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RESUMO

Monoésteres de fosfato estdo presentes em diversos sistemas bioldgicos,
principalmente nos processos de regulagao da atividade metabdlica, onde a reagao de
transferéncia do grupo fosforila é catalisada por fosfatases e cinases. E conhecido que
esses sistemas enzimaticos utilizam muitas vezes ions metalicos nos seus centros
ativos. Embora lantanideos ndo estejam presentes nos sistemas bioldgicos, seu efeito
catalitico acentuado e especial podera ser util na constru¢gdo dos novos catalisadores
que poderao ser utilizados na industria ou em terapias médicas.

Nesse trabalho foi estudada a reagao de hidrélise do 8-quinolil fosfato (8QP) na
presenca do ion La*" e 1,3-bis[tris(hidroximetil)metilamino)propano (BTP). Os estudos
de associacdo demonstraram a formagao de um complexo do tipo 1:1 entre 0 8QP e o
La>* e entre o 8-quinolinol (8QOH) e La*".

A constante de velocidade para hidrélise do 8QP na presenga do ion lantanideo
€ sensivel ao pH do meio, indicando a participagao de ions hidréxido. O ataque do ion
hidréxido sobre o atomo de fésforo do 8QP pode ocorrer através do ataque de um ion
hidréxido coordenado ao ion La®*" ou diretamente de um ion hidréxido proveniente do
restante da solugéo. Esses dois caminhos sao indistinguiveis através dos experimentos
cinéticos realizados no presente trabalho.

Nao houve efeito do tampéo BTP na cinética da reacdo, indicando que ele nao
afeta a coordenacdo entre o substrato e o lantanideo. O ion La®*" apresentou uma
grande eficiéncia sobre a reacao de hidrélise do 8QP. A comparagao do perfil de pH
para a hidrélise do 8QP na auséncia e presenca do ion La>* demonstrou um fator
catalitico superior a 107 vezes em pHs superiores a 7,0.

Através de estudos tedricos observou-se que a complexacdo muda o carater da
ligacdo P-Oreno, que passa a exibir um carater menos covalente no complexo
La(8QP)(H20)s" do que no complexo 8QP(H,0)s, o que favorece o ataque nucleofilico
sobre o atomo de fosforo e facilita a expulsdo do grupo de saida.

Esse trabalho demonstrou uma eficiéncia catalitica bem pronunciada do ion
lantanio (Ill) sobre a reacdo de hidrdlise de monoésteres de fosfato. Assim, os
resultados demonstrados aqui sdo uteis para a elaboracdo de novos catalisadores,
como também demonstram que o ion lantanio (Ill) por si sé pode ser utilizado como um

catalisador em diversas reagoes.
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1. INTRODUGCAO

Os ésteres de fosfato constituem uma classe extremamente abrangente de
compostos, podendo ser classificados em mono, di ou triésteres dependendo do
numero de grupos alquil ou aril presentes em sua estrutura . E Importante ressaltar que
mono e diésteres de fosfato podem atuar como acidos mono e dipréticos,

respectivamente.
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Esses compostos estdo presentes em diversos processos industriais como
plastificantes, complexantes e reagentes para preparacdo de polimeros. Além destas
aplicagdes, a estrutura dos ésteres de fosfato também é a base de diversos pesticidas,
como o paration e o profenofos, e de gases toxicos utilizados como armas de guerra
como o agente VX',

Por outro lado, com excecdo dos triésteres, estes compostos estdo presentes
nos sistemas bioldgicos, por exemplo, diésteres de fosfato participam das composigcdes
do DNA e do RNA, onde os grupos fosfato conferem a estabilidade requerida para a
manutencdo do codigo genético. Outra classe de compostos de extrema importancia
nos sistemas bioldgicos sdo os monoésteres de fosfato, eles estdo presentes em
diversos processos de regulacdo da atividade metabdlica, onde a reacdo de
transferéncia do grupo fosforila é catalisada por fosfatases e cinases®. Estas reacées
sao extremamente lentas na auséncia de catalisadores, por exemplo, o tempo de meia-
vida para a clivagem da forma dianidnica do metil fosfato é da ordem de 10" s, ou
seja, este composto possui um tempo de vida que chega a ser superior ao da idade da
Terra®. Contudo, esta mesma reagdo sofre um aumento de 10" vezes quando na
presenca da fosfatase alcalina presente na Escherichia coli*. Esses fatos tornam dificeis
e ao mesmo tempo interessante o estudo dessas reacbes e a forma como sao

catalisadas.



Nos ultimos anos, os ions metalicos e seus complexos vém sendo bastante
estudados nas reacdes de hidrolise de ésteres de fosfato por apresentarem um efeito
catalitico extremamente elevado, algumas vezes comparavel aos efeitos cataliticos de
algumas enzimas. Dentre os ions metélicos utilizados como catalisadores destacam-se
atualmente os lantanideos e seus complexos, que apesar de nao estarem presentes
nos sistemas biolégicos apresentam uma catalise bem elevada de forma que poderiam
ser aplicados futuramente na construcdo de novos catalisadores para inumeros
processos bioldgicos e industriais, ou mesmo atualmente na destruicdo de depdsitos de

armas de guerra ou na recuperagao de areas contaminadas com agentes agricolas.

