerando incrementos de 155 vezes

sobre a kobs a 25,0 °C.

Figura 25 - Coordenadas intrinsecas de reagdo (IRCs) para a descarboxilacido espontanea do 6-
NitroCBI (==m==) ¢ 5,6-DinitroCBI (==m==), com nivel de teoria M06/6-31G+(d,p).
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A energia livre de ativacdo (AG?) reflete diretamente na barreira energética entre
reagente e produtos, ou seja, no controle da velocidade da reagdo. Os valores de AG* calculados
para os CBIs (Tabela 5) representaram tendéncias condizentes com os dados experimentais,
com a entalpia de ativagdo governando o favorecimento da reacdo para o 5,6-DinitroCBI. No
entanto, a diferenca entre as energias livre de ativacio calculadas para os CBIs (AAG* = 7,60
kcal-mol™') mostrou-se superior ao obtido experimentalmente (AAG* = 2,98 kcal-mol™!), um

resultado dos baixos valores de parametros de ativagao calculados.
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Tabela 5 - Parametros de ativagdo, angulos diedros e distancias interatomicas calculados para
os estados de transicdo da reacdo de descarboxilagdo espontanea dos CBIs, com nivel de teoria
MO06/6-31G+(d,p).

c ASt AH! AG* Diedro (°) Distancia (A)
BI
(cal-mol - K™) (kcal-mol™) [C-C-C-O] C-C O-N
€]
co,
N 1,31 25,16 24,77 90,51 1,76 2,15
O,N
6-NitroCBI
©
co,
O,N {
@fN 1,34 17,57 17,17 92,24 1,72 2,06
O,N o
5,6-DinitroCBI

Adicionalmente, as propriedades dos CBIs foram investigadas no estado solido através
da técnica de calorimetria exploratoria diferencial (DSC). A DSC fornece informagdes tanto
qualitativas quanto quantitativas sobre as energias envolvidas nos processos de transicdo de
fase (fusdo, solidificacdo, transi¢ao vitrea) ou modificacdo estrutural (estabilidade térmica e
oxidativa, tempo de indugdo, cinética de cura). Tais informagdes sdo obtidas pela relagao entre
a temperatura na camara de aquecimento e o fluxo de calor associado a determinado processo
fisico ou quimico, seja ele endotérmico ou exotérmico.'*®

Eventos sucessivos foram observados durante a decomposicao térmica dos CBIs. A
estrutura heteroatomica biciclica dos substratos (capacidade de decomposi¢ao em diferentes
regides estruturais) justifica isto, o que impossibilitou a determinagao precisa das entalpias dos
processos individuais (J/g, por integracdo das areas) e dos parametros cinéticos (constantes de
velocidade e energias de ativagdo) envolvidos nestas transigdes. Uma alternativa para isto seria
arealizacdo de modificagdes nas condigdes de analise (reducdo na velocidade de aquecimento),
sendo julgadas além dos objetivos propostos nesta tese. No entanto, informagdes importantes
sobre manuseio, estocagem e transporte dos CBIs sdo oferecidas a partir dos dados
experimentais.

As curvas obtidas para os ciclos de aquecimento (Figuras 26 e 27) mostram diferentes
comportamentos térmicos para os CBls, no entanto, ambos os substratos decompdem-se antes
do processo de fusdo. Isto foi confirmado num equipamento especifico para determinag¢ao de
ponto de fusdo, com a decomposic¢do (escurecimento e liberacao de gés) ocorrendo nas mesmas
temperaturas observadas nas andlises de DSC e antes da transi¢do da fase so6lida para liquida.

Para o 6-NitroCBI, o principal evento (exotérmico) ocorre entre 63-85 °C,

correspondendo a uma janela de 2,2 min. Este evento provocou grande desvio na linha de base
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e indica a modificacdo na massa inicial da amostra, confirmando sua decomposi¢do térmica

associada a liberacao de gas e perda de massa.

Figura 26 - Curva de DSC para o ciclo de aquecimento do 6-NitroCBI. Inserido na parte
superior esquerda estd o mesmo ciclo com a ordenada representada pela derivada do fluxo de
calor em fun¢do da temperatura.
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O 5,6-DinitroCBI mostrou-se termicamente mais estavel, com sua decomposi¢do
iniciando em 114 °C (AATinicia = 51 °C), logo apds a evaporacao de agua (101-114 °C).
Adicionalmente, observou-se maior vigor em sua decomposi¢do, com o primeiro evento
térmico completando-se em 30 s (114-119 °C) com grande liberagao de calor. Esta modificagao
no comportamento térmico ¢ resultado do grupo NO: adicional na por¢do areno, sendo os
efeitos estéricos e eletronicos responsaveis pela maior quantidade de energia acumulada em sua
estrutura. Tais conceitos sdo amplamente empregados no desenvolvimento de materiais
explosivos de uso militar e civil, sendo os derivados do nitrobenzeno uma classe de compostos
comumente empregados para isto, com destaque para o 2,4,6-trinitrotolueno (TNT, AH=-1.223

kJ-mol™1).1*150 Como dito, a ocorréncia de eventos consecutivos impossibilitou a quantificacio
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energética dos eventos térmicos individuais, no entanto, a energia liberada no intervalo de 114-
147 °C (energia total, Figura 27) foi determinada e constatada uma similaridade com compostos

de mesma classe, como o 4cido 2,6-dinitrobenzoico (AH = -222 kJ-mol™).!3!

Figura 27 - Curva de DSC para o ciclo de aquecimento do 5,6-DinitroCBI. Inserido na parte
superior esquerda estd o mesmo ciclo com a ordenada representada pela derivada do fluxo de
calor em fun¢do da temperatura.
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Os dados térmicos mostrados acima apresentam a baixa estabilidade térmica dos CBIs.
Destaca-se ainda a importancia da correta estocagem e manuseio destes substratos para a
conservagao de sua pureza e, principalmente, para reducao do risco de explosdes. Tais efeitos
tendem a ser mais danosos para compostos com maior nimero de substituintes NO; no anel,
onde grande quantidade de energia deve ser acumulada em sua estrutura molecular.

As reagdes de descarboxilagdo dos CBIs foram estudadas em meio aquoso, pH 7,0 e
na presenca do P5A e P6A. Desde o principio, esperava-se relacionar os efeitos cinéticos
promovidos por cada pilarareno com as propriedades de sua cavidade. Tal relacdo seria possivel
devido a alta sensibilidade destas reacdes ao ambiente quimico, sendo a cavidade dos

pilararenos os ambientes responsaveis por estes efeitos. Neste sentido, efeitos cataliticos eram
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esperados para cavidades capazes de desestabilizar os CBIs, como observado para os solventes
polares apréticos. De maneira similar, efeitos inibitorios eram esperados para cavidades capazes
de maior estabilizagao dos CBIs, como observado para os solventes polares proticos.

Inicialmente foi investigada a influéncia da concentrac¢do dos pilararenos sobre a kobs,
sendo observado efeitos cinéticos tanto cataliticos quanto inibitdrios (Figura 28). Tais efeitos
mostram o aumento da kobs na presenga dos pilararenos, exceto para o complexo 6-
NitroCBIcPS5A, o inico sistema capaz de inibir a reagdo de descarboxilagdo. Os sistemas foram
avaliados pelo ajuste dos dados considerando as estequiometrias R:S (linhas sélidas) e R:S»
(linhas tracejadas). Para todos os sistemas os ajustes dos dados foram satisfatorios com ambos
os modelos, no entanto, para R:S, foram observados erros de até 400 ¢ 1.900 % sobre os
parametros de velocidade (k1.1 € k12) e de associagdo (Ki.1 € Ki:2), respectivamente. Diante disto,
as constantes de velocidade na cavidade dos pilararenos (ki1:1) e de associacao (Ki.1) foram
determinadas considerando apenas a formacao de complexos de baixa ordem (R:S), sendo esta
estequiometria confirmada para alguns dos sistemas por titulagio de RMN de 'H (demonstrado
adiante).

Os ajustes dos dados da Figura 28 forneceram parametros condizentes com sistemas
de estequiometria R:S envolvendo receptores catidnicos e substratos anionicos (Tabela 6).!%7%%2
O P5A oferece um ambiente quimico capaz de gerar efeitos distintos sobre a descarboxilagao
dos CBIs. Sua associacao com o 6-NitroCBI resultou em efeitos inibitdrios sobre a reagao
(kw/ki:1 = 3,9), representando o complexo de maior estabiliza¢do energética observada (AG = -
29,13 kJ-mol™). Sobre o 5,6-DinitroCBI foram observados efeitos cataliticos (ki.1/kw=4,3) com
alcance de patamar em aproximadamente 4,0 mmol-L™' do macrociclo. J4 o P6A gerou efeitos
cataliticos tanto para o 6-NitroCBI (k1.1/kw = 4,1) quanto para o 5,6-DinitroCBI (k1.1/kw = 7,1),
com ambos os patamares atingidos em 2,0 mmol-L™' do macrociclo. Apds a obtengdo destes
dados, duvidas principalmente em relagdo aos efeitos inibitorios surgiram e estimularam a
criacdo de hipoteses relacionadas a estrutura dos complexos. Deste modo, era esperado que
cada efeito cinético seria fortemente dependente da geometria do complexo, o que estimulou a

realizagdao de novos experimentos.
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Figura 28 - Influéncia da concentragdo do P5A (@) ¢ P6A (@) sobre a kobs para a reagao de
descarboxilagdo do 6-NitroCBI (A) e 5,6-DinitroCBI (B) (pH 7,0; [Bis-Tris metano] = 0,01
mol-L!; 25,0 °C). Dados ajustados com modelos estequiométricos R:S (linhas solidas) e R:S
(linhas tracejadas).
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Tabela 6 - Constantes de velocidade e de associacao para os CBIs com o PSA e P6A, obtidos
por ajustes ndo-lineares sobre os dados da Figura 28.

6-NitroCBI 5,6-DinitroCBI
ki1 (s K11 (L-mol™) kia (s K1 (L-mol™)
PSA (77705 x 100 (127£02) x 100® (2,01 £0,0)x 10° (2,03 £0,2) x 10°©
P6A  (123£0,0)x 10° (1,01 £0,0)x 10°®  (3,30£0,0) x10°  (9,49£0,7) x 10°@

@AG = -29,13 kI'mol!; ®AG =-22,85 kI'mol"!'; ©AG =-18,88 kI-mol"'; WAG = -22,70 kJ-mol! (Calculado
por AG =-R-T:InK1.1).

De forma geral, os efeitos cataliticos observados foram inicialmente compreendidos
pela capacidade dos pilararenos em desestabilizar os CBIs, um mecanismo baseado na redugao
do niimero de LHs entre dgua e seus grupos COO". A proposi¢cdo deste mecanismo apenas em
funcdo da hidrofobicidade na cavidade dos pilararenos sdo consideragdes vagas e levam a
interpretagdes erroneas acerca da principal causa destes efeitos. Adicionalmente, simulagdes de
dindmica molecular (DM, demonstrados adiante) indicam maior proximidade entre os grupos
carregados do complexo (COO™ ¢ NMes"), excluindo a possibilidade dos grupos COO
encontrar-se no centro da cavidade dos macrociclos.

As considerac¢des do pardgrafo anterior juntamente com os dados de DM levaram a
uma proposta racional para o mecanismo catalitico, baseando-se principalmente na alta
capacidade dos grupos NMes" (concentrados nos portais do macrociclo) em modificar a
estrutura da agua. Tal proposta corrobora com décadas de estudo acerca destas reagdes e propoe
os microambientes oferecidos pelos pilararenos como modificadores estruturais do solvente na
regido de seus portais. Para demonstrar isto, a descarboxilagdo dos CBIs foi investigada na
presenga de diferentes concentragdes de brometo de tetrametilamonio (TMA) a fim de simular
a alta concentragdo de grupos NMes" encontrada nos portais dos pilararenos. A influéncia do
TMA sobre as propriedade estruturais da dgua é largamente estudada.'>>'>* Tais estudos
demonstram que o cation TMA™ apresenta baixa concentragdo de agua em sua camada de
hidratacdao, comportamento tipico de compostos apolares. O aumento deste efeito ocorre com
sua concentracdo, reduzindo ainda mais o nimero de moléculas de 4dgua de hidratagdo e,
consequentemente, o nimero de LHs entre elas.

A Figura 29 mostra a influéncia da concentracdo do TMA sobre a kops de ambos os
CBIs, sendo observado incrementos exponenciais com o aumento da concentracdo do sal.
Efeitos de forca idnica sdo desprezados nesta discussdo, visto que varios CBIs similares t€ém
sua reatividade inalterada na faixa de 0—1 mol-L"! de KC1.'%® Com isto, os efeitos cataliticos

observados para os sistemas 6-NitroCBICP6A, 5,6-DinitroCBICP5A e 5,6-DinitroCBICP6A
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equivalem a descarboxilagdo dos CBIs correspondentes em concentragdes de TMA iguais a
2,02, 2,85 e 3,80 mol-L!, respectivamente. Para estes dois tltimos, a presenca de 1 grupo
NMe;" adicional no pilarareno equivale ao aumento em 1 mol-L! de TMA, uma tendéncia que

corrobora com o mecanismo catalitico proposto.

