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RESUMO

O diéster 8-dimetilaminonaftil-1-metil fosfato (DANMEP) foi estudado como
um modelo de catalise enzimatica do tipo &cida geral intramolecular com a
transferéncia do grupo fosforila, a partir da ruptura de uma ligagdo O—P,
facilitada por um grupo *"NH vizinho. As reagdes de hidrélise do DANMEP sdo
consistentes com um mecanismo do tipo SN2(P), tanto na faixa de HCI>1 M,
quanto na regido de pH &cido. Na regido de pH entre 1 e 7, 0 DANMEP se
hidrolisa numa velocidade constante, com um fator catalitico de 2,56 x 10° a
60°C. Este efeito esta associado a reacdo da forma ion dipolar do DANMEP,
onde o grupo dimetilaménio (pK,2 = 7,06 £ 0,06) atua como catalisador acido
geral. Na presenca de HCl entre 1 e 12 M, ha um efeito catalitico significativo,
mostrando um valor de pK,1=-1,93 + 0,12 a 60°C, que indica que a forma acida
do DANMEP ¢ a espécie reativa nessa regido de elevada acidez. Na reacéo entre
a hidroxilamina e o DANMEP, a constante de velocidade é cerca de 70 vezes
maior que a reacdo de hidrolise. Os célculos realizados para investigacdo da
geometria do DANMEP realizados com a combinacdo dos modelos continuo e
discreto mostram um diester altamente estavel. O comprimento da ligacdo entre o
atomo de fosforo e oxigénio do grupo abandonador foi de 1,63A e, o angulo
diedro C2—C1—N13—H19 foi de 30°, demonstrando melhor direcionamento
do grupo catalitico para uma catalise &cida geral intramolecular. A comparagéo
entre as estruturas do DANMEP e seu derivado monoéster (MANEP), otimizadas
na presenca de 15 moléculas de &gua, indicam que no caso do MANEP, o grupo
fosforila tem uma estrutura mais solvatada e planar, o que deve favorecer uma
reatividade maior desse éster se comparado ao DANMEP. Foi constatada a
existéncia de um estado de transicdo onde a quebra da ligagdo do grupo
abandonador estd consideravelmente adiantada e ha um pequeno grau de
formacdo de ligacdo (através de um ataque de um Oxido de aménio), numa
configuracdo bipiramide trigonal. Este resultado é consistente com os dados
cinéticos, os parametros termodinamicos e os calculos ab initio de orbitais

moleculares, todos os quais se corroboram mutuamente.
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ABSTRACT

The diester 8-dimethylaminonaphthyl-1-methyl phosphate (DANMEP) was
studied as a model of enzymatic catalysis of the intramolecular general acid type,
with the phosphoryl group transfer starting from the rupture of the O—P bond,
facilitated by a neighbor group "NH. DANMEP’s hydrolysis reactions agree with
a SN2(P) mechanism, so much in HCI > 1 M region, as in the acid pH range. In
the pH area between 1 and 7, DANMERP is hydrolyzed in a rate constant, with a
catalytic factor of 2.56 x 10° at 60°C. This effect is associated to the reaction of
the zwitterionic form of DANMEP, where the dimethylamonium group (pK,2 =
7.06 £ 0.06) acts as general acid catalyst. In the presence of HCI between 1 and
12 M, there is a significant catalytic effect, showing a pK,1 value equals to -1.93
+ 0.12 at 60°C, that it indicates that the acid form of DANMERP it is the reactive
species in that high acidity area. In the reaction between hydroxylamine and
DANMEP, the rate constant is about 70 times larger than the hydrolysis reaction.
The calculations accomplished for investigation of the geometry of DANMEP
were done with the combination of the continuous and discreet models showing a
highly stable diester. The obtained bond length between the phosphor atom and
leaving group’s oxygen was 1.63A, and the dihedral angle C2-C1-N13-H19 was
30 degrees, demonstrating a better positioning of the catalytic group for a
intramolecular general acid catalysis. The comparison between DANMEP’s
structures and yours monoester derivative (MANEP), optimized in the presence
of 15 water molecules, indicates that in the MANEP’s case, the phosphoryl group
has a most solvated and planar structure, what should favor a larger reactivity of
that ester if compared to DANMEP. The transition state existence was verified
where the break of the leaving group’s bond is considerably early and there is a
small degree of bond making (through a ammonium oxide attack), together with
a proton transfer NH,----H----OP, in a pentavalent configuration. This result
agrees with the kinetic data, the thermodynamic parameters and the molecular