1.1 Hidrdlise de monoésteres de fosfato nao-catalisada por ions metalicos

A hidrodlise de ésteres de fosfato pode se dar através da quebra da ligagao C-O
ou P-O. Enquanto a clivagem através da ligacdo C-O ocorre somente para ésteres
alquilicos, em ésteres arilicos o unico processo observado € a quebra da ligagdo P-O.
Basicamente, a reacdo pode caminhar em dois sentidos, via um mecanismo
dissociativo ou via um mecanismo associativo. Em geral, os fatores envolvidos na
hidrolise e transferéncia do grupo fosforila de ésteres de fosfato dependem do grupo de
saida, do pH do meio e do efeito do solvente®. O pH do meio é bem importante, em
geral as espécies dos monoésteres de fosfato apresentam diferentes reatividades, onde
se observa que acima de pH 5 a hidrolise da espécie dianibnica é a mais importante,
entre pHs 2-5 a espécie monoanibnica e somente abaixo de pH 2 a espécie mais
reativa é a neutra.

No caso de dianions de monoésteres, as primeiras propostas para 0 mecanismo
de hidrdlise eram do tipo Sny1(P), formacéo do ion metafosfato planar que sofre ataque
de um nucledfilo presente no meio (Esquema 1). Porém, a ocorréncia de uma fraca
dependéncia com a basicidade de nucledfilos e a existéncia de inversdao da
configuragdo nos produtos de hidrélise indicaram um mecanismo associativo em meio

aquoso® ’ .
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A hidrélise de monoéanions de monoésteres € geralmente mais rapida do que a
de dianions, devido principalmente a transferéncia de proton interna que estabiliza o

grupo de saida (Esquema 2).

Esquema 2

Na regido de hidrélise do dianion, baseado nos dados cinéticos de Wolfenden® e
Williams?, outro mecanismo proposto indicou a possibilidade de abstracdo de um préton
de uma molécula de agua préxima levando a formacédo da espécie monoanidnica do
monoéster, seguido do ataque do hidroxido presente (Esquema 3).
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Esquema 3

Por outro lado, Herschlag e col.® estudaram a reacgdo de hidrélise do monoanion
do 2,4-dinitrofenil fosfato e do seu analogo metil 2,4-dinitrofenil fosfato. Comparando o
valor da constante de velocidade de segunda ordem (kuyo-) para o metil 2,4-dinitrofenil
fosfato com o valor calculado segundo a proposta do Esquema 3 para o 2,4-dinitrofenil
fosfato, concluiram que o valor desta constante deveria ser 10° vezes maior para o 2,4-
dinitrofenil fosfato do que para o metil 2,4-dinitrofenil. Assim, concluiram que esse

processo € extremamente desfavoravel e o mecanismo improvavel. Contudo, analises



mais recentes colocam em duvida este tipo de correlacdo e ainda hoje existe grande
discussao com relagao a esse mecanismo.

Em condigbes acidas, a hidrolise da espécie neutra de monoésteres € muito mais
rapida que a hidrdlise das espécies anidnicas. O mecanismo de hidrélise é do tipo
adicao-eliminagcado, com estado de transicdo pentacoordenado. No estado de transi¢ao

0 grupo de saida e o nucledfilo ocupam as posigdes apicais, um processo conhecido

como “ataque em linha” * '° (Esquema 4).
t
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Lahiri e col."’ demonstraram através de um estudo recente a existéncia de um

intermediario fosforano pentacoordenado, de geometria bipiramide trigonal, numa
reacdo de isomerizagdo catalisada pela p-fosforil glucomutase. O intermediario é
estabilizado por residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo da enzima e o
comprimento da ligagdo apical entre o atomo de fosforo, grupo de saida e nucledfilo
demonstram um fraco grau de ligagao.

Apesar de certa discordancia, o ponto de vista atual em relagdo ao mecanismo
de hidrolise de monoésteres de fosfato considera um caminho com caracteristicas
dissociativas com certa dependéncia da nucleofilicidade do grupo de ataque. Assim, o
metafosfato livre ndo é formado necessariamente como intermediario, mas o estado de
transicdo da reacdo envolve a quebra da ligacdo do grupo de saida com pequena

formacao de ligagdo com o nucledfilo™.



1.2 Catalise da hidrélise de monoésteres de fosfato por ions lantanideos

Como visto, a hidrélise de ésteres de fosfato € extremamente lenta na auséncia
de catalisadores. Nos sistemas bioldégicos, muitas enzimas catalisam reag¢des onde
ésteres de fosfato estdo envolvidos, sendo que freqientemente ions metalicos estao
presentes como cofatores da atividade enzimatica'®. Os ions metalicos presentes
nessas enzimas sao responsaveis por contribuirem com a conformacdo adotada pela
enzima, bem como podem participar diretamente no sitio ativo como acidos de Lewis,
acelerando as reagdes num fator muitas vezes em torno de 10"’ vezes'™.