Figura 29 - Influéncia da concentracao do brometo de tetrametilamonio (TMA) sobre a kobs para
a reacdo de descarboxilagdo do 6-NitroCBI (e) e 5,6-DinitroCBI (e) em agua (pH 7,0; [Bis-
Tris metano] = 0,01 mol-L™!; 25,0 °C).
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A catdlise promovida pelos pilararenos baseia-se principalmente na redugdo do
nimero de LHs entre dgua e os grupos COO™ dos CBIs. Tais efeitos podem ainda ser
equiparados com os ambientes quimicos oferecidos pelas diferentes fragdes de acetonitrila.
Neste sentido, os efeitos cataliticos observados para os complexos 6-NitroCBICP6A, 5,6-
DinitroCBIcP5A e 5,6-DinitroCBIcP6A equiparam-se a descarboxilagdo dos respectivos
CBIs ocorrendo em 18,9, 17,1 e 23,4 % de acetonitrila, respectivamente.

Em contrapartida, os efeitos inibitorios observados para o sistema 6-NitroCBIcP5A
apresenta-se como excecao ao mecanismo catalitico. Tal efeito indica a cavidade do P5SA como
um ambiente de maior estabilizacdo energética para o 6-NitroCBI, superando sua estabilidade
em agua pura. A elucidacdo mecanistica desta inibicdo surgiu logo apés a obtencdo dos

resultados de DM, onde foi constatada uma geometria particular para este complexo. Em
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resumo, a maior distincia entre os grupos carregados do complexo (COO™ e NMes" para o 6-
NitroCBI e o P5A, respectivamente) e a particularidade no posicionamento do 6-NitroCBI na
cavidade do P5SA explicam bem o efeito inibitdrio, fatores que serdo melhores compreendidos
apos a apresentacao dos dados de DM e RMN.

As estruturas mais provaveis para a interagdo entre os CBIs e os pilararenos foram
investigadas por simulagdes de DM. Para isto, cada um dos quatro sistemas foi solvatado com
4.714 moléculas de 4gua (SPC) e quantidades dos contraions Br™ e Na" suficientes para alcangar
a eletroneutralidade do sistema. Os snapshots ou imagens dos complexos (Figuras 30 e 31)
foram obtidos ap6s 15 ns de simulagdo e todos os sistemas convergiram para a formagao de
complexos de inclusdo. Para todos os sistemas, a regido do nitrobenzeno dos CBIs mantiveram-
se inseridas na cavidade dos macrociclos, sendo as estruturas condizentes com condi¢des
experimentais de [CBI] < [Pilarareno].

A Figura 30 mostra as estruturas simuladas para os complexos formados entre os CBIs e
o PSA. Em ambos os sistemas, os CBIs mantiveram-se posicionados mais externamente ao

P5A, compreendido pelo menor didmetro interno da cavidade do macrociclo (4,7 A).”!

Figura 30 - Snapshots dos complexos 6-NitroCBICP5A (Esquerda) e 5,6-DinitroCBICcP5SA
(Direita), obtidos apods 15 ns de simulagdo.

Em contrapartida, o maior didmetro interno do P6A (6,7 A) resultou em estruturas
geométricas diferentes aos complexos. A Figura 31 mostra a acomodag¢do dos CBIs numa regido
mais profunda na cavidade do macrociclo, onde a minimiza¢do energética ¢ nitidamente

favorecida por interagdes eletrostaticas e do tipo m-m.
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Figura 31 - Snapshots dos complexos 6-NitroCBICP6A (Esquerda) e 5,6-DinitroCBICP6A
(Direita), obtidos apos 15 ns de simulagao.

A estabilidade dos complexos foram investigadas em funcdo do tempo, considerando os
ultimos 10 ns de simulacdo. Neste contexto, para todos os complexos de inclusdo foram
calculados: 1) a distancia entre o centro da cavidade do macrociclo e o carbono 6 (C6) do CBI;
2) a orientacdo espacial do CBI na cavidade do macrociclo; 3) a distdncia minima entre os
grupos carregados COO™ e NMe3™; 4) as contribuigdes energéticas resultantes de interagdes
eletrostaticas e de Van der Waals e 5) o numero de LHs entre 4gua e o grupo COO™ do CBI. O
conjunto destas informagdes foram capazes de fornecer dados qualitativos e quantitativos sobre
os complexos, sendo de grande importancia para compreender os efeitos cinéticos resultantes
de suas formacgoes.

As distancias médias entre o carbono C6 e o centro da cavidade dos macrociclos estao
apresentadas na Figura 32. Para o macrociclo de menor cavidade (P5A), o C6 do 6-NitroCBI e
5,6-DinitroCBI permaneceram a uma distancia média de 0,45 e 0,55 nm acima do centro da
cavidade, respectivamente. Estes dados indicam que o grupo NO> adicional no 5,6-DinitroCBI
dificulta sua acomodacdo na cavidade do P5A, justificando a menor constante de associagao
observada para este complexo. Ja para o P6A, o C6 de ambos os CBIs permaneceram a uma
distancia média de 0,45 nm abaixo do centro da cavidade do macrociclo, refletindo em
condi¢des de ambiente quimico similares para os CBIs. Estes dados confirmam que ha a
formagdo de complexos receptor-substrato para todas as quatro combinagdes entre CBIs e

pilararenos.
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Figura 32 — Distancias calculadas entre o centro da cavidade dos pilararenos (P5A, azul; P6A,
vermelho) e o carbono C6 do 6-NitroCBI (A) e 5,6-DinitroCBI (B), em fun¢ao do tempo de
simulacao.
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Para obten¢do de maiores detalhes sobre as estruturas geométricas dos distintos
complexos, as orientagdes espaciais dos CBIs quando na cavidade dos pilararenos foram
calculadas para todos os quatro sistemas. A Figura 33 mostra os angulos entre os vetores
longitudinais V1 e V2 dos componentes do complexo, incluindo o centro da cavidade do
macrociclo (vetor V1) e o vetor longitudinal formado pelos carbonos C3 e C6 dos CBIs (vetor

V2). Os resultados mostram angulos de inser¢do de 15° para todos os sistemas, exceto o 5,6-
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DinitroCBIcP5A que apresentou angulo de 65°. Os CBIs com angulos de 15° t€ém seus grupos
COO  orientados entre o solvente e os grupos NMes" do pilarareno. Enquanto isto, o sistema
com angulo de 65° acomoda o grupo COO™ mais direcionado entre os grupos NMes"™ do
pilarareno e distante do solvente. E importante destacar que a maior cavidade oferecida pelo
P6A confere liberdade adicional aos CBIs, refletindo diretamente em maiores flutuagdes sobre

os angulos calculados.

Figura 33 - Angulos entre os vetores longitudinais V1 (centro da cavidade dos pilararenos) e
V2 (carbonos C3 e C6) para o 6-NitroCBI (A) e 5,6-DinitroCBI (B), em fun¢ao do tempo. Ao
lado direito dos graficos estdo apresentadas as estruturas simuladas para os complexos, vistas
da parte superior.
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No intuito de investigar a geometria dos complexos e as forcas motrizes envolvidas em
sua formagao, foram calculadas as distancias minimas entre os grupos carregados COO™ e

NMe; " para todos os quatro sistemas (Figura 34).

Figura 34 - Distancia entre os grupos NMes;" dos pilararenos (P5A, azul; P6A, vermelho) e
COQ para o 6-NitroCBI (A) e 5,6-DinitroCBI (B).
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A distincia minima de interagdo entre os grupos NMes" do P5A e os grupos COO" de
ambos os CBIs (Figura 34-azuis) apresentaram grandes flutuacdes, principalmente quando
associado ao 6-NitroCBI. Tal comportamento evidencia uma alta dindmica de interagdo entre
estes grupos e deve estar diretamente relacionado com a alocagdao mais externa dos CBIs no
P5A. Em contrapartida, os grupos carregados do P6A apresentaram distdncias minimas
preferenciais de 0,30 e 0,31 nm com os grupos carregados do 6-NitroCBI e 5,6-DinitroCBI,
respectivamente. Estas proximidades preferenciais indicam a formagao de interagdes estaveis
entre estes grupos em funcao do tempo.

Adicionalmente, contribui¢des energéticas oriundas de interagdes intermoleculares entre
os CBIs e os pilararenos foram determinadas para todos os sistemas. Para isto, foram calculadas
as componentes eletrostaticas (potencial coulombiano) e de Van der Waals (potencial de
Lennard-Jones) para a formagdo dos complexos, sendo observadas minimizagdes energéticas
menos significativas com o PSA (Figura 35). Neste sentido, a menor contribui¢do eletrostatica
(-25 kJ-mol™!) foi observada para o sistema inibitério 6-NitroCBIcP5A, concordando com a
grande flutuagdo na distAncia minima de seus grupos carregados (NMes™ e COO). Ja o
complexo 5,6-DinitroCBICP5A apresentou estabilizacdo eletrostatica ligeiramente maior (-65
kJ-mol "), também corroborando com a menor flutuagio na distancia de seus grupos carregados.
Em ambos os complexos envolvendo o PSA as interagdes de Van der Waals promoveram
minimizagdes energéticas equivalentes (-130 kJ-mol!) como resultado da acomodagio mais
externa dos CBls.

Os complexos envolvendo o P6A apresentaram as maiores estabilizagcdes energéticas,
tanto eletrostaticas quanto de Van der Waals. Sua associagdo com os CBIs resultou em
contribui¢cdes eletrostaticas equivalentes (-100 kJ-mol™!), estando de acordo com as
caracteristicas das distancias minimas calculadas entre os seus grupos carregados. Tal
estabilizacao ¢ resultado da inclusdo dos CBIs numa regido mais profunda da cavidade do P6A
e da consequente proximidade entre os grupos NMes™ e COO". A contribui¢do energética por
interacdes de Van der Waals mostrou-se mais significativa para o complexo 5,6-DinitrocP6A
(-205 kJ-mol ™) do que para o 6-NitroCBICP6A (-165 kJ-mol ™), compreendido pela interagio
adicional do segundo grupo NO> com o P6A.
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Figura 35 - Minimiza¢do energética promovida por interagdes eletrostaticas (potencial
coulombiano) e de Van der Waals (potencial de Lennard-Jones) entre os pilararenos (P5SA,
azuis; P6A, vermelhos) e o 6-NitroCBI (Superior) e 5,6-DinitroCBI (Inferior).
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Como complemento aos dados estruturais e de reatividade, foram calculados o niimero
de LHs entre o solvente (4gua) e o grupo COO™ dos CBIs, para todos os quatro complexos. O
numero de LHs indica a quantidade de doadores de hidrogénio (H-O-H) orientados em angulo

e distancia apropriados para estabelecer a interagdo com o grupo COO". A Figura 36A-D mostra
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a quantidade de LHs calculadas para todos os quatro complexos em fun¢do do tempo. O grupo
COO™ no complexo 6-NitroCBIcP5A apresentou o maior nimero de LHs com o solvente, com
média de 5 e maximo de 8 interagdes (Figura 36-A). Em seguida esta o 5,6-DinitroCBIcP5A,
com média de 4 e maximo de 7 intera¢des (Figura 36-B). J4 os complexos formados com o P6A
apresentaram média de 2 LHs, com maximos de 5 e 4 interagcdes quando associado ao 6-

NitroCBI e 5,6-DinitroCBI (Figura 36-C-D), respectivamente.

Figura 36 - Numero de ligacdes de hidrogénio entre dgua e o grupo COO™ dos CBIs para os
complexos 6-NitroCBICcP5A (A), 5,6-DinitroCBIcP5A (B), 6-NitroCBIcP6A (C) e 5,6-
DinitroCBICP6A (D), calculados em fungao do tempo.
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O namero de LHs calculados para os quatro complexos estdo de acordo tanto com as
estruturas geométricas dos complexos quanto com os efeitos cinéticos observados. Os

complexos formados entre os CBIs e o POA apresentam estrutura e reatividade condizentes,
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com efeitos cataliticos resultantes principalmente do baixo numero de LHs com o solvente. De
maneira similar, a estrutura geométrica do complexo 5,6-DinitroCBIcP5A (vetores
longitudinais em 65°) favorece a redug¢do do nimero de LHs entre o solvente e o grupo COO",
gerando efeitos cataliticos sobre a reagdao. Os dados de DM elucidam ainda a inibi¢gdo observada
para o complexo 6-NitroCBICPS5A como um efeito sinérgico entre: (1) o maior nimero de LHs
estabilizantes (ja demonstrado), (2) a reducao do efeito indutivo do grupo NO> por efeito de
campo (originado da alta densidade eletronica na cavidade do P5A) e (3) a alta polarizagdo da
ligagdo O-N do anel isoxazol quando na cavidade do P5A.

Para confirmar as consideracdes (2) e (3) do paragrafo anterior, foram calculadas as
cargas atomicas e o potencial eletrostatico dos CBIs quando nas geometrias médias de cada
complexo CBIcPilarareno (determinadas pelas simulagdes de DM) bem como quando
solvatadas com 4gua (PCM). As cargas atdmicas foram determinadas por célculos baseados na
DFT com nivel de teoria B3LYP/6-31G++(d,p) no programa GAUSSIAN 09. As cargas
atdmicas e os potenciais eletrostaticos calculados estdo apresentados na Tabela 7 e Figura 37,

respectivamente.