orbital ab initio calculations, all which are corroborated mutually.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A fisico-quimica organica dos organofosfatos, ndo € recente,
apresentando uma longa e importante historia na linha do tempo das descobertas

quimicas e biolégicas!™.

Dentre esses compostos os ésteres de fosfato desempenham um papel
central na bioquimica. As reac6es de transferéncia de fosfato (Esquema 1a) sdo
as mais comuns, apresentando uma complexidade superior agquelas equivalentes

para transferéncia de grupos acila (Esquema 1b).[2'3'4*5]

o} o}

@) —| |

\\P CHs HoN P, R
AN ‘\ S, \o/\ 0”4 HC—oOH

H OH

o)
(b) /lk /CH3 - J|\ /NH2 + HsC—OH
o R o

Esquema 1

Especificamente os diésteres de fosfato tém ganhado crescente
destaque na literatura especializada, gracas a possibilidade que hoje temos de
poder entender e controlar o organismo humano através dos diversos derivados
destes compostos distribuidos no nosso organismo, principalmente na forma de

acidos nucléicos e enzimas.

O grande marco para o estudo dos fosfodiésteres foi o trabalho de
diversos grupos de pesquisa, em especial o de Watson e Crick, na elucidagéo da
estrutura e funcdo do ADN®, como dito pelo préprio James Watson na
divulgagdo de sua descoberta “nés achamos o segredo da vida”"®!, frase essa

corroborada pelos grandes avancos cientificos vislumbrados nos dias atuais.
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Entender e modificar a estrutura do ADN humano é um propdsito
irreversivel para os cientistas atuais. As justificativas para tal intento sdo as mais
diversas e sujeitas a uma nova legislacdo de bioética que, embora ainda
praticamente inexistente, estd em discussdo em todos os paises envolvidos neste

nicho de pesquisa.

Do ponto de vista médico, tratar imperfeicdes em nivel molecular, no
sentido de se poderem trocar fragmentos de ADN responsaveis pelos mais
diversos tipos de doencas como, por exemplo, o cancer é um sonho agora ndo

impossivel e nem muito distante.

A atuacdo de moléculas que possam seletivamente buscar sitios
especificos em outras, se ancorando a elas, e causando sua decomposicdo em
algum grau, ja é possivel. Um exemplo é o trabalho de Chiosis et al '), que se
interessou pela resisténcia apresentada por uma bactéria enterococci patogénica a

antibiéticos como a vancomicina.

Nesse trabalho foi possivel a utilizacdo de pequenas moléculas, com
um sistema nucleofilo-eletrofilo bem orientado e também quiralidade adequada,
para a selecdo especifica e posterior clivagem de um sitio precursor
peptideoglicano terminal (Figura 1), o qual impede a acédo de antibidticos como
a vancomicina. Estas moléculas foram testadas juntamente com vancomicina e

permitiram que a bactéria resistente fosse re-sensitizada a acao do antibidtico.

Figura 1 — (A) e (B) Processo de ancoragem e restricdo espacial mostrados
no trabalho de Chiosis et al.

Marcelo de Freitas Lima Tese de Doutorado em Quimica
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Repetir esse mesmo procedimento, contudo aplicado a ligacdes
fosfodiésteres, depende do bom conhecimento do substrato a ser clivado, bem
como das propriedades necessarias que permitam ao catalisador ancorar e clivar
eficientemente uma determinada ligacdo quimica. As moléculas que

desempenham tal fun¢éo catalitica sdo chamadas de “tesouras moleculares”.

Um exemplo de tesoura molecular aplicada a ADN esta no trabalho de
Joshi et al™, onde sdo descritas as habilidades metalo-dependentes de alguns

sideroforos a base de Desferal (Figura 2).