Diversos modelos da catalise enzimatica vém sendo utilizados para elucidar o

I'> estudaram a reagdo de

papel de ions metalicos a nivel molecular. Morrow e co
hidrolise do modelo de RNA propileno glicol 4-nitrofenil fosfato, observando que a
reacdo desse éster é catalisada por diferentes ions metalicos, La®**, Gd**, Pb®*, Zn*",
Mg2+ e Ca?*. Entre as caracteristicas mais importantes que propiciaram a catalise pelos
metais, esses autores ressaltaram a acidez, raio ibnico, numero de coordenacgao e
formacéao de espécies contendo ions hidréxido.

A interacao entre o metal e o substrato ocorre através de duas formas, direta ou
indireta. Na ativagéo direta, também chamada de esfera interna, o ion metalico interage

com o substrato catalisando a reagdo de diferentes maneiras (Esquema 5)'* '°: (

i) a
ativacao por acido de Lewis 1, que permite um aumento do carater eletrofilico do atomo
de fésforo, aumenta a carga do complexo e favorece o ataque de nucledfilos; (ii)
ativacdo nucleofilica 2, consiste da coordenacdo de um nucledfilo tal como o ion
hidroxido, este processo pode ocorrer mesmo em meio neutro e decorre da diminuigao
do pK, do acido conjugado do nucledfilo, este processo também permite a orientagéo e
aproximacao adequada entre os grupos reativos; (iii) ativacdo do grupo de saida 3,
coordenagao ao oxigénio do grupo de saida ao ion metalico, equivalente a diminuir a
basicidade do grupo de saida; (iv) quelagéo ao estado de transigdo pentacoordenado 4,
estabilizando e controlando o curso estereoquimico da reagao. Adicionalmente, os
modos indiretos de ativagao, também conhecidos como de esfera externa séo: (v) o
complexo entre o ion hidréxido e o ion metalico, que age como um catalisador base-
geral intramolecular 5; (vi) através de moléculas de agua que coordenadas ao metal

podem agir como um catalisador acido-geral intramolecular 6; (vii) através da interagao



eletrostatica do metal com um fosfato ou com moléculas do nucledfilo nao-

coordenadas, que também pode prover aceleragao na constante de velocidade.
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A utilizacao de ions lantanideos como catalisadores de reagdes de transferéncia
do grupo fosforila tem sido bem documentada. Nos proximos paragrafos sera feita uma
breve revisao sobre as caracteristicas principais dos lantanideos, bem como a formagao
de espécies de coordenacgao destes metais em agua e seu papel na catalise.

O estado de oxidagao +3 € o mais estavel para os metais dessa série, com
excecao do ion Ce, com estado de oxidagao +4. Estes ions possuem configuracoes
eletrénicas do tipo [Xe] 4f" (n = 0-14), onde se observa que os orbitais 4f est&o
localizados na parte interna do atomo e séo parcialmente protegidos pelos elétrons dos
orbitais 5s e 5p. Assim, os elétrons nos orbitais 4f ndo participam das ligacbes e
possuem muito pouco envolvimento com os orbitais dos ligantes. Devido a este fato, os
jons lantanideos formam complexos com alto carater idnico ' 8.

Outra propriedade interessante dos Ln**, é a diminuigdo gradativa do raio i6nico
com o aumento do numero atdmico desses elementos, conhecida como “contragao
lantanidica” (Figura 1)'°. A causa principal para este fendmeno é o efeito eletrostatico

associado com o aumento da carga nuclear blindada imperfeitamente pelos elétrons 4f,



além de outras contribuigbes, como em torno 10% devido a efeitos relativisticos®.
Desta forma, a densidade eletronica dos ions dessa série aumenta no sentido de La
para o Lu. E interessante notar que os raios iénicos dos ions dessa série sdo muito
similares ao do Na* e do Ca** (1,02 e 1,00 A, respectivamente), os quais possuem um
forte carater ibnico nas suas ligacdes, mas possuem densidade de carga (g/r) mais
baixa em relagcdo aos lantanideos, formando complexos mais fracos. Assim, € comum

que esses metais sejam permutados por ions lantanideos em complexos'®.
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Figura 1. Raio idnico para ions lantanideos de carga +3 e numero de coordenacgéao 8.