Tabela 7 - Cargas atdmicas calculadas para os 4&tomos de O e N na ligagdo O-N dos CBlIs, em
todos os ambientes quimicos (cavidades do P5SA e P6A, bem como solvatados com agua).

, 6-NitroCBI 5,6-DinitroCBI
ATOM
OMO P5A P6A H,O P5A P6A H,O
0 -0,551 -0,462 -0,447 -0,436 -0,436 -0,452
N -0,180 -0,217 -0,255 -0,232 -0,212 -0,225

J& ¢ conhecido que as reagdes de descarboxilagdo dos CBIs seguem em apenas uma etapa
num mecanismo concertado.!%!13> Além disto, o estado de transicdo da reacdo é acompanhado
pela quebra da ligacao O-N para a formacao do cianofenolato correspondente, ocorrendo ganho
de carga eletronica principalmente pelo atomo de oxigénio. Estas consideragdes permitem
relacionar diretamente os valores das cargas atdmicas calculadas para os atomos dos CBIs com
os efeitos cinéticos observados. Os dados da Tabela 7 mostram que o sistema 6-NitroCBIcP5SA
¢ consideravelmente mais eficiente em polarizar a ligagdo O-N do anel isoxazol, um efeito
favorecido tanto pela maior densidade eletronica da cavidade do PSA quanto pela geometria do
complexo. Adicionalmente, a maior carga eletronica sobre o atomo de O no sistema inibitério
(-0,551) elucida seu desfavorecimento cinético para a reagdo de descarboxilagdo. Em outras

palavras, quanto maior a densidade de carga eletronica sobre o atomo de oxigénio menor € sua
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capacidade em receber carga no estado de transi¢do e, portanto, menor ¢ sua velocidade de

descarboxilagao.

Figura 37 - Representagdo em 3D dos potenciais eletrostaticos em torno dos CBIs quando na
cavidade dos pilararenos (considerando as geometrias calculadas) e solvatados com agua
(PCM). Calculados com DFT/B3LYP com nivel de teoria 6-31G*.
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Os dados supracitados permitem sugerir que a diferenga de carga liquida de quase -0,1e
sobre o 4&tomo de O (comparado ao mesmo atomo nos demais complexos) ¢ um fator de grande
influéncia no efeito inibitdrio do sistema 6-NitroCBICP5A. Além disto, os potenciais
eletrostaticos da Figura 37 mostram uma menor densidade de carga sobre o grupo NO> deste
sistema, sugerindo que seu efeito indutivo retirador de elétrons ¢ parcialmente suprimido por
efeito de campo dos arenos do P5SA. Este ultimo efeito também foi evidenciado nos estudos de
RMN de 'H, como demonstrado adiante.

Titulagdes de RMN de 'H foram realizadas sobre determinados complexos a fim de
confirmar a estequiometria, constantes de associacao e estrutura dos complexos. A baixa
solubilidade dos CBIs exigiu o uso de uma mistura de D,O:MeOD 4:1 (v/v) como solvente em
todos os experimentos. Tal condigdo experimental, comparada com a do estudo cinético, ¢
capaz de modificar tanto os parametros cinéticos (constantes de velocidade) quanto os de
equilibrio de associagdo (constantes de associagdao), no entanto, informacgdes qualitativas
importantes foram obtidas. Devido a reacdo de descarboxilacdo do 5,6-DinitroCBI ser
consideravelmente mais rapida dentre os CBIs, catalisada por ambos os pilararenos e por
fragdes de solvente organico, a precisdio na obtencdo dos espectros sucessivos foi
consideravelmente comprometida a ponto da nao apresentagao destes dados. Com isto, os dados
de RMN apresentados abaixo correspondem apenas aos sistemas 6-NitroCBICP5A e 6-
NitroCBIcP6A.

Os espectros sucessivos das titulagdes (Figura 38) mostram comportamentos similares
para os hidrogénios aromaticos do 6-NitroCBI. Estes sinais variam em sentido a campos mais
altos como resultado de sua inclusdo na regido de blindagem magnética na cavidade dos
pilararenos, variagcdes mais significativas na presenca do P5A (Ad = 1,26 ppm) do que no P6A
(0,24 ppm). Enfatiza-se que, em ambos os sistemas todos os hidrogénios dos pilararenos
deslocaram-se para campo alto quando no complexo, no entanto, nenhum patamar foi
observado. Esta desblindagem continua ¢ indicio de aumento na associagdo de seus contraions
Br" como resultado de sua concentragdo, como ja evidenciado para o mesmo macrociclo
contendo contraions anidnicos diferentes.!>® Outra observagio importante ¢ a cisdo ou splitting
dos hidrogénios alifaticos do PSA (Figura 39-Superior), sendo mais expressivos na ordem de
H2 > HJ5 >> H3. Tal efeito corrobora com a acomodag¢ao mais externa do 6-NitroCBI onde ha
grande influéncia magnética sobre um dos portais do P5A, efeitos ndo observados para sua

complexagdo com P6A (Figura 39-Inferior).
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Figura 38 - Espectros sucessivos de RMN de 'H para o 6-NitroCBI na presenca de diferentes
equivalentes de PSA (Superior) e P6A (Inferior) (D20:MeOD, 4:1; pD 7,0; 25,0 °C; 200 MHz).
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Figura 39 - Espectros sucessivos de RMN de 'H representativos para os hidrogénios do PSA
(Superior) e P6A (Inferior) com equivalentes de 6-NitroCBI crescente de cima para baixo
(D20:MeOD, 4:1; pD 7,0; 25,0 °C; 200 MHz).
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Os espectros sucessivos da Figura 39 fornecem evidéncias experimentais sobre uma das
principais causas do efeito inibitorio do 6-NitroCBIcP5A: a reducao do efeito indutivo do
grupo NO». Isto é evidenciado pela forte blindagem magnética dos hidrogénios H4 como
resultado do posicionamento do grupo NO> no centro da cavidade do P5SA. A alta densidade
eletronica nesta regido favorece o efeito de campo (doador) sobre o NO» e a redugdo de seu
efeito indutivo sobre a estrutura do CBI. Ao mesmo tempo, o grande volume do grupo NO>
desloca parcialmente esta densidade eletronica sobre os hidrogénios H4 deixando-os mais
blindados a0 campo magnético externo. Em contrapartida, no complexo 6-NitroCBICP6A o
grupo NO» encontra-se muito abaixo da cavidade do pilarareno e nio exerce tais efeitos.

Os gréficos de Ad vs. [Pilarareno] para os hidrogénios “Hb-c” do 6-NitroCBI estdo
apresentados na Figura 40. Estes sinais foram selecionados devido a sua manuteng¢ao ao longo
da titulagdo, tornando possivel o acompanhamento de sua variagao.

O dados da Figura 40 foram satisfatoriamente ajustados com o modelo de
estequiometria R:S (Equag¢ao 3), sendo obtido valores de K. iguais a (4.201 = 1.513) e (429,68
+ 69,76) L-mol! para o 6-NitroCBIcP5A e 6-NitroCBICP6A, respectivamente. Como
esperado, a afinidade entre o 6-NitroCBI e os pilararenos foi prejudicada pela adi¢ao de 20 %
de solvente orgénico, reduzindo em 30 e 23 vezes o valor de K1.1 para associagdo com o P5A e
0 P6A, respectivamente. Comparando com os dados do estudo cinético, a redugdo de K. sugere
os efeitos hidrofébicos como uma das principais forcas motrizes envolvidas na associagdo dos
CBIs. Outra observagdo importante ¢ que em ambientes altamente hidrofobicos, como
membranas celulares, o sistema deve liberar os CBIs como resultado da desestabilizagcdo
energética do complexo, conferindo caracteristicas de entrega controlada para estes sistemas.
Esta perspectiva ¢ de grande interesse terapéutico pois varios compostos 1,2-benzisoxazol-3-
substituidos sdo comercializados como drogas terapéuticas, sendo estes capazes de atuar em
sistemas de liberacdo controlada pelo ambiente quimico.

O método da tangente (ou razdo molar) foi aplicado sobre os graficos de Ad vs.
[Pilarareno]o/[CBI]o (inserido na Figura 40) como um recurso extra para confirmagdo da
estequiometria dos complexos. Neste sentido, o ponto de inflexdo em 1,0 confirma a

estequiometria R:S para a complexagdo do 6-NitroCBI com ambos os pilararenos.
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Figura 40 - Variagao dos deslocamentos quimicos para “Hb-c” em resposta ao aumento da
concentragdo do PSA (A) e P6A (B), ambos ajustados para a estequiometria R:S. Inserido estdao
os graficos de Ad vs. equivalentes do pilarareno correspondente ([6-NitroCBl]psa = 12,93
mmol-L; [6-NitroCBI]psa = 7,65 mmol-L'; D,0:MeOD, 4:1; 25,0 °C; 200 MHz).

I 1Bl

1,2 0.2
_ 09/ -
S 1 €
S 06. e
' H) i ' 0,1 .
I E

0,3-

0.0 : 01234567

H) ] [P5A]OI[6'N|tr0CBI]o 0,0 - [P6A]0/[6-NltrOCBl]0
0,00 0,03 0,105 0,00 0,02 0,04
P5A, mol.L" P6A, mol.L"

Os dados e discussodes apresentados neste capitulo oferecem conteudos conclusivos
acerca dos componentes (CBIs e pilararenos) tanto individualmente quanto como complexos.
O grupo NO; adicional no 5,6-DinitroCBI resulta em maior reatividade em solugdo e maior
estabilidade térmica no estado s6lido (com decomposi¢do significativamente mais vigorosa e
energética). Na presenga dos pilararenos, a geometria do complexo mostrou ser o principal fator
na determinacgdo entre efeitos cataliticos e inibitorios. De maneira especifica, efeitos intrinsecos
envolvendo a modificacdo na polaridade de regides especificas dos CBIs, modificagdo no
nimero de ligagdes de hidrogénio com o solvente e efeitos de campo sobre seus grupos NO»

foram os principais fatores responsaveis pelos efeitos cinéticos observados.



&9

42 CAPITULO 2) MODIFICACAO DA REATIVIDADE INTRAMOLECULAR DO
ACIDO 2-CARBOXIFTALANILICO NA PRESENCA DO P5A E P6A

Num primeiro trabalho, a hidrdlise espontanea do acido 2-carboxiftalanilico (CPA,
Figura 41) teve seus produtos caracterizados (Apéndices H e I) e mecanismo de catélise
bifuncional intramolecular elucidado por experimentos de cinética e calculos computacionais.
Em resumo, os dados convergiram para um mecanismo concertado ocorrendo simultaneamente
uma transferéncia de préton e ataque nucleofilico, ambos promovidos pelos dois grupos
carboxila adjacentes ao grupo amida (dados apresentados no Apéndice F). Tais evidéncias,
discutidas em termos da teoria espago-temporal de Frederich Menger (colaborador no
trabalho),!!” forneceram evidéncias experimentais para melhor compreensio da alta eficiéncia
catalitica observada em enzimas, tais como as proteases asparticas (aceleracdes de até 10'°

vezes).!’

Figura 41 — Equilibrios de dissociag@o 4acida do CPA e sua decomposigao.
©)
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Ao longo dos trabalhos surgiu a ideia de, de alguma forma, comprometer os grupos
cataliticos do CPA para reduzir sua reatividade intramolecular ou eficiéncia catalitica. Assim,
os mesmos conceitos de posi¢do desfavoravel (distancia e angulo, espago) e reduzido tempo de
permanéncia (temporal) poderiam ser empregados para compreender a redugdo da reatividade
do CPA. Tal ideia teria capacidade de fornecer uma perspectiva contraria ao da catalise
enzimatica (discutida no primeiro trabalho), ou seja, a no¢do de inibigdo enzimatica pelo
comprometimento dos grupos cataliticos. Esta ideia estimulou a realiza¢ao de testes envolvendo
dois pilar[n]arenos (n = 5 e 6) catidnicos, ambos funcionalizados com grupos trimetilamonio

(P5A e P6A) para complexagdo receptor-substrato com o CPA.
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Primeiramente, foram realizados experimentos de cinética para investigar a influéncia
do pH sobre a reatividade do CPA, tanto na presenca do PSA quanto do P6A. Os dados
indicaram a influéncia quase nula do P6A (inibi¢do maxima de 2,5 vezes), no entanto, a
presenca do pilarareno de menor cavidade e carga positiva liquida (P5A) foi capaz de gerar
efeitos inibitdrios significativos sobre a decomposi¢do do CPA. Estas evidéncias justificaram a
realizagdo de experimentos de cinética na faixa de pH 1,50-6,40 com excesso de PSA para
garantir a total complexacao do CPA. Com isto, o comparativo entre os perfis de pH para a
decomposi¢ao do CPA em 4gua e na cavidade do PSA (Figura 42) evidenciam o significativo

efeito inibitdrio sobre a reagdo em direcdo ao pH fisiologico.