H,N(H,C)sN—C(CH,),CONH(CH 2)5N—|C|Z(CH2)ZCONH(CH 2)5N—ﬁCH3

OH O oH © OH

Figura 2- Desferal - droga de baixo peso molecular com capacidade de
quelar ions metalicos, principalmente os de Ferro.

Este tipo de composto, associado a diferentes metais na forma descrita
por Joshi e colaboradores (Figura 3), é de elevada eficiéncia na clivagem de

ADN plasmidicos.

Figura 3 - Siderdforo utilizado em clivagem de oligonucleotideos, onde M
pode ser Cu?*, Co** e Ni*".

Nesse estudo foram sintetizados os complexos de Desferal com
Cu(ll), Co(ll) e Ni(ll) e analisada a sequéncia preferencial das reacbes de

clivagem de cada um.
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Constatou-se que quando um oligonucleotideo esta associado a essas
tesouras moleculares, os complexos baseados nos conjugados oligonucletideo-
Cu(ID/Co(lll)-desferal, apresentaram sitio-especificidade e eficiéncia razoaveis
sobre o ADN plasmidico, podendo acontecer a clivagem de uma fita simples, ou

mesmo dupla, de DNA.

Ha uma rica e vasta literatura, principalmente nos ultimos anos,
citando trabalhos que utilizam metais associados a ligantes organicos ou nhéo,
com o proposito de clivar a ligacdo fosfodiéster. Um exemplo € o trabalho de
Longhinotti et al'*), em que foram analisadas as cinéticas de reacdo do bis (2,4-
dinitrofenil) fosfato (BDNPP) em soluces basicas na presenca de La**, Sm**,
Tb* e Er*, utilizando-se o tampdo bis-tris propano (BTP) para estabilizar os
complexos de ions hidroxidos e lantanideos formados em solucdo. Constatou-se
que a reacdo mostra um comportamento cinético de primeira ordem em relacéo
ao BDNPP, e que a constante de velocidade medida para diferentes hidroxo-
complexos dos lantanideos pode chegar a valores da ordem de 2,3 a 3,1 x 10% s
a25°C.

A motivacdo para a utilizacdo de metais é a dificil tarefa de clivar a
ligacdo fosforodiéster fora do organismo, na auséncia de enzimas especificas,
principalmente em se tratando do ADN em condic@es fisioldgicas, onde o tempo

[12]

de meia vida estd estimado em 200 milhdes de anos Contudo sem a

assisténcia de metais, o processo de clivagem se torna praticamente inviavel.

Por outro lado, a decomposicédo de diésteres de fosfato em organismos
vivos pode levar apenas algumas horas, gracas a acdo de enzimas especificas
para sua clivagem!*®. Sendo assim, o estudo das enzimas, o qual vem sendo cada
vez mais facilitado devido ao aprimoramento das técnicas experimentais, bem
como ao advento das técnicas de célculo de orbitais moleculares, tudo isso
associado ao avanco computacional, proporcionam um horizonte novo para a
sintese de moléculas de alta especificidade e eficiéncia na decomposicdo de

diésteres de fosfato.
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1.1. Enzimas

As enzimas sdo biopolimeros de arranjo espacial singular, que tém por
finalidade catalisar reagfes quimicas sobre um ou mais substratos especificos
através da ancoragem e subsequente clivagem e/ou formacéo das ligacbes do(s)
mesmo(s)™. A diminuicdo dos graus de liberdade rotacionais e principalmente
translacionais da molécula-alvo quando associada a enzima, permite que a
probabilidade reacional seja aumentada e conseqlientemente a velocidade de
reacdo. Exemplos de aumento na velocidade de reacéo para reacOes catalisadas e

nédo-catalisadas por enzimas sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Comparagdo entre reacOes catalisadas e nao-catalisadas por
enzimas.