Um fato importante relacionado com a diminui¢cdo do raio idnico desses cations é
0 aumento da acidez com o aumento do numero atémico, por exemplo, o pK, da agua
coordenada a La3+, o maior lantanideo, é de 9,33, enquanto no menor dos lantanideos,
Lu**, o0 pK, é de 8,17. Devido a isso, mesmo em pH 7, ocorre formacao significativa de
complexos contendo ions hidréxido coordenados aos lantanideos. Esses complexos
agregam e formam espécies polinucleares que tendem a formar géis ou precipitados,
mesmo em pHs neutros. Devido a este fato, o estudo com lantanideos em pHs acima
de 5 sdo extremamente dificeis de serem reproduzidos. Uma alternativa bem atrativa
que tem sido utilizada para evitar a agregacao e precipitagdo de lantanideos € o uso de

complexantes, tais como os tampdes bioldgicos (Figura 2), que estabilizam os ions em



solugdo e ndo diminuem substancialmente a atividade fosforoesterolitica do ion livre?'
22
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Figura 2. Logaritmo das constantes de estabilidade dos complexos entre os lantanideos e

tampées biologicos®®

O efeito dos ions lantanideos nas reagdes de substituicdo nucleofilica em ésteres
de fosfato vém sendo bem explorado. Estes metais, devido a alta razdo carga raio, ao
elevado numero de coordenagdo em solugdo e a sua restricdo geométrica
relativamente pequena, oferecem vantagens sobre os demais metais de transicéo'®

Os fosforodiésteres 1a e 1b foram usados como modelos para a clivagem do
RNA promovida pelos ions metalicos Mg?*, Zn**, Cu** e La** (Esquema 6). Estes
metais foram utilizados para catalisar a transesterificacdo desses compostos, ou seja, a

formacao da 2’,3'-cicloadenosina monofosfato e do naftol correspondente®

O ° o ° HO,PO  OH
/P\/_ O//P\O'
o) o8
M--O + +
(\n N,
| X OH M- NH,
(\n /
1 m LY
=
1 / N
a: n=1 0.
b: n=2 HO
a: n=1
b:n=2 HO  OPOsH-



O fator catalitico alcangado pelos ions metalicos na reagao de transesterificagao
foi de 10° para Mg?*, 10° com Cu?* e Zn** e 10° para La>*. Por outro lado, a constante
de associacdo foi da ordem de 10? vezes menor para complexos com La®*" do que para
complexos com Zn?*. Assim, o aumento da constante de velocidade para hidrolise do
complexo com La*" pode ter origem na combinagdo da catélise pelo acido de Lewis,
devido a coordenagao com oxigénios do fosfato, e também a interagées com o oxigénio
do grupo de saida no estado de transi¢cdo, além da estabilizagdo do grupo de saida.
Estudos de modelagem molecular nos compostos 1a e 1b mostraram que o ion La* éo
unico dos metais que pode oferecer essa diversidade de efeitos, que se deve a
inexisténcia de uma geometria de coordenagao rigorosa presente nos metais de
transicao®.

Como visto, os ions lantanideos oferecem vantagens sobre os demais metais de
transicdo, apresentam maior carga, numero de coordenagdo mais elevado e menor
restricio geométrica. Esses fatos tém feito que alguns autores especulem que a
natureza poderia ter utilizado lantanideos ao invés dos metais encontrados nos
sistemas bioldgicos se sua biodisponibilidade fosse diferente no passado?®. Baseado
nos aspectos especiais dos ions da série dos lantanideos, os mesmos poderao ser
utilizados na sintese de novos catalisadores. Os ions livres e seus complexos mais
simples podem ser extremamente uteis em diversos processos quimicos, como na

destruicdo de armas de guerra e degradacao de inseticidas®.
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2. JUSTIFICATIVA

A importancia da quimica do atomo de fésforo nos sistemas bioldgicos por si s6
justificaria o estudo das reagbes onde este elemento esta presente. Os ésteres
derivados do acido fosforico sdo extremamente importantes nos sistemas ligados a
vida.

O entendimento dos mecanismos envolvidos nos processos biolégicos vém
sendo estudados a décadas por varios pesquisadores. Até o presente, muitas questdes
sobre tais mecanismos foram respondidas ao passo que muitas outras ainda precisam
ser exploradas. Para um entendimento mais aprofundado de tais processos, diversos
modelos de reagdes de transferéncia do grupo fosforila vém sendo propostos com o
intuito de esclarecer, pelo menos em parte, o0s mecanismos pelo quais as enzimas
naturais atuam.

Além desses aspectos, a importancia deste trabalho justifica-se pela utilizagdo de
ions lantanideos no estudo nas reagdes de hidrolise de compostos fosfatados. A
aplicacdo destes metais e seus complexos é uma area que experimenta um
crescimento acelerado, impulsionado pela possibilidade de atuarem como agentes

destoxificantes ou futuramente em processos relacionados a terapia meédica.
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3. OBJETIVOS
Objetivo Geral

De acordo com o apresentado anteriormente o objetivo geral deste trabalho foi
avaliar o efeito do ion lantanio (lll) sobre a reagdo de hidrélise do 8-quinolil fosfato
(8QP).