Figura 42 - Influéncia do pH sobre a constante de velocidade de primeira ordem para a hidrélise
espontanea do CPA ( ) e para sua decomposi¢do na cavidade do PSA (==m==), a 25,0 °C
([CPA]=1,0 x 10* mol-L!; [P5A] = 4,0 x 10 mol-L]).
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Os ajustes dos dados da Figura 42 (Equacao 8) forneceram os valores de pKa, para o
CPA tanto em 4dgua (pKa1" e pKa2") quanto na cavidade do PSA (pKai™* e pKa2™*). Estes dados
indicaram a reduc¢do de quase 1 unidade sobre os pKas ap0s a inclusao do CPA na cavidade do
macrociclo. Este aumento de acidez ¢ compreendido pela forte estabilizagdo eletrostatica
promovida pelos grupos NMes™ do P5A sobre os grupos carboxila do CPA, atingindo uma
variacao de ApKa1 =-0,62 e ApKa2 =-0,77. Com isto, tornou-se possivel o calculo das fragdes

relativas das espécies do CPA (neutra, CPAH>; monoaniénica, CPAH e dianidnica, CPA%) em
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funcdo do pH, para ambos os ambientes. Esta distribui¢ao esta apresentada na Figura 43 e ilustra

a diferenca entre os equilibrios de acidez do CPA em agua e na cavidade do P5A (calculado

PSA P5A

pela Equagdo 9), sendo a aproximacao entre pKai > € pKa2 ~* responsavel pela reducao de 4,2
% da espécie CPAH na cavidade do P5A (seta de cor vermelha na Figura 43).

Uma anélise mais cuidadosa sobre os dados do pardgrafo anterior sugere a ocorréncia
de importantes modificagdes sobre as propriedades do CPA apds sua complexacao com o P5A.
A redugdo da espécie CPAH", por exemplo, por si s6 reduz a eficiéncia catalitica do CPA. Esta
observagao baseia-se na maior reatividade desta espécie em agua, com kcpan- sendo 19 e 286
vezes maior do que kcpamn2 € kcpaz-, respectivamente. Com isto, no pH 6timo para a reagdo em
agua (topo do perfil de sino da Figura 42) a reducao de 4,2 % da espécie mais reativa acarretaria
em prejuizos significativos sobre a constante de velocidade observada (kobs), mesmo se seus
grupos estivessem hipoteticamente livres para realizagdo da catalise intramolecular, ou seja,

fora da cavidade do P5A.

Figura 43 - Fragdes relativas das espécies do CPA em H>O (
=), em funcao do pH.

1,0 -

) e na cavidade do P5A (==

0,8 -

Fracoes Relativas

Até este ponto os dados experimentais sugeriram que: (1) o complexo ¢ pH-

dependente; (2) os efeitos inibitdrios sobre a decomposicdo do CPA aumentam com o pH e (3)
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a alta estabilizacdo eletrostatica sobre as espécies anidonicas do CPA devem resultar em
constantes de associacdo crescentes na ordem de CPAH, < CPAH < CPA?-.

O gréfico da Figura 43 mostra a grande complexidade do sistema em estudo, onde um
grande nimero de espécies podem ser visualmente pré-determinadas ao considerarmos os dois
ambientes (H20 e P5A) e as possiveis estequiometrias (R:S, R2:S e R:S»). Com isto, o préximo
passo para elucidagdo deste sistema foi investigar a influéncia da concentragao do PSA em pH
6,0 (Figura 44), uma condi¢io que mantém o CPA% como a espécie predominante em ambos
os ambientes. Uma andlise da estequiometria do complexo foi realizada pelo ajuste dos dados
(Equacgdes 1 e 2), sendo nitido o comportamento tipico de um sistema R:S> com alto efeito de
cooperatividade (a = 10,9; calculado por a = 4Ki.2/Ki.1). Os pardmetros obtidos pelo ajuste
(constantes de velocidade e de associagdo, Tabela 9) indicam a modificagdo da cavidade do
P5A apos a ligagio do primeiro CPA*, havendo no complexo CPA>cP5A um sitio de ligagdo
muito mais favoravel do que no P5A livre. Este efeito pode ser apresentado em termos
quantitativos e energéticos pela diferenca entre as variagcdes de energia livre das subsequentes
associagdes, como AAG = AGi2 - AGi = -2.48 kI'mol™!. As constantes de velocidade na
cavidade do P5A mostraram-se compativeis com os dados da Figura 42, com valores de ki1:1” e

k1P na ordem de 107 e 10 57!, respectivamente.

Figura 44 - Influéncia da concentracdo do P5A sobre a kobs para a decomposicao da espécie
CPA? (pH 6,0; 25,0 °C; [Bis-Tris propano] = 0,01 mol-L™'). Dados ajustados com modelos
estequiométricos R:S (== ==) ¢ R:S; ( ).
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Para as demais espécie do CPA (CPAH2 e CPAH") a determinagdo direta e precisa dos
parametros cinéticos e de equilibrio tornou-se dificil devido a mudanca nas fragdes relativas
das espécies em resposta ao aumento da concentracdo do P5SA. Este efeito, previsto pela
alteragdo dos valores de pKa. do CPA ao ligar-se no P5A, seria capaz de gerar erros significativos
sobre os parametros individuais de cada espécie. Outro efeito gerador de erros seria a mudanca
na estequiometria de complexacao para as diferentes espécies, o que tornaria o tratamento do
sistema ainda mais dificil. Dito isto, a influéncia da concentracdo do P5SA foi investigada nos
pHs 2,50, 3,45 e 4,25 para auxiliar na avaliagdo da estequiometria, magnitudes das constantes
de associagdo e efeitos de cooperatividade. Destaca-se que os efeitos observados nestes pHs
nao devem ser atribuidos a somente uma espécie ou distribuicao de espécies do CPA, mas sim,
tratados como efeitos médios considerando as percentagens maximas e minimas de cada espécie

calculadas para estes trés pHs, como mostra a Tabela 8§ abaixo.

Tabela 8 - Fracdes relativas das espécies do CPA nos pHs 2,50, 3,45 e 4,25, em ambos os
ambientes.

pH Ambiente CPAH, (%) CPAH" (%) CPA* (%)
250 H,0 85,5 13,6 0,9
’ P5A 52,5 34,6 12,9
345 H,0 31,2 44,0 24.8
’ P5A 3,8 223 73,9
H,0 2.4 21,5 76,1
4,25 P5A 0,1 4.6 95,3

Os dados obtidos em pH 2,50 apresentaram ajustes satisfatorios tanto para a
estequiometria R:S quanto para R:S, (Figura 45), o que gerou certa duvida sobre a
estequiometria do complexo neste pH. No entanto, a predominancia da espécie CPAH> em
ambos os ambientes (H2O = 85,5 % e P5A = 52,5 %) e os valores das constantes de associagao
obtidas para as estequiometrias R:S (K11 = 1,43 x 10* L-mol™) e R:S; global (Kc = K11 X K12
= 1,68 x 107 L?-mol™) sugerem o complexo como R:S». Esta conclusdo foi confirmada pela
obten¢ao de mesma magnitude de K¢ para a espécie CPAH> através de calculos envolvendo o
ciclo termodindmico da complexacdo, como demonstrado mais adiante. Outra observagao
importante ¢ o efeito de cooperatividade negativa neste pH (o = 0,24), um efeito que deve ser

majoritariamente influenciado pela espécie CPAHo.
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Figura 45 - Influéncia da concentragdo do P5A sobre a kobs para a decomposi¢do do CPA em
pH 2,50 (25,0 °C; [HEPES] = 0,01 mol-L!). Dados ajustados com modelos estequiométricos
R:S (== ==) ¢ R:S) (mmmm).
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Nos pHs 3,45 e 4,25 os ajustes dos dados foram satisfatorios apenas com o modelo
R:S (Figura 46), sendo possivel determinar os pardmetros cinéticos e de equilibrio para ambos
os sistemas presentes em solucdo (R:S e R:Sz). Uma anélise dos parametros de equilibrio
(Tabela 9) mostram valores de Kc?'-** = 10® L>mol? e KcP-*?° = 10° L?-mol?, magnitudes
similares as obtidas para as espécies CPAH" (pelo ciclo termodindmico) e CPA? (diretamente
em pH 6,0), respectivamente. A coeréncia entre estes dados experimentais e os valores obtidos
pelo ciclo termodinamico confirmam a formacao de complexos R:S; para todas as espécies do
CPA. Os valores de “a” nestes pHs (aP'>* = 0,72 e aP-#2° = 14,63) apontam uma evolugio
sobre os efeitos de cooperatividade do sistema. Neste sentido, ha a ocorréncia de inversao da
cooperatividade (negativa para positiva) quando [CPAH»] << [CPA®], ou seja, a
cooperatividade positiva € promovida pela espécie dianidonica do CPA. Os ajustes também
forneceram as constantes de velocidade de decomposicdo na cavidade do PSA (ki1 e ki),

havendo boa relagdo com os dados da Figura 42.
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Figura 46 - Influéncia da concentragao do P5A sobre a kobs para a decomposigao do CPA nos
pHs 3,45 (A; [HEPES] = 0,01 mol-L!) e 4,25 (B; [Anilina] = 0,01 mol-L"), ambos a 25,0 °C.
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Deve-se destacar que os ajustes dos dados apresentaram erros padrdes crescentes com
o pH, sendo mais expressivos em pH 6,0. Isto sugere que a principal causa dos erros ndo esta

diretamente relacionada com a variagao das fragdes relativas das espécies ao aumentar a
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PSA P5SA

concentragdo do P5SA, mas sim com a modificacdo dos valores de pKai'°* e pKa2 °* apos a
ligacdo do primeiro CPA na cavidade do P5A. Este efeito ¢ resultado de interagdes CPA--CPA
na cavidade do P5A e aumenta com sua ionizagdo, ou seja, sao mais expressivos na ordem de

CPAH> < CPAH < CPA?.

Tabela 9 - Constantes de velocidade e de associa¢ao para o CPA na cavidade do P5SA nos pHs
2,50, 3,45, 4,25 ¢ 6,00.

pH ki (S'l) ki (S'l) Kia (L-mol'l) K (L'mol'l)
2,500  (1,87+0,1) x 100 (121+0,1) x 10* (1,69 + 0,4) x 10° (997 + 478)
3450  (1,16+3,5) x 105 (1,82+2,3) x 107 (7,15+ 1,1) x 10° (1,29 £ 2,4) x 10°

4,25© (1,81 +£7,1) x 107 (2,30 £11,1) x 10°¢ (3,58 £0,8) x 10* (1,31 £0,6) x 10°
6,00 (1,50 + 8,3) x 107 (6,31 £15,4) x 10°® (2,29 +£0,5) x 10* (6,22 +2,6) x 10*
@Ks =1,68 x 107 L>mol?; ®Kg = 9,22 x 10® L>*mol?; ©Kg = 4,69 x 10° L*>*mol?; 9Kg = 1,42 x 10° L?-mol™>.

Os dados da Tabela 9 permitem a realizagao de duas importantes observagdes sobre o
sistema. Primeiro, a magnitude de Ki.1 = 10* L-mol™! em todos os pHs sugere as interagdes nio-
eletrostaticas como as principais forcas motrizes envolvidas na associagdo do primeiro CPA,
tais como as envolvendo os sistemas « (cation-n, t-n ¢ CH-7) e efeitos hidrofébicos. Segundo,
a inversao da cooperatividade (negativa para positiva) ¢ dependente da concentragao da espécie
CPA?, ou seja, o sistema é pH-dependente. Isto indica que as interagdes eletrostéticas entre os
componentes (CPA?> e P5A) ¢ a forca motriz responsavel por aumentar a forga de liga¢io do
segundo CPA na cavidade do P5A.

As observacdes enumeradas no paragrafo anterior apontam uma similaridade
comportamental entre o sistema e as enzimas alostéricas. Esta classe de enzimas, comumente
chamadas de enzimas reguladoras do metabolismo, sofrem modificagdo estrutural apds a
ligacdo de uma espécie denominada reguladora ou efetora, passando a ter sua atividade
aumentada ou diminuida.!**"1%° Tal similaridade pode ser compreendida quando ha a variagio
nas fragdes relativas das espécies do CPA, havendo a inversdo da cooperatividade entre as
espécies CPAH, e CPA®. A inversio da cooperatividade é acompanhada pelo aumento nos
efeitos inibitdrios sobre a decomposi¢do do CPA, o que permite atribuir certa inteligéncia ao
sistema em estudo.

As observagdes experimentais obtidas até este ponto levaram a elaboragao do Esquema
5, um ciclo termodindmico complexo que representa o comportamento detalhado para a espécie

CPA? e comportamento global (cinético e de equilibrio) para as espécies CPAH» e CPAH".
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Esquema 5 - Equilibrios de acidez para o CPA (em H>O e na cavidade do P5A) e de associagao
para todas as suas espécies com o PSA (detalhado para o CPA? e global para CPAH, e CPAH"

).
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Como aproximagdo, considerou-se que a ligacao do primeiro CPA niao modifica os

PSA & pKaoPA. Assim, os valores de K¢V e KM foram calculados através do ciclo

valores de pKai
termodinamico do Esquema 5. Para isto, as Equagdes 10 e 11 foram deduzidas e os valores de

KcP e os pKa,s em ambos os ambientes foram substituidos nas mesmas.

D M Kt M N Kai?
Ks = Kg KW (10) Kc = Kg KW (11)
a2 al

KcP, KM e K" sdo as constantes de associagdo globais para as espécies CPA% (determinada
em pH 6,0), CPAH e CPAH-», respectivamente; Ka1" e K" sdo as constantes de acidez do CPA

em HoO; Ka1™>2 e Ko™ sdo as constantes de acidez do CPA na cavidade do PSA.



98

Os valores de K" e KM obtidos pelo ciclo termodinidmico (Tabela 10) estio na mesma
ordem de magnitude dos valores obtidos nos experimentos realizados nos pHs 2,50-3,45
(Tabela 9). Para estas mesmas espécies, as constantes de velocidade global ou aparente na
cavidade do PSA (k¢ e kc") foram determinadas pelo ajuste dos dados da Figura 42 (=—m=),
todas elas apresentadas na Tabela 10.

Mesmo sem a componente eletrostatica, o CPAH> liga-se fortemente na cavidade
hidrofébica do PSA em um sistema R:S;. Este comportamento ¢ similar ao de substratos
apolares associando-se em geometrias favoraveis para exclusdo de dgua, ou seja, associagdes
hidrofobicas.?* Outros tipos de interacdes também foram preditas para o sistema
CPAH>cP5ASCPAH: e serdo discutidas apds a apresentacdo dos dados experimentais de
RMN.

Os efeitos inibitorios sobre a decomposicdo do CPA sdo muito bem explicados pela

teoria espaco-temporal, sendo nitidamente observados pela anulacao do perfil de sino na Figura

P5A PSA

42. Deve-se relembrar que a proximidade entre pKa1' > € pKa2' > provoca redugdo de 4,2 % do
CPAH, a espécie mais reativa do CPA. Em seguida e corroborando com a teoria, a posi¢ao
favoravel (distdncia e angulo, espago) e o tempo de permanéncia (temporal) dos grupos
carboxila do CPA devem ser consideravelmente prejudicados no complexo CPAH-
cP5ADSCPAH’, um sistema mimético para inibigdo enzimatica. Somado as restrigdes estéricas
das carboxilas do CPA no sistema R:S;, suas intera¢des eletrostaticas com os grupos NMes"
devem ter grande participa¢do nos efeitos inibitorios observados, sendo uma for¢a motriz
atuante sobre ambas as varidveis chave da teoria (espago e tempo). O mesmo raciocinio pode
ser empregado para compreender os efeitos inibitorios de apenas 2,5 vezes na presenga do P6A,

onde os grupos carboxila do CPA devem estar livres para realizagdo da catalise.

Tabela 10 - Constantes de velocidade e equilibrio para as espécies do CPA em agua e na
cavidade do P5A (detalhado para CPA? e global para CPAH> e CPAH).

Espécie &, (s kia (s kiz (s Ki.1 (L-mol?) K> (L-mol™)

CPAH, 2,1x10* ke =2,37x10* K" =5,81x107L? mol?

CPAH-  4,0x107 k™ =4,10x107 K& =2,42x108 L* mol?

CPA>™  14x10° (1,5048,3)x107  (6,31x154)x10°  (2,29+0,5)x10*® (6,22+2,6)x10*®
pKa" =330 pK."=3.70 pKa™A =268 pKn"* =293

@AG = -24,88 kJ-mol™'; ®AG =-27,36 kJ-mol™! (calculado por AG = -R-T-InK).
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A investigacdo do sistema contou com experimentos de infusdes diretas num ESI-MS
para avaliagdo das razdes de m/z tanto do PSA livre quanto do sistema CPAcCP5ADSCPA.
Apesar das condi¢gdes de andlise no ESI-MS serem muito diferentes quando comparadas as
condi¢cdes empregadas no estudo cinético, utilizou-se apenas agua como solvente,
concentragdes de ~10 umol-L! e nenhuma adigio de aditivos.

De inicio, a infusdo do P5SA livre forneceu expectativa do aparecimento de 9 sinais de
m/z referentes as diferentes combinagdes entre a estrutura do macrociclo ¢ 9 de seus 10
contraions Br", ndo sendo detectada apenas a espécie neutra, obviamente. No espectro de massas
da Figura 47-A estdo apresentados 8 dos 9 sinais esperados, ndo sendo detectada apenas a
espécie de menor ionizag¢do [PSA—1Br]". Além disto, a estrutura de ambos os pilararenos foram
confirmadas por analises de HRMS/ESI-TOF, com os fragmentogramas apresentando erros
abaixo de 2 ppm entre os valores de m/z calculados e observados (ver Apéndice G).

J4 a infusdo de uma solucdo aquosa equimolar de CPA e P5SA forneceu vérios sinais
de m/z referentes a diferentes combinagdes entre CPA, P5A e Br™ (Figura 47-B). Destaca-se
ainda que, mesmo nas condi¢des da técnica, houve a predominancia das estequiometrias R:S e
R:S2, como observado nos estudos cinéticos. Para confirmar a validade dos sinais observados
o sinal de m/z de maior intensidade (324,0 Da) foi selecionado para fragmentacdo e/ou
desagregacdo num proximo estagio de quadrupolos. O estudo complementar de MS? (Figura
47-C) forneceu 4 sinais de m/z referentes a fragmentagdo/desagregacdo do sistema [R:S,—7Br
17, indicando a desagregac¢do dos contraions Br restantes (m/z = 186,8 Da), desagrega¢io dos
Br e de um dos CPAs (m/z = 175,9 Da), o 4cido antranilico como fragmento do CPA (m/z =
138,2 Da) e o radical propadienil como fragmento comum do benzeno (m/z = 39,0 Da).

A investigacdo do sistema contou ainda com experimentos de RMN, iniciando com a
identificacdo de todos os hidrogénios aromaticos do CPA. Para isto, foram realizados
experimentos de COSY e HETCOR para tornar possivel a atribuicdo de cada efeito sobre
determinada regido estrutural do CPA. Todos os 8 hidrogénios aromaticos do CPA foram
identificados com letras e cores. Neste sentido, hidrogénios derivados do acido antranilico
foram nomeados com as letras a, b, ¢ e d, todos em cor azul. Ja os derivados do anidrido ftalico

foram nomeados de e, f, g € A, todos em cor verde, como apresentado na Figura 48.
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Figura 47 - Espectros de ESI-MS de varredura completa no modo ion positivo para uma solugao
aquosa do P5SA (A), uma solugdo aquosa equimolar de CPA e P5A (B) e MS? para o sinal de
324,0 Da (C) (todos os compostos em ~10 pmol-L™).
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Figura 48 - Espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H-'H (COSY, Superior) e
heteronuclear 'H-'3C (HETCOR, Inferior) para o CPA (DMSO-Dg; 25,0 °C; 400 MHz).
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Em seguida, foram realizados experimentos de RMN sobre o sistema CPA%
cP5ADSCPA? a fim de confirmar as observagdes ja feitas nos estudos cinéticos, bem como
promover a elucidacdo da estrutura geométrica do complexo. Para isto, experimentos de
titulagio de '"H e ROESY de 'H-'H foram realizados em pD 7,0 ([Bis-Tris metano] = 0,01
mol-L") e 25,0 °C. Deve-se destacar que a baixa solubilidade do CPA exigiu o uso de uma
mistura de D>O:MeOD (1:1) como solvente em ambos os experimentos (titulacio e ROESY).
Comparada as condig¢des de cinética, o uso de 50 % de solvente organico representa uma agao
suficiente para a ocorréncia de modificagdes nos parametros de equilibrio do CPA, tanto de
acidez quanto de associacao com o PSA, bem como sobre os efeitos de cooperatividade. Mesmo
assim, observagdes qualitativas importantes foram feitas a partir de ambos os experimentos,
fornecendo informagdes tanto individuais de cada componente quanto do complexo.

Os espectros sucessivos da titulagio de 'H (Figura 49) mostra comportamentos
distintos para os hidrogénios arométicos do CPA?". Os hidrogénios derivados do anidrido ftélico
(hidrogénios verdes) apresentaram pequeno deslocamento para campo baixo (Ad = 0,062 ppm),
provavelmente por sua proximidade a grupos eletronegativos ou carregados positivamente,
como R-O-R e NMes". Ja os hidrogénios derivados do acido antranilico (hidrogénios azuis)
apresentaram forte deslocamento para campo alto na ordem de Hc >> Hb > Hd = Ha, indicando
sua acomodagdo na regido de grande blindagem magnética na cavidade do P5A. Enfatiza-se
que todos os hidrogénios do P5SA também deslocaram-se para campo alto quando no complexo,
no entanto, nenhum patamar foi alcangado, como observado para os hidrogénios do CPA>", Esta
desblindagem continua ¢ um forte indicio de aumento na associacao de seus contraions Br” em
resposta ao aumento da concentracdo do P5A, como j4 evidenciado para o mesmo pilar[5]areno
contendo contraions anidnicos diferentes.!>® Outra observagio importante ¢é a cisdo ou splitting
de alguns hidrogénios, sendo mais expressivos na ordem de He >> H2 >> H3 > Hb. Este efeito
¢ compreendido pela modificacdo na multiplicidade dos sinais (simpleto para dupleto) e indica

uma acomodacio assimétrica dos CPA" na cavidade do P5A.
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Figura 49 - Espectros sucessivos de RMN de 'H para o CPA? (31,87 mmol-L!) com diferentes
equivalentes de PSA (D20:MeOD, 1:1; pD 7,0; [Bis-Tris metano] = 0,01 mol-L!; 25,0 °C; 200
MHz).
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Como exemplo, o grafico de Ad vs. [P5SA] para o hidrogénio “Hc” do CPA mostra um
perfil levemente sigmoidal com ajuste de dados satisfatorios apenas como um sistema R:S»
(Figura 50; ajustado com as Equacdes 3 e 4). O mesmo foi observado para os demais
hidrogénios do CPA*, sendo a grande similaridade entre os valores dos parimetros um indicio
da ndo modificacao na forma de acomodacao ao longo da titulagdo (Tabela 11). Os ajustes dos
dados forneceram, para todos os hidrogénios do CPA*, valores de K1.2 = 10°-10° L-mol™!, i1
<1 e d1:1 <0, havendo pouco sentido fisico nestes dois tltimos. Comportamentos similares ja
foram reportados quando Ki.1 << Kj», onde uma discussdo exemplificada demonstra a
impossibilidade de determinagio inequivoca das constantes de associa¢do individuais.'®! No
entanto, mesmo com pequenos erros associados ao ajuste dos dados informacgdes qualitativas
importantes foram obtidas.

Comparando com os dados cinéticos, a redugdo significativa de Ki.1 e a conservagao
de K12 sugere os efeitos hidrofobicos como a principal for¢ca motriz envolvida na associagao do
primeiro CPA?. Enquanto isto, K1 deve ser fortemente dependente de interagdes dentro da
cavidade do PSA. Isto indica que ha um significativo aumento do efeito de cooperatividade
positiva nesta condi¢io, fazendo do sistema CPA>cP5A um receptor ainda mais seletivo para

o segundo CPAZ. Isto sugere ainda que em ambientes altamente hidrofobicos, como
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membranas celulares, o sistema deve liberar o CPA% como resultado da desestabilizagdo

energética do complexo, conferindo também caracteristicas de entrega controlada ao sistema.

Figura 50 - Variacdo dos deslocamentos quimicos para “Hc¢” em resposta ao aumento da
concentragdo do P5SA, ajustado para as estequiometrias R:S (== ==) ¢ R:S> ( ). (([CPA%] =
31,87 mmol-L!; D,0:MeOD, 1:1; 25,0 °C; 200 MHz).

L d
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Tabela 11 - Constantes de associagao obtidas pelo ajuste dos dados (Equagdo 4) para todos os
hidrogénios do CPA (ajustados com a ferramenta online BindFit, supramolecular.org).

Hidrogénio Link K1 (L-mol™) K> (L-mol™)
a BindFit® 121 x 102 % 2,9% (8,45 + 1,7%) x 10°
b BindFit® 4,21 x 102+ 3,3% (1,41 £2,3%) x 10°
c BindFit© 6,00 x 102+ 15,7% (3,11 £11,8%) x 103
d BindFit® 717 x 103  1,4% (1,72 + 0,8%) * 10°
e-h BindFit®© 2,03 x102+9,1% (4,22 £ 6,8%) x 10°
N-H BindFit® 1,32 x 102+ 5,7% (3,42 £4,1%) x 10°

®http://app.supramolecular.org/bindfit/view/980700dd-562e-4025-8996-80d6f6b5¢925:
®http://app.supramolecular.org/bindfit/view/3a8dbed5-dad5-4753-b851-7df6618465a5;
©http://app.supramolecular.org/bindfit/view/6 1 cecle8-b19c-493a-a71e-74163017712¢;
Dhttp://app.supramolecular.org/bindfit/view/58445371-37e4-4d62-a19b-a4517d7¢tb30;
©http://app.supramolecular.org/bindfit/view/9d471d24-5£50-43ad-9796-2a4dff10196a;
® http://app.supramolecular.org/bindfit/view/2115de34-dd27-4c59-8393-3243daa85658;

A Figura 51 mostra o método da tangente (ou da fracdo molar) aplicado sobre o grafico
de Ad vs. [P5A]o/[CPA]o, sendo o ponto de inflexdo em 0,5 uma confirmacao da estequiometria

R:S;. Comumente, para um sistema R:S> um maximo de x(Receptor) = 0,33 ¢ esperado num


http://supramolecular.org/
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/980700dd-562e-4025-8996-80d6f6b5c925
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/3a8dbed5-dad5-4753-b851-7df6618465a5
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/61cec1e8-b19c-493a-a71e-74163017712e
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/58445371-37e4-4d62-a19b-a4517d7cfb30
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/9d471d24-5f50-43ad-9796-2a4dff10196a
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/2115de34-dd27-4c59-8393-3243daa85658
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/980700dd-562e-4025-8996-80d6f6b5c925
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/3a8dbed5-dad5-4753-b851-7df6618465a5
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/61cec1e8-b19c-493a-a71e-74163017712e
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/58445371-37e4-4d62-a19b-a4517d7cfb30
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/9d471d24-5f50-43ad-9796-2a4dff10196a
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/2115de34-dd27-4c59-8393-3243daa85658
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grafico de Job’s, e valores diferentes disto certamente causam confusdo sobre a estequiometria
do complexo. No entanto, diversos fatores influenciam tanto a forma quanto o valor maximo
nestes graficos, como a concentragao do receptor, a proporcao Ki:2/K.1 € as variagdes espectrais
dos complexos (81:1 € 81.2). Como ja demonstrado,'®? um sistema R:S, em condi¢des comuns
([R]o=0,01 mol-L!; K.; = 1.000 L-mol™!; K12 =250 L-mol’; §;.1 = 0 e 812 = 1) podem reduzir
0 maximo num grafico de Job’s para x(Receptor) = 0,29. O méaximo de x(P5A) = 0,21 obtido
(inserido na Figura 51) representa um efeito ainda mais pronunciado da influéncia destes
fatores, corroborando com as condi¢des experimentais da titulacio de RMN (altas
concentragdes de P5A) e, principalmente, com os parametros de equilibrio do sistema (Ki.1 <<

K12).