Objetivos Especificos

e Sintese e caracterizacao do 8QP;

e Determinar as constantes cinéticas e de equilibrio utilizando técnicas de

espectroscopia no UV-Vis;
e Avaliar o efeito catalitico do La** nas reagdes de hidrolise do 8QP;
e Avaliar os efeitos de pH e do tamp&o Bis-Tris Propano (BTP);

e Realizar estudos tedricos utilizando metodologias DFT combinado com ECPp.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Equipamentos

Os espectros de UV/VIS, bem como as medidas cinéticas foram realizadas em
um espectrofotdmetro HP 8453, acoplado a um microcomputador, contendo um sistema
de aquisicdo e tratamento de dados cinéticos HP ChemStation versao A.02.05. O
espectrofotdbmetro era acoplado a um banho termostatico da Microquimica calibrado
para 25,0+0,1 °C.

As medidas de pH nos procedimentos cinéticos foram realizadas em um
potencidmetro digital Hanna, calibrado previamente com solugdes padrdo pHs 4,00,
7,00 e 10,00 (Carlo Erba).

4.2 Reagentes

Com excecgao do 8-quinolil fosfato, sintetizado em nosso laboratério, os demais
reagentes foram adquiridos comercialmente e purificados previamente quando
necessario. O fon lantanio (lll) utilizado foi adquirido da Acros® na forma hidratada de
LaCls a 64% e o bis-tris propano (BTP) no grau de pureza 99% da Sigma®. Todas as
solugdes utilizadas nos estudos com La** foram preparadas com &agua destilada,

deionizada e fervida para eliminagcao de carbonatos.
4.3 Sintese do 8-quinolil fosfato (8QP)

O 8-quinolil fosfato (8QP) foi obtido através de método desenvolvido em nosso
laboratério, uma solu¢do de 8-quinolinol (3,45 mM) em CHCIs; (15 mL) foi gotejada
lentamente sobre uma solugdo de PCls (3,45 mM) em CHCI; (15 mL) sob banho de
gelo. A mistura foi refluxada por uma hora e meia para completar a reagado, deixada
resfriar, adicionado excesso de agua (0,25 mL) e deixada reagir sob agitagdo por mais
12 horas a temperatura ambiente. A mistura foi rotaevaporada obtendo-se um odleo
amarelo, o qual com adi¢gdo de acetona (20 mL) e agua (5 mL) levou a formagao de

cristais palidos (40 %) que fundem a 200 °C (Esquema 7).
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Esquema 7

A caracterizacao do produto foi realizada por RMN utilizando como solvente D,O
e como referéncia interna para RMN 'H tetradeutero-3-(trimetilsilil)propionato de sédio
(TSP) e como referéncia interna RMN *'P (81 MHz) acido fosférico 85%. Os seguintes
resultados foram obtidos, RMN 'H (200 MHz): § 7,8-8,1 (m, 4H); 9,08 (d, 1H); 9,14 (s,
1H) e RMN *'P (81 MHz): § 0,63 ppm.

4.4 Medidas cinéticas

As reacdes foram feitas adicionando uma aliquota de 10 pL da solugdo estoque
do substrato (0,01 M em agua, pH 10) em 3 mL da mistura reacional. A temperatura em
todos os experimentos foi mantida em 25,0 °C, o aparecimento do complexo do 8-
quinolinol com lantanio (lll) foi acompanhado em 255 nm em um espectrofotdbmetro com
detector tipo arranjo de diodo munido com uma célula termostatizada. As reagdes foram
acompanhadas no minimo por cinco tempos de meia-vida (t2) e resultaram em uma
cinética de primeira ordem em excesso de agua. As constantes de velocidade
observadas (kops) foram calculadas do grafico de absorbancia em fungdo do tempo
utiizando o ajuste iterativo nao-linear de primeira-ordem, que esta presente no
programa HP ChemStation; o coeficiente de correlagao, r, foi sempre superior a 0,996
para todas as corridas cinéticas. Bis-tris propano (BTP) em uma concentracéo de 0,01
M foi utilizado tanto como tampao como para prevenir a precipitacao de hidréxidos de

lantanio®?.
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As regressdes nao-lineares foram realizadas com o programa de computagao
ORIGIN versdo 5.0 (Microcal Software, 1999) utilizando o método de minimos-

quadrados e o algoritmo de Levenberg-Marquardt.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os objetivos desse trabalho, inicialmente foi estudada a
associacdo do 8-quinolil fosfato e 8-quinolinol com o ion La** através da espectroscopia
no UV-Vis. Apds isso, foi estudado a hidrélise do 8-quinolil fosfato na presenga do ion
La®*" em diferentes pHs. Nesses estudos foi possivel avaliar o efeito da concentracdo do
lantanideo e da concentracdo de ions hidroxido, os quais como visto na introdugao
desse trabalho, desempenham um papel importante na catalise por lantanideos. Por
fim, foram realizados alguns calculos tedricos utilizando DFT combinados com ECP

para avaliar mais especificamente o papel dos ions lantanideos na hidrélise do 8QP.