Figura 51 - Método da tangente aplicado sobre a varia¢ao dos deslocamentos quimicos de “Hc¢”
em resposta ao aumento da concentragdo do PSA. Inserido esta o grafico de Job’s com o
méximo em x(P5A) = 0,21 ([CPA?] = 31,87 mmol-L!; D,0O:MeOD, 1:1; 25,0 °C; 200 MHz).
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Um estudo de ROESY de 'H-'H foi realizado para obtengio de informagdes estruturais
do complexo, uma técnica amplamente utilizada na determinagdo de proximidade entre
hidrogénios em interagdes intermoleculares.'®> A Figura 52 representa o espectro parcial de
ROESY com 14 sinais de correlacio correspondentes as interagdes entre CPAZ--P5A e CPA”

--CPA?%, sendo suas intensidades proporcionais a distincia entre os nucleos. Os hidrogénios
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aromaticos do P5A (HJ5) apresentam sinais de correlacdo com hidrogénios derivados de ambos
os anéis aromaticos do CPA? (11, 12, 13 e 14), o que sugere a acomodacio antiparalela dos
CPAs na cavidade do P5A. O sinal de nimero 10 confirma isto (entre “Hc” e hidrogénios

verdes) e corrobora com o efeito de splitting ja mencionado.

Figura 52 - Espectro parcial de ROESY de 'H-'H do CPA? (6,4 mmol-L"') com o P5A (3.2
mmol-L!) com tempo de mistura de 225 ms. Ao lado direito estdo ambas as estruturas
moleculares com todos os hidrogénios identificados (pD 7,0; D>O:MeOD, 1:1; 25,0 °C; 400
MHz).
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Baseando-se nos sinais de correlagdo apresentados acima, um “mapa de interagdes H-
H” foi construido para representagdo estrutural do complexo CPA*cP5ADSCPA?, com todas
as 14 interagdes identificadas em cor vermelha (Figura 53). Esta perspectiva do complexo deixa
clara a grande diversidade e nimero de interagdes possiveis entre os componentes do complexo,

como interagdes eletrostaticas, cation-m, anion-nt, CH-m € associag¢des por efeitos hidrofobicos
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(pelos anéis aromadticos). Esta perspectiva do complexo permite compreender a grande
estabilidade energética alcangada nesta geometria, fazendo deste sistema uma referéncia para o
planejamento de novas estruturas. O mapa também elucida a inexisténcia de interacdes entre
Hb e Hc com os hidrogénios alifaticos do PSA, bem como o alargamento ou cisdo destes sinais
pela diferenca de ambientes quimicos devido a complexagdo assimétrica com o P5A. Para
reforcar estas afirmagdes, na sequéncia esta apresentada a Figura 54 que mostra estas evidéncias
experimentais em maiores detalhes, correspondendo a espectros sucessivos de RMN de 'H com

diferentes magnificacdes para melhor visualizagao.

Figura 53 - Mapa de interagdes H-H deduzido a partir dos sinais de correlagao da Figura 52. As
14 interacdes observadas estdo enumeradas e identificadas em cor vermelha.
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Figura 54 - Cisao ou splitting de “Hc” devido a grande diferenca de ambiente quimico para os
dois CPAs na cavidade do P5A (Superior). Cisdo e alargamento de hidrogénios alifaticos do
P5A (H2 >> H3) devido a grande diferenca de ambiente quimico nos dois portais do P5A
(Inferior).
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Apesar de o P6A apresentar efeitos cinéticos inibitérios considerados como
despreziveis (2,5 vezes), a sua complexagio com o CPA? também foi investigada por titulagio
de RMN de 'H. Os espectros sucessivos da titulagio (Figura 55) mostram comportamentos
similares para os hidrogénios aromaticos do CPA?", todos apresentando pequenas variagdes nos
deslocamentos quimicos (abaixo de 0,2 ppm) em sentido a campos mais altos quando na

presenca do P6A, na ordem de Hc >> He.f,g,h > Ha = Hd.

Figura 55 - Espectros sucessivos de RMN de 'H para o CPA? (21,57 mmol-L!) com diferentes
equivalentes de P6A (D,0:MeOD, 1:1; pD 7,0; [Bis-Tris propano] = 0,01 mol-L!; 25,0 °C; 200
MHz).
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Outra observagdo importante ¢ a flutuacdo na varia¢do dos deslocamentos quimicos,
com todas as isotermas de ligacao apresentando perfis imprecisos (Figura 56-A). Apesar disto,
todas as isotermas apresentaram patamares similares ao observado nos estudos envolvendo o
P5A, com valores aproximados de [P6A]o/[CPA]o = 0,5 indicando uma estequiometria 1:2 entre
0 P6A e CPA*. O conjunto dos dados cinéticos e de RMN indicam a capacidade do CPA* em
realizar associagoes externas a cavidade do P6A, com interagdes eletrostaticas atuando como
as principais forgas motrizes envolvidas na associacao. Tal consideracao exclui a ocorréncia de
reconhecimento molecular envolvendo a cavidade do P6A, onde as por¢des areno de ambos os

componentes deixam de contribuir para a minimizacdo energética (como observado com o
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P5A). Estas consideragdes oferecem uma perspectiva diferente para a observada entre o PSA e
o CPA?%, sendo um sistema capaz de permitir a agio dos grupos carboxila do CPA em sua

catalise bifuncional intramolecular (Figura 56-B).

Figura 56 - Variaco dos deslocamentos quimicos para os hidrogénios aromaticos do CPA% em
resposta ao aumento da concentracio do P6A (A) ((CPA%]=21,57 mmol-L™!'; D,O:MeOD, 1:1;
25,0 °C; 200 MHz). Estrutura proposta para os agregados formados entre P6A e CPA% numa
estequiometria 1:2 (B).
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Os dados experimentais e discussoes acerca deste capitulo oferecem contetido de
grande contribuicdo para avango nos conhecimentos de reconhecimento molecular e
catalise/inibicdo enzimadtica. A associagdo receptor-substrato altamente eficiente entre o P5SA e
o CPA com efeitos cinéticos significativos mostrou ser um 6timo modelo para planejamento de
novos sistemas. O conjunto dos dados comprovaram a estequiometria do complexo como R:S»
com cooperatividade variavel e dependente da concentragao das espécies do CPA, um sistema
mimético de enzimas alostéricas. Enquanto isto, a maior cavidade do P6A ofereceu um sitio de
ligagdo de baixa afinidade pelo CPA, dados que exemplificam muito bem os conceitos de

reconhecimento molecular.
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43 CAPITULO 3) RECONHECIMENTO MOLECULAR DO P5C SOBRE A
METANFETAMINA

No intuito de estimular o desenvolvimento de sistemas R:S capazes de reconhecer
estruturas moleculares de grande impacto nos setores da saude e seguranga, o ultimo capitulo
desta tese compreende resultados preliminares de reconhecimento molecular de um pilarareno
sobre a metanfetamina (MA). O desenvolvimento e aprimoramento destes sistemas ¢ de grande
interesse social e justifica o principal objetivo almejado pelo trabalho: atingir a aplicabilidade.

Como discutido na revisdo bibliografica, a MA representa uma das principais drogas
de abuso comercializadas ilegalmente em todo o mundo, com grande impacto tanto na satide
quanto na seguranca publica. Com isto, o alcance de sistemas capazes de reconhecer sua
estrutura molecular com alta afinidade prevé duas grandes possibilidades de aplicagdo: terapia
de associagdo e sensores quimicos.

Terapia de associagdo (TA) ¢ um termo inédito e criado para definir o mecanismo
terapéutico proposto neste trabalho. Em resumo, qualquer sistema capaz de associar-se a
determinada substancia in vivo e excretd-la para fora do organismo pode ser aplicado em TA,
desde que seus efeitos colaterais sejam minimos. Em contrapartida, os sensores quimicos (SQs)
j4 sdo amplamente estudados e podem ser planejados em condi¢des muito diferentes da
fisiologica, como em solventes organicos, pHs drésticos ou presenca de substancias de alta
toxicidade.

Como ponto de partida, buscou-se selecionar um pilarareno ja reportado na literatura
para atuar como estrutura reconhecedora da MA em condig¢des fisiologicas. Para isto, o
pilar[5]areno funcionalizado com grupos carboxila (P5C, Figura 57) foi selecionado para os
estudos iniciais de complexagdo, servindo de referéncia para posterior aperfeigoamento e
proposicao de aplicabilidade. A escolha deste macrociclo foi baseada em sua alta solubilidade
em pH fisiologico e baixa citotoxicidade comprovada,'®* oferecendo parte das propriedades
minimas para aplicagdo em TA. Nos resultados preliminares apresentados neste capitulo estao
reunidos dados de caracterizacdo do P5C (grande faixa de tamponamento), de seguranca
publica (facilidade na extracdo de material precursor para sintese clandestina da MA) e de

complexacdo entre PSC e MA (dados de afinidade e elucidagdo estrutural do complexo R:S).
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Figura 57 - Estruturas moleculares do receptor (P5C) e substrato (MA) ionizados.
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A afinidade entre determinado receptor e substrato ¢ comumente medida pela
constante de associacdo entre eles, um parametro dependente de fatores como a diversidade e
numero de interagdes intermoleculares envolvidas na complexagdo. Diante disto, o nivel de
ionizagdo dos grupos carboxila do P5C apresenta-se como uma das propriedades intrinsecas do
macrociclo capaz de modificar tanto sua solubilidade quanto sua afinidade sobre a MA. Estas
consideragdes estimulou a investigacdo dos equilibrios de dissociagdo acida dos grupos
carboxila do P5SC em meio aquoso em funcao do pH, para assim, fornecer informacgdes acerca
do nivel de interacdes eletrostaticas (atrativas e repulsivas) para melhor compreensdo da
afinidade e estrutura dos complexos.

Devido a baixa solubilidade em &gua da espécie neutra do P5C, sua titulagdo
potenciométrica foi realizada em uma mistura de HyO:CH3CN 4:1 (v/v). A Figura 58 mostra o
perfil obtido para a titulagio do P5C (4,675 x 10 mol) iniciada em pH 9,685, com a reducio
do pH ocorrendo apds a adi¢do de aliquotas de uma solu¢do padronizada de HCI (8,8305 x 10"
3 mol-L1).

O perfil da Figura 58 mostra uma ampla regido de tamponamento entre os pHs 3,20—
7,20. Esta faixa ¢ significativamente maior do que a esperada para um tnico grupo carboxila,
uma evidéncia da existéncia de equilibrios de protonacdo multiplos e consecutivos para a
formacao de diferentes espécies do PSC em func¢do do pH. Este efeito pode ser compreendido
pela proximidade entre os cinco grupos carboxila do PSC em cada portal, resultando em
desestabilizacdo eletrostatica entre os grupos COO™--COQO" vizinhos e a consequente redugao
na acidez dos subsequentes grupos ionizaveis. Um efeito similar e contrario foi recentemente

? sendo sua acidez

reportado para um pilar[5S]areno funcionalizado com grupos imidazois,'
aparentemente aumentada em ~ 4 unidades de pK. devido a repulsdo eletrostatica entre as

multiplas cargas positivas nos anéis imidazois.
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Figura 58 - Titulagio potenciométrica de 24,00 mL de uma solucio de P5C (4,675 x 10" mol)
com solucdo padronizada de HCIl (8,8305 x 102 mol-L') sob aborbulhamento de N
(H20:CH3CN, 4:1 (v/v); 22,0 °C).
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Ao considerar a independéncia e equivaléncia entre os dois portais do P5SC, uma
aproximagdo pode ser feita considerando a existéncia de cinco equilibrios de protonacdo
consecutivos. Diante disto, a Figura 59 representa estes cinco equilibrios para o PSC com seus

valores de pKa deduzidos a partir do ajuste dos dados da Figura 58.