5.1 Estudos de Associacao do 8-Quinolil Fosfato e 8-Quinolinol com lon

Lantanio (lll) através de Espectroscopia no UV-Vis

As constantes de associagcdo entre o 8-quinolil fosfato (8QP) e o 8-quinolinol
(8QOH) com o ion La** foram determinadas através do espectro de UV-Vis da solugdo
no inicio e fim da reagcdo de hidrélise do 8QP, Figura 3a e 3b, respectivamente.
Enquanto que 8QP apresentou apenas um decréscimo pequeno na absorbancia, 8QOH
sofreu um efeito pronunciado com aumento da concentracdo do ion La**, onde se
observou um aumento em 239 e 302 nm e um decaimento em 257 e 357 nm. Esse fato
foi considerado na determinacéo das constantes de associacdo (Kass) do La®* com o
8QOH. No caso do 8QP, como nao foi observada uma mudanga significativa nos
valores de absorbancia, a determinagao das Kass com 8QP foram determinadas através

de medidas cinéticas.
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Figura 3. Espectros de UV-VIS de solugdes 3,33x10° M do 8QP (a) e 8QOH (b) na presenca de
0,32 a 3,2 mM de LaCls;, em pH 7,00, 0,01 M de BTP e 25,0 °C. Em (b), as setas continuas
indicam o aumento ou diminuicdo da banda de acordo com o aumento da concentragao de

LaCI3,

Na Figura 4 estdo mostrados os dados de absorbancia para o aparecimento do
complexo La(8QOH)2+ em funcéo da concentragdo do La** em diferentes pHs. Estes
resultados sdo consistentes com uma isoterma do tipo 1:1 entre o metal e o ligante. Um
ajuste nao-linear desses resultados utilizando a Equagdo 1?® levou aos resultados

apresentados na Tabela 1.
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Figura 4. Absorbancia de solugdes 3,33x10° M do complexo La(8QOH)** em 255 nm versus
[La*] em diferentes pHs e 25,0 °C. As linhas foram calculadas de acordo com a Eq. 1 e os

parametros encontram-se na Tabela 1.

g, bK,,[La(BQOH)* ] [La*"]
s 1+ K, [La*]

ass

A

(1)

onde b € o caminho 6tico da cubeta e ¢. € a absortividade molar do complexo entre o
jon La** e 8QOH, [La(8QOH)2+] € a concentracgao total formada do complexo, a qual foi
igual a 3,33x10° M.
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Tabela 1. Valores das constantes de associagdo e das absortividades molar para o complexo
La(8QOH)?** em 255 nm a diferentes pHs, 0.01 M de BTP e 25,0 °C. Os desvios s&o relativos e

dados em porcentagens.

pH Kass 1 10° M g/ M'.cm™

7,00 2,55+ 3% 26246 + 1%
7,25 3,24 £ 6% 26186 + 2%
7,50 3,69 = 3% 27808 = 1%

8,00 7,86 = 18% 27897 + 4%
8,50 13,0 £ 18% 28018 + 2%

De acordo com os dados na Tabela 1, observa-se um aumento na absortividade
molar do complexo La(8QOH)** em funcdo do aumento do pH, o que se deve
provavelmente a formagao de espécies com maior densidade de carga. J&4 o aumento
da constante de associacdo entre o ion La*>* e o 8QOH deve-se & desprotonagdo do
grupo hidroxila do fenol (pKs = 9,82) que, consequentemente, aumenta a afinidade do
substrato pelo ion metalico.

Espectros de UV-Vis para 8QP na auséncia de ion La>* foram realizados para
observar se a complexagao de um proéton produz o mesmo efeito da complexacao do
ion La>* (Figura 5). Foram obtidos espectros em trés pHs diferentes de acordo com as
espécies idnicas demonstradas no Esquema 8%’. Assim, nos pHs 2,02, 4,94 e 7,75, se
encontram predominantemente as espécies bipolar, monoanibénica e dianidnica,

respectivamente.

Esquema 8
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Figura 5. Espectros de UV-VIS de uma solucdo 4,18x10° M de 8QP em (a) pH 2,02, (b) pH
4,94 e (c)pH 7,75, 2 25,0 °C.

Intuitivamente a complexagdo da espécie dianidnica do 8QP pelo fon La®** deve
ser equivalente a protonagao do nitrogénio quinolinico e deslocamento do Anax de 235
para 245 nm. Entretanto, € bem conhecido que centros moles coordenam fracamente a
lantanideos, o que pode ser responsavel pela pequena mudanca espectral observada
com a complexagdo de um lantanideo. E interessante notar também que nenhuma
mudanca espectral significativa foi observada que poderia indicar a complexagao do

grupo fosforila através deste método. Isto se provavelmente ao fato da baixa influéncia
na variagao espectral causada pela complexacéo do grupo fosfato.

5.2 Estudos Cinéticos da Hidrélise do 8-Quinolil Fosfato na Presenga do ion
Lantéanio (lll)

A hidrélise do 8QP na presenca de La** foi estudada em diferentes pHs, dentro

da faixa de 6,4 a 8,5. Na Figura 6 esta representado um grafico das constantes de
velocidade observadas (kqps) em fungdo da concentracédo de La>".
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Figura 6. Constantes de velocidade observadas para a reagcdo de hidrolise de solugdes
3,33x10° M do 8QP na presenca de La*" em diferentes pHs, 0,01 M de BTP e 25,0 °C. As

linhas continuas representam os valores calculados utilizando a Eq. 2.

Um caminho intuitivo para a hidrélise do 8QP na presenca de La** dentro da
faixa de pH estudada nesse trabalho encontra-se no Esquema 9. Inicialmente ocorre a
formacdo do complexo entre 8QP e La**, o qual sofre hidrélise através de k; para

formar os produtos.

K.

k
8QP" + La¥ =—= 1

La(8QP)Y —— La(8QOH)** + Pj

Esquema 9
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A partir do Esquema 9 foi derivada a Eq. 2, a qual foi utilizada através de um
ajuste iterativo dos resultados na Figura 6, obtendo os valores de K,ss € ki em
diferentes pHs.

_ k1 Kass[L a3+]
1+ K [La*]

ass

(2)

Enquanto as Kass Nos diferentes pHs foram similares e em torno de (1,9+0,3)x10°

M, os valores de ks exibiram um forte incremento com o aumento do pH (Figura 7).

2,4

2,6

2.8

3,0 4

log (k,/s™")

-3,2 -

'3,4 T T T T T T T T T T T
6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0

pH

Figura 7. Logaritmo da constante de primeira ordem versus o pH para a reagéo de hidrolise do
complexo La(8QP)*, 0,01 M de BTP e 25,0 °C.

O comportamento observado na Figura 7 indica a participagdo de ions hidréxido
na hidrélise do 8QP. Dois possiveis caminhos que podem ser indicados para o ataque
do ion hidréxido sobre o atomo de fésforo de 8QP sdo: (i) ataque de um ion hidréxido
complexado ao ion La*; (i) ataque direto de um ion hidréxido ndo complexado com o

ion La** (Figura 8).
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(i) (ii)
Figura 8. Dois possiveis caminhos para o ataque do ion hidréxido sobre o atomo de fésforo do
8QP.

O aumento praticamente linear nos valores de log k; de pH 7,0 a 8,5 (Figura 7)
tem um coeficiente angular igual a 0,5. Como é conhecido este tipo de relagdo pode
indicar a ordem da reagédo em relagao ao ion hidréxido. Entretanto, um valor de 0,5 ndo
€ uma ordem de reacao coerente para um ataque direto do ion hidréxido, sendo indica
a ocorréncia de equilibrios complexos envolvendo o ion hidroxido. O fato que poderia
indicar claramente a segunda proposta seria a observagado de um nitido pK, aparente,
mas dentro da faixa de pH estudada este fato nao péde ser observado.

Estda bem documentado que ions lantanideos podem formar diferentes espécies
com ions hidréxido, essas podem apresentar diferentes atividades cataliticas, de modo
que cineticamente os dois caminhos demonstrados na Figura 8 sao indistinguiveis e
nao podem ser diferenciados através dos experimentos cinéticos. Essa é a conclusao
mais apropriada que poderia ser considerada até aqui com relagao a forma de ataque
do ion hidréxido.

O ion La** apresentou uma grande eficiéncia sobre a reacéo de hidrolise do 8QP.
Uma comparacao do perfil de pH para a hidrélise do 8QP na auséncia e presenca do

ion La** demonstrou um fator catalitico superior a 10’ vezes em pH 7,0 (Figura 9).
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Figura 9. Grafico da constante de velocidade observada versus pH para a reacao de hidrélise

do 8QP na auséncia (0) e presenca (o) de La*, a 25,0 °C. Dados na auséncia de metal foram

1.?” e extrapolados para 25° C. Na presenca do

obtidos em 60, 70 e 80 °C por Murakami e co
metal os dados sdo para a hidrolise do complexo La(8QP)* obtidos na presenca de 0,01 M de

BTP.

A influéncia da concentragdo do tampao Bis-Tris Propano (BTP) na catalise do
ion La*" foi examinada em pH 8,0 com concentracdo do metal de 1,0 mM (Figura 10).
E conhecido que o efeito do tampdo em diminuir a quantidade livre do metal, e
consequentemente a agregacgao e precipitagdo nos pHs acima de 5, pode igualmente
desfavorecer a associagdo do substrato com o ion lantanideo inibindo a reacédo de
hidrélise em relacdo ao fon livre?®. No entanto, nesse trabalho foi observado que as
velocidades de hidrodlise, dentro do erro experimental, permaneceram constantes com a
variagdo na concentracdo do BTP de 10 vezes, indicando que o BTP n&o afeta a
coordenacdo entre o 8QP e o La*". Estes resultados concordam com o observado em
outros casos®, onde a constante de associacdo do tampdo com o fon lantanideo é

inferior em pelo menos em 10 vezes. Assim, a Kass = 200 M entre o BTP e o ion La**
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¢ suficiente apenas para diminuir a quantidade livre do fon La®*, mas nao é

suficientemente grande para competir com a associagao do 8QP pelo metal.