Figura 59 - Equilibrios de dissociac¢do acida para os grupos carboxila do P5C em agua.
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E importante destacar que os cinco pKa.s determinados para o P5C sdo valores
estimados com base num tratamento classico de dados volumétricos, ou seja, assumindo que os
cinco equilibrios sdo independentes entre si. Este tratamento caracteriza estes valores de pKas
como nao totalmente exatos, visto que no cendrio real hd a dependéncia mutua entre estes
equilibrios, sendo uma propriedade que se altera ao longo da titulagdo. Esta perspectiva pode

ser facilmente compreendida ao imaginar a espécie neutra do P5SC, com a minima influéncia
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pelos grupos COOH vizinhos. Em contrapartida, a dissociacdo 4cida progressiva deve aumentar
(de maneira nao-linear) a desestabilizacdo eletrostatica promovida pelos novos grupos COO"
vizinhos, explicando também a inexisténcia de pKa.s aparentemente mais baixos. Diante disto,
pode-se considerar que os equilibrios de dissociagdo multipla nestes sistemas ¢
significativamente mais complexo devido a dependéncia de diversos fatores, incluindo a
presenca de substratos em sua cavidade. Dito isto, expressa-se que a investigagdo aprofundada
desta propriedade do P5C esta fora do escopo desta tese, sendo necessario apenas a
identificacdo de sua quase total desprotonacdo em pH fisioldgico para promover tanto sua
solubilidade em 4agua quanto interagdes eletrostaticas com a MA catidnica, esta tiltima com pK,
=9,87. Com base nos valores de pKas estimados, as fragdes relativas das espécies do P5SC foram
calculadas em func¢do do pH (Figura 60), sendo nitido o distanciamento entre os pKa.s como

resultado da desestabilizacdo eletrostatica crescente em direcao ao pH fisioldgico.

Figura 60 - Fracdes relativas das espécies do P5SC em func¢ao do pH.
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Apos isto, a MA foi preparada pela reducdo da pseudoefedrina (extraida de um
farmaco anticongestionante comercializado sem prescrigdo médica) através do método de
Moscow (I + P), uma rota sintética comumente empregada por quimicos clandestinos.!?>!
Esta iniciativa foi baseada em dois importantes fundamentos: (1) verificar a dificuldade de
extracdo da pseudoefedrina precursora e (2) empregar nos testes de complexagdao R:S a MA

com os tragos de impurezas persistentes.
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A fundamentacdo (1) do pardgrafo anterior ¢ tratada pelos colaboradores do trabalho
como uma contribui¢do inicial a sociedade e aos 6rgdos de seguranga publica. Sabe-se que
determinadas tecnologias farmacéuticas, como a IMPEDE® da Acura Pharmaceuticals,'®
compoe a formula de comprimidos a base de pseudoefedrina para protecao contra sua extracao
e conversdo em metanfetamina ou metcatinona. No entanto, a presenca de mecanismos deste
tipo em medicamentos comercializados no Brasil ndo ¢ divulgada, o que torna nitida a
necessidade de pesquisas para verificacao e, se necessario, estimulagao de seu uso.

Uma caixa do medicamento selecionado para o estudo continha 12 comprimidos
revestidos, cada um com (550 + 4) mg. Estes comprimidos foram triturados em um almofariz e
tiveram seu revestimento eliminado por peneiragdo. Em sua bula, o campo “composi¢dao”
descrevia a presenca de trés principais componentes: loratadina (5 mg), sulfato de
pseudoefedrina (120 mg) e excipientes. Com isto, foram empregadas duas etapas gerais para
obtencao do sulfato de pseudoefedrina: (1) extragdo liquido-solido para remocgao da loratadina
e (2) extracao liquido-solido para obtencao do sulfato de pseudoefedrina, ambas em propor¢ao
de material solido/solvente de 1g/2mL. Para isto, foram testadas diferentes combinagdes de

solventes, sendo os melhores resultados apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Solventes (S1 e S2) utilizados nas extragdes liquido-so6lido para obten¢do do sulfato
de pseudoefedrina. Percentagens calculadas com base na massa informada na bula do
medicamento.

(Etapa) // Solvente Loratadina Sulfato de Pseudoefedrina
(1) ou (2) // H,O N.E. N.E.
(1)// S1 ~100 % <19 %
(2)//'S2 - 81,0 %

*N.E. (ndo extraivel devido a formagdo de gel).

Os dados da Tabela 12 mostram a impossibilidade de extracdo liquido-solido
empregando agua como solvente. A presenga de 4gua no material s6lido mostrou-se altamente
eficiente na formagdo de um gel espesso de dificil manipulagdo. ApoOs esta observagao,
constatou-se a presenca de hipromelose como um dos excipientes do farmaco (descrita na bula),
uma matriz polimérica comumente empregada na liberagdo prolongada de farmacos pela sua
conversio em gel.!® Em seguida, as etapas 1 e 2 contaram com o uso de dois solventes
organicos (S1 e S2) capazes de remover praticamente toda loratadina e extrair 81,0 % do sulfato
de pseudoefedrina total, considerando a massa informada na bula como referéncia (120
mg/comprimido). Estes dados mostram que mecanismos similares ao IMPEDE® devem ser

desenvolvidos para compor a formulagdo de medicamentos a base de pseudoefedrina/efedrina,
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para assim, impedir sua extragdo e producdo clandestina de metanfetamina ou metcatinona. Na
Figura 61 estdo apresentados os espectros de RMN de 'H e 'C{'H} do sulfato de

pseudoefedrina extraido, sem nenhuma purificagao posterior.

Figura 61 - Espectros de RMN de 'H (Superior) e de "*C{'H} (Inferior) do sulfato de

pseudoefedrina extraido (MeOD-D4; 200 MHz; 25,0 °C).
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Titulagdes de RMN de 'H foram realizadas para determinagio da afinidade entre P5C
e MA, bem como para elucidagdo estrutural do complexo. O experimento foi realizado em

condig¢des proximas a fisioldgica considerando a ocorréncia de superdosagem de MA, onde ha
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a reducao do pH sanguineo por efeitos de acidose metabdlica. As Figuras 62 ¢ 63 mostram os
espectros sucessivos da titulagdo, sendo observado comportamentos distintos para os
hidrogénios de ambos os componentes. Todos os hidrogénios da MA apresentaram
deslocamentos para campo alto quando no complexo na ordem de Hc >> Hb >> Ha > He > Hf
> Hd > Hg, todos alcancando patamares em [MA]o/[P5C]o = 20. Esta tendéncia oferece
informacdes estruturais importantes acerca da formagao do complexo. O efeito de blindagem
crescente da regido alifatica (Hg) para a aromatica (Hc) sugere a acomodagdo desta tltima na
regido de grande blindagem magnética dentro da cavidade do P5SC, com valores de Ad iguais a
0,86 ¢ 0,094 ppm para Hc e Hg, respectivamente. Enquanto isto, hidrogénios alifaticos do P5C
(H2) e os da regido de sua cavidade (H/ e H3) apresentaram deslocamentos ndo-uniformes para
campos altos e baixos quando no complexo, respectivamente. Esta variagdo em sentidos opostos
indica que, para o P5C, hd uma dinamica de complexagao diferente da observada para a MA,

sugerindo a formac¢do de complexos ou agregados numa estequiometria diferente da R:S (1:1).

Figura 62 - Espectros sucessivos de RMN de 'H para hidrogénios aromaticos na presenga de
diferentes equivalentes de MA (D2O; pD 7,0; 25,0 °C; 200 MHz).
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Figura 63 - Espectros sucessivos de RMN de 'H para hidrogénios alifaticos da MA (Superior)
e do P5C (Inferior) na presenca de diferentes equivalentes de MA (D20O; pD 7,0; [Bis-Tris
metano] = 0,01 mol-L'; 25,0 °C; 200 MHz).
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Os espectros sucessivos apresentados acima mostram que hd uma associagdo nao-
uniforme entre a MA e o P5C, o que indica a possibilidade da existéncia de complexos com
diferentes modos ou estequiometrias de associagdo. Isto pode ser inferido pelos diferentes
comportamentos entre os hidrogénios da MA e P5C. Diferentes fatores podem provocar tais

efeitos, como a associagdo externa e continua da MA em excesso, ou ainda, pela modificagao
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da geometria ou estequiometria do complexo. Outra observagao importante ¢ a ocorréncia de
modificacdo ou reorganizacdo do sistema acima de 20 equivalentes de MA, onde ha a
simultanea magnificac¢ao nos efeitos de desblindagem sobre H/ e H3 e inversao do efeito sobre
H2 (de campo alto para campo baixo).

Para melhor visualizagdo dos efeitos supracitados, foram criados graficos de Ao vs.
[MA]o/[P5C]o tanto para os hidrogénios da MA quanto para os do P5C (Figuras 64 ¢ 65,
respectivamente). Para a MA, todos os hidrogénios apresentaram Ad uniformes ao longo da
titulagdo com alcance de patamar em [MA]o/[P5C]o = 20. Destaca-se ainda que associagdes
externas da MA ao P5C acarretaria em contribuigdes muito pequenas sobre Ad quando
comparada a sua acomoda¢ao na cavidade do macrociclo. Esta consideragdo permite o uso
destes dados para obtengdo das constantes de associacdo do complexo R:S, onde as associagdes

externas gerariam erros minimos sobre o ajuste.

Figura 64 - Ad vs. [MA]o/[P5C]o para todos os hidrogénios aromaticos e alifaticos da MA.
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Os hidrogénios do P5C apresentaram Ao ndo-uniformes ao longo da titulagdo, sendo
observados patamares tanto em [MA]o/[P5C]o = 20 (H/ e H2) quanto em [MA]o/[P5C]o = 8
(H3). Vale destacar que o patamar mencionado para H2 refere-se apenas ao observado até 20
equivalentes de MA, desconsiderando a inversao no comportamento (de campo alto para campo

baixo) apos esta condigao.
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Figura 65 - Ad vs. [MA]o/[P5C]o para todos os hidrogénios aromaticos e alifaticos do P5C.
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Os dados supra-apresentados fornecem evidéncias de afinidade moderada entre o P5C
e a MA, o que justificaria a modificacdo espectral observada ao longo da titulagdo. Para
confirmar isto, um dos hidrogénios da MA com toda a variacao espectral observada (Hf) foi
selecionado para ajuste dos dados com modelos de estequiometria R:S, R:S; e R2:S, uma
estratégia para avaliacdo da estequiometria e afinidade entre os componentes do complexo. Para
isto, utilizou-se a ferramenta online BindFit, com as constantes de associagdo, erros dos ajustes

e links para acesso aos dados apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Constantes de associag¢do obtidas pelos ajustes de dados de Hf nas estequiometrias
R:S, R:S; e Ro:S (ajustados com a ferramenta online BindFit, supramolecular.org).

Estequiometria K1 (L-mol™) Ki:> ou K31 (L-mol™)
R:S 83,42 £+ 29% ---
R:S: (4,42 x 10 + 10°% 20,96 + 2,3 %
R»:S 2342 £ 53 % 28,72 £ 5,3 %

(R:S) http://app.supramolecular.org/bindfit/view/ac04073e-05eb-42ed-adb8-e18583988a79;
(R:S,) http://app.supramolecular.org/bindfit/view/16ff20f6-bc9e-4d69-847a-a47dc737628b;
(R2:S) http://app.supramolecular.org/bindfit/view/733e249f-89b5-426a-958d-b856bb38a306.

Dentre as constantes de associagdo obtidas para as trés estequiometrias propostas,

apenas R:S e R»:S apresentaram sentido fisico. Além disto, os erros associados ao ajuste na

estequiometria R:S> exclui a possibilidade de predominancia de complexos deste tipo, restando


http://supramolecular.org/
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/ac04073e-05eb-42ed-adb8-e18583988a79
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/16ff20f6-bc9e-4d69-847a-a47dc737628b
http://app.supramolecular.org/bindfit/view/733e249f-89b5-426a-958d-b856bb38a306
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apenas realizar consideragdes entre os modelos R:S e R2:S. Os parametros determinados para
R:S e R2:S sdo condizentes com os dados da titulagdo de RMN, onde uma afinidade moderada
entre MA e P5C ja era esperada. Logo, para solucionar a estequiometria do sistema, trés
importantes consideracdes devem ser feitas. Primeiro, o inicio da titulagdo contou com
condi¢des de [P5C] >> [MA], uma situagdo que favorece a estequiometria R»:S. Segundo, no
caso da estequiometria ser R:S, o aumento progressivo da concentragdo de MA seria favoravel
para conversao de R:S para R:S», uma inversdo capaz de modificar os valores de Ad da MA, o
que nao foi observado (Figura 64). Terceiro, a reorganizagao observada para os hidrogénios do
P5C (Figura 65) s3o condizentes com um sistema R»:S convertendo-se em R:S, sendo
evidenciado pelo aumento na desblindagem de H/ e H3 (a propor¢do MA/P5C no complexo
muda de 0,5 para 1,0) e pela inversdo de H2 (a desagregagdo de P5C--P5C; elimina a alta
densidade eletronica dos grupos COO™ sobre H2 de ambos os pilararenos, um efeito reciproco).

As consideragdes do paragrafo anterior fornecem fortes evidéncias de um sistema R2:S
capaz de converter-se em R:S como resultado do excesso de MA. A Figura 66 mostra o ajuste
dos dados realizados sobre Hf empregando o modelo estequiométrico Ra:S. Para esta
estequiometria, um grafico de Job’s ideal apresentaria um méximo em x(substrato) = 0,33.
Inserido na Figura 66 estd um grafico de Job’s construido com os mesmos dados do ajuste,
sendo o maximo de x(MA) < 0,36 uma informagdo importante para, pelo menos, excluir a
possibilidade da estequiometria R:S ou de qualquer outra de ordem superior em relagdo a MA,
como R:S> ou R:S3. Justifica-se que a ndo observagdo do maximo no grafico de Job’s deve-se
a falta de dados em condigdes de [MA] << [P5C].

Um estudo de ROESY de 'H-'H foi realizado para obtencdo de informacdes estruturais
acerca dos complexos, uma técnica util para determina¢do de proximidade entre hidrogénios
em interagdes intermoleculares. O experimento foi realizado em condi¢des de [MA]o/[P5C]o
<< 20, onde ha a prevaléncia de complexos de estequiometria R2:S. Os espectros parciais
(Figura 67) mostram 4 importantes sinais de correlacio correspondendo a interagdes MA--P5C,
com suas intensidades proporcionais a distancia entre os nucleos. Os hidrogénios aromaticos
do P5C (H/) apresentaram sinais de correlagcdo com hidrogénios aromaticos da MA (Ha ou Hb,
Figura 67-B), confirmando a acomodagdo da por¢do areno dentro da cavidade do macrociclo.
Os hidrogénios alifaticos do P5C (H2) apresentaram maior proximidade ao Hg do que He
(Figura 67-A), sendo também confirmada sua proximidade com hidrogénios aromaticos da MA

(Ha ou Hb, Figura 67-C).
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Figura 66 - Ad para “Hf” em resposta ao aumento da concentracdo da MA, ajustado para a
estequiometria R»:S. Inserido esta o grafico de Job’s para os mesmos dados experimentais, com
o maximo em x(MA) < 0,36. ([P5C]Jo = 11,51 mmol-L!; D,O; [Bis-Tris metano] = 0,01 mol-L°
1,25,0 °C).
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Figura 67 - Espectros parciais de ROESY de 'H-'H da MA (8,3 mmol-L™") com P5C (1,7
mmol-L7), com tempo de mistura de 225 ms (D20; pD 7,0; 25,0 °C; 400 MHz).
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Com base nos dados ja obtidos até a defesa desta tese uma estrutura geométrica
consistente com diferentes tipos de interagdes intermoleculares foi proposta para o sistema
P5CoMACPSC, bem como sua interconversao para MAcCP5C regulada pela concentragio da

droga (Esquema 6). Estas caracteristicas indicam certa inteligéncia ao sistema, sendo a
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interconversdo R»:S <= R:S uma propriedade que hipoteticamente permitiria a administragao
de quantidades acima ou abaixo da requerida para o P5C durante o tratamento de overdoses
iminentes. Esta dindmica viabiliza, por exemplo, o planejamento de seringas personalizadas
(contendo o PSC como agente sequestrante) para aplicagdes emergenciais em pessoas com
suspeita de overdose iminente por MA, eventos que ja reportados na literatura. '’

Esta interconversao ja foi reportada para o P5C envolvendo sais de amonio quaternario com
cadeias alifaticas de diferentes tamanhos.'®® Neste trabalho, a interconversdo de R:S para R2:S
foi conseguida pelo aumento da cadeia alifatica do substrato para promover o distanciamento
entre P5C; e P5C,, uma estratégia para minimizar a repulsdo eletrostatica entre os grupos COO"
dos macrociclos. Com a MA nas condi¢des empregadas em nosso estudo isto ndo foi necessario
devido ao P5C apresentar grupos neutros (COOH) capazes de realizar ligacdes de hidrogénio
com grupos anionicos (COO") de outro P5C, como demonstrado no Esquema 6. Esta dedugao
esta baseada nos valores de pKas obtidos para o PSC, sendo que na condi¢ao do experimento
(pD 7,0) as espécies estdo distribuidas entre PSC* (~81,7 %), P5SC* (~17,9 %) e P5C* (~0,4
%). E importante mencionar que a presenga da MA catidnica na cavidade do P5C deve reduzir
os valores de pKas do P5C por efeitos de estabilizacdo eletrostatica dos grupos COO", o que
certamente modifica a distribui¢cdo das espécies calculadas acima.

A afinidade entre MA e P5C apresentou magnitude abaixo a de fArmacos atualmente
empregados em terapia de quelacdo, como o mesilato de deferoxamina (Ki:1 = 10°° L-mol™!).!¢
Constantes de associagdo moderadas também foram reportadas em estudos de liberagao
controlada envolvendo o P5C,'7° o que poderia resultar em perda de eficiéncia terapéutica
devido a provavel afinidade do P5SC sobre outra substancia presente no sistema circulatorio. No
entanto, o sistema mostrou-se satisfatorio para atuar como ponto de partida para sua otimizagao
e posterior propositura de uso em terapia de associacdo em casos de abuso de MA. Além disto,
a dinamica observada pode ser investigada envolvendo outras substancias com grande potencial

para geracgdo de overdoses (farmacos ou drogas de abuso) ou envenenamento.
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Esquema 6 - Estruturas dos complexos e equilibrio proposto para a formacdo do sistema PSCoOMACP5C, bem como sua interconversao em
MACP5C dependente da concentragdo de MA.
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5 CONCLUSOES
Por fim, as conclusdes estdo divididas em trés subtopicos correspondentes aos seus

respectivos capitulos, seguidas de conclusdes gerais pertinentes ao tema da tese.

5.1 CAPITULO 1) DESCARBOXILACAO DOS CBIs NA AUSENCIA E PRESENCA DO
P5A E P6A

Na auséncia dos pilararenos, o 5,6-DinitroCBI mostrou-se mais reativo como resultado
de um grupo NO; adicional, no entanto, estados de transicdo similares foram observados. O
grupo NO> adicional conferiu ainda maior estabilidade térmica no estado sélido, no entanto,
sua decomposi¢do significativamente mais vigorosa e energética exige maiores cuidados em
sua estocagem e manuseio. Os efeitos cinéticos inibitorios no sistema 6-NitroCBICPSA foram
fortemente dependentes de trés fatores: (1) maior nimero de ligagdes de hidrogénio entre dgua
e os grupos COO" do CBI, (2) maior polarizagao da ligacdo O-N do anel isoxazol e (3) reducao
do efeito indutivo do grupo NO- por efeitos de campo. J4 os efeitos cataliticos observados para

os demais complexos foram fortemente dependentes do inverso do fator (1) supracitado.

5.2 CAPITULO 2) MODIFICACAO DA REATIVIDADE INTRAMOLECULAR DO
ACIDO 2-CARBOXIFTALANILICO NA PRESENCA DO P5A E P6A

A decomposicdo do CPA em 4gua pura apresentou catdlise intramolecular com
simultanea transferéncia de proton e ataque nucleofilico, ambos promovidos por seus dois
grupos carboxila. Efeitos cinéticos inibitdrios significativos foram observados apenas na
presenca do pilarareno de menor cavidade (P5A), efeitos crescentes em direcdo ao pH
fisiologico. O conjunto dos dados cinéticos, de RMN (titulagdo e ROESY) e de ESI-MS
comprovaram a estequiometria do complexo como R:S> com cooperatividade varidvel e

dependente da concentracao das espécies do CPA, um sistema mimético de enzimas alostéricas.

53 CAPITULO 3) RECONHECIMENTO MOLECULAR DO P5C SOBRE A
METANFETAMINA

A extracdo do precursor (sulfato de pseudoefedrina) foi realizada com facilidade a
partir de duas etapas com uso de dois solventes organicos. O P5C apresentou grande faixa de
tamponamento quando comparado a um grupo carboxila comum, com desestabilizagdao
eletrostatica crescente em direcdo ao pH fisioldgico. Os dados preliminares indicam a

interconversao entre R2:S <= R:S regulada pela concentragdo da metanfetamina.
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5.4 CONCLUSOES GERAIS

Todos os trés capitulos desenvolvidos nesta tese tiveram o conceito de reconhecimento
molecular como principio base dos efeitos cinéticos observados (catalise ou inibi¢ao) e
aplicabilidades propostas (sensores, entrega controlada e terapia de associacao).

Duas caracteristicas basicas do substrato devem ser conhecidas e consideradas para a
escolha de um pilarareno capaz de gerar os efeitos cataliticos ou inibitérios desejados: (1)
estrutura e reatividade da espécie e (2) sua dependéncia de fatores externos. Estas caracteristicas
foram previamente determinadas tanto para os CBIs anidnicos (dependentes de ligagdes de
hidrogénio e polaridade do meio) quanto para as trés espécies do CPA (liberdade de seus grupos
carboxila). Com isto, a escolha dos pilararenos pdode ser feita com base em conceitos quimicos
e logicos, fazendo com que determinados resultados experimentais ja fossem esperados.

O reconhecimento molecular dos pilararenos sobre as espécies investigadas oferecem
perspectivas de sua aplicagdo como sensor quimico, principalmente para aqueles que
apresentaram altas afinidades e possam oferecer sinalizagdo do reconhecimento. De maneira
implicita, os dados experimentais ofereceram também informagdes de aplicabilidade em
entrega controlada, efeitos bastante nitidos nos resultados do capitulo 2. Neste sentido, a
redugdo de 50 % de agua reduziu em algumas ordens de grandeza a constante de associagao do
substrato na cavidade do P5SA, sugerindo a boa capacidade do sistema de atuar em entrega
controlada por hidrofobicidade do meio. Uma nova linha de pesquisa envolvendo os pilararenos
foi proposta no ultimo capitulo desta tese, denominada de “terapia de associagdo”. Conceitos
interdisciplinares sdo empregados nestes estudos e oferecem grandes perspectivas para
aplicacdo em tratamentos terap€uticos emergenciais.

A apresentacdo dos dados experimentais, interpretagdes e as respectivas discussoes
oferecem ainda material de estudo envolvendo duas diferentes técnicas (UV-Vis e RMN) e
diferentes modelos estequiométricos (R:S, R:Sz e R2:S) para determinacdo de constantes de

associagao e elucidagao estrutural.
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APENDICE A - Espectros de RMN de 'H e BC{'H} do 6-NitroCF, o produto de
descarboxilacao do 6-NitroCBI (Acetona-Ds; 200 MHz; TMS; 25,0 °C).
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APENDICE B - Espectros de RMN de 'H e ¥C{'H} do 5,6-DinitroCF, o produto de
descarboxilacao do 5,6-DinitroCBI (Acetona-D¢; 200 MHz; TMS; 25,0 °C).
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APENDICE C - Espectros de RMN de 'H e *C{'H} do acido 2-ftaloimidobenzoico
(DMSO-Ds; 200 MHz; TMS; 25,0 °C).
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ido 2-carboxiftalanilico ou CPA
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- Espectros de RMN de 'H e 3C{'H} do

(DMSO-Ds; 200 MHz; TMS:; 25,0 °C).
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APENDICE E - Espectros de RMN de 'H e BC{'H} da metanfetamina (MeOD-D4; 200
MHz; TMS; 25,0 °C).
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APENDICE F - Grifico de kobs vs. pH/pD para a decomposicio do CPA em agua a 25,0
°C (A). Mecanismo concertado para a decomposicdo da espécie reativa CPAH", calculado
com o nivel de teoria M06/PCM-SMD/6-311++G(d,p) (B).

As figuras abaixo representam as evidéncias experimentais (cinética por UV-Vis) e
teoricas (calculos computacionais) para a catalise intramolecular bifuncional do CPA, um
mecanismo concertado com a simultinea transferéncia de proton e ataque nucleofilico

promovidos por seus dois grupos carboxila (kw/kp = 1,90).
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APENDICE G - Fragmentogramas de HRMS/ESI-TOF obtidos para solucdes aquosas do

P5A (A e B) e P6A (C e D).

Os fragmentogramas de HRMS dos pilararenos foram obtidos num espectrometro de

massas Bruker Daltonics — micrOTOF-Q II/ESI-Qq-TOF.
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APENDICE H - Espectros de RMN de 'H de solucdes aquosas do CPA hidrolisado (A) e
de uma mistura de acido antranilico e anidrido ftalico (B). Adicionou-se acetonitrila tanto
na solucio do CPA hidrolisado (C) quanto na mistura do acido antranilico e anidrido
ftalico (D) (200 MHz; 25,0 °C; TMSP).

Os produtos da hidrélise do CPA foram confirmados primeiramente pela comparagao
entre os espectros A e B, correspondendo a solugdes aquosas do CPA totalmente hidrolisado
(25,50 mM) e uma mistura de acido antranilico (28,50 mM) e anidrido ftalico (23,31 mM),
respectivamente. Para confirmag@o, nas mesmas amostras foram adicionados acetonitrila para

observar a variacao dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios aromaticos (espectros C e D).
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APENDICE I - ECZ/DAD-UV eletroferogramas do CPA totalmente hidrolisado (A),
acido antranilico (B) e anidrido ftalico (C), em 25,0 °C e pH ~9,50.

Os produtos da hidrolise do CPA também foram confirmados por andlises de

eletroforese capilar num equipamento Agilent HP 3D com detector UV ajustado em 214 nm.
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