2,0

1,8
1,64
1,4

1,2 4 ]

A | ] | ] | |
L : R = 5
P 1,0 4 ] L
b -
~, 0,84
3
~ i
0,6 -
0,4 -
0,2 -

0,0 +——m——7—"+—17—+—7"—1—"""1"—"T"—T"—T"—7—
00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0

[BTP]/ mM

Figura 10. Efeito da concentracido do tampao bis-tris propano sobre a constante de velocidade
de hidrélise do 8QP na presenca de 1mM de La®*, pH 8,0 e 25,0 °C.

5.3 Calculos dos orbitais moleculares

Com o intuito de avaliar com mais detalhes a natureza da ligagdo entre La*" e
8QP assim como o efeito sobre a reacéo de hidrdlise, foram realizados calculos tedricos
utilizando como metodologia computacional a teoria do funcional da densidade (DFT),
utilizando o funcional hibrido B3LYP como uma fungdo de base 6-31G(d) com adi¢ao
de funcdo difusa para os atomos de nitrogénio e oxigénio. No ion La*" foi utilizado o
potencial efetivo para o carogo quasi-relativistico (ECP) desenvolvido por Dolg®®, o qual
considera os orbitais 4f no carogo eletrénico, tratando rigorosamente somente os
elétrons de valéncia com uma funcado contraida do tipo [5s4p3d]. Esta metodologia
reduz substancialmente a demanda computacional € ndo constitui um problema, porque
os orbitais 4f sdo espacialmente internos e n&o interagirem com os ligantes nos

complexos de lantanideos.
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Na Figura 11 estdo representados as estruturas otimizadas para os complexos
8QP(H,0); e La(8QP)(H20)s".

Figura 11. Estruturas otimizadas para os complexos do 8QP e trés moléculas de agua e para o

complexo entre 0 8QP, La** e cinco moléculas de agua utilizando ECP/B3LYP/6-31+G(d).

Entre os pardmetros estruturais e eletrbnicos de interesse nesse estudo, o
comprimento de ligag&o P-Orenol N0 complexo 8QP(H20); e La(8QP)(H20)s" foram iguais

a 1,80 e 1,78 A, enquanto que as cargas de Mulliken foram iguais a P*"%-0?%% ¢

P*209_0088 respectivamente. Esses fatos sdo muito interessantes, pois embora os
comprimentos das ligagdes P-Oreno S€jam muito similares, a complexagéo leva a uma
maior separagdo de carga nessa ligacdo, demonstrando que o carater da ligagcéo
P-Otenol €Std mudando com a complexacdo do La®**, ou seja, a ligagao perde a
covaléncia e passa a exibir um carater mais idnico em La(8QP)(H.0)s". O efeito final
desta interacdo € que o ataque nucleofilico sobre o atomo de fésforo é facilitado, assim

como a expulsédo do grupo de saida.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados nesse trabalho pode-se concluir que:

(i) Através dos estudos de associacdo entre 8QP e 8QOH com o ion La*
observou-se a formagao de um complexo do tipo 1:1. A associagdo La* com o 8QOH é
mais forte do que a observada com 8QP;

(i) A constante de velocidade para hidrolise do 8QP na presenca do ion
lantanideo é sensivel ao pH do meio, indicando a participagdo de ions hidréxido. O
ataque do ion hidréxido sobre o atomo de fosforo de 8QP pode ocorrer através do
ataque de um ion hidréxido complexado ao ion La®** ou diretamente de um ion hidréxido
proveniente do meio, entretanto os dois caminhos foram indistinguiveis através dos
experimentos cinéticos;

(iii) Nao houve efeito do tampao BTP, indicando que ele n&do afeta a coordenagao
do substrato com o ion lantanideo;

(iv) O ion La*" apresentou uma grande eficiéncia sobre a reagéo de hidrélise do
8QP. A comparacao do perfil de pH para a hidrolise do 8QP na auséncia e presenca do
ion La** demonstrou um fator catalitico superior a 10’ vezes em pHs superiores a 7,0;

(v) Através dos estudos tedricos observou-se que a complexagao muda o carater
da ligagdo P-Orenoi, que perde o carater covalente covaléncia e passa a exibir um
carater mais idnico no complexo La(8QP)(H.0)s" do que no complexo 8QP(H,0); o que
consequentemente favorece o ataque nucleofilico sobre o atomo de fésforo e facilita a

expulséo do grupo de saida.
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