Enzima kcat/ knéo-cat[a]
B-amilase de batata-doce 7,2 x 10"
Orotidina 5’-fosfatase decarboxilase 1,4 x 10"
Fumarase 3,5 x 10%°
Mandelato racemase 1,7 x 10%°
Carboxipeptidase B 1,3 x 10%
Adenosino deaminase 2.1 x 10%
Fosfotriesterase 2,8 x 101!
Triosefosfato isomerase 1,0 x 10°
Corismato mutase 1,9 x 10°

[a] As reagdes ndo-catalisadas foram realizadas em solu¢éo aquosa sobre as
mesmas condicOes das reacdes catalisadas.

Uma boa aproximacdo ou modelo para o fendmeno catalitico
desenvolvido pelas enzimas pode ser proporcionado por moléculas de baixo peso
molecular que possuem grupamentos especiais proximos ao centro reacional, e
que por fatores estereoeletronicos, acabam por catalisar intramolecularmente uma

dada reacdo que acontece na prépria molécula.

Um exemplo classico da literatura é a catélise intramolecular
promovida na molécula do &cido acetilsalicilico (Esquema 2), onde um grupo
carboxilato, através de uma reacdo de transferéncia de prétons, facilita o ataque

de uma molécula de agua via catélise bésica geral, ao lado do carbono mais
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eletrofilico da molécula, causando a hidrolise numa velocidade 100 vezes maior
que a mesma reacdo catalisada intermolecularmente. Este valor poderia passar a
5000 vezes caso o0 pK, da base fosse ao redor de 7,0, ao invés de 3,7, que € 0 caso

da aspirina ™.

o—H
O CHj, OH

Y +  CHCO,H

Esquema 2
1.2. Catalise Intramolecular

Como no exemplo citado anteriormente, é conhecido que as catalises
intramoleculares — fonte da alta efetividade nas enzimas — ocorrem numa
velocidade muito superior a sua equivalente intermolecular, e dada sua
importancia, foi estabelecido o conceito de “molaridade efetiva” ou ME que é
simplesmente a relagdo entre as constantes de velocidade para a reacdo catalisada
intramolecularmente (1) e intermolecularmente (2) como na Equacéo (1).

ME =% (1)
2

Esta grandeza (ME) é medida em mol.dm™, e representa a quantidade
de vezes em que a concentracdo do nucledfilo ou eletréfilo na reagédo
intermolecular deve ser aumentada a fim de ter o mesmo efeito catalitico que a
reacdo intramolecular™. Em outras palavras, o resultado da Equagéo (1) define
ME como a concentracdo de catalisador externo necessaria para igualar a

concentracdo efetiva do catalisador interno.

Alguns exemplos de catalises intra e intermoleculares sdo mostrados

na Tabela 2, acompanhados de suas respectivas ME.
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Tabela 2 - Comparacéo entre reacdes intra e intermoleculares ™.

Reacdo Esquema Constante ME (mol.dm)
o /O
. f;:@“’” Ef L] k=08
Transferéncias de grupos ° 2 % 10°
acila em succinatos A N
:i < > Hc% %1 ky=4x10°s"M"
A o A /O o,
. ° % > t
Transferéncia de grupos 0 o k120025
acila em derivados da e > 2 x 107
Rk LT @J*é kp ~ 1000 s\
I OH /O 7
Transferéncia de grupos o Eé Keq =8 x 10
acila em succinatos : il 3x10°
(equilibrio) me—4 12 gyl
2 CHaCO,H —™ o K = 3 X 10 M
Hscﬁo €d

Onofrio et al™® estudaram a decomposicdo N-(o-carboxibenzoil)-L-
leucina (NCBL) a qual acontece por duas vias distintas: uma levando ao produto
imidico N-ftaloil-leucina (NPL) via reacdo de ciclizacdo intramolecular e outra
pela hidrolise, produzindo o acido ftalico. Para a reacdo de hidrolise constataram
uma molaridade efetiva de aproximadamente 4.600 vezes, comparado a hidrdlise
na auséncia do grupo catalitico, um efeito provavelmente devido a catalise
intramolecular de um grupamento carboxila vicinal ao centro eletrofilico da

NCBL conforme mostrado no Esquema 3.

R
0 o)
OH Il R
NH K ) on
b7 .
CO,H ¢ o
o

Hid

CO,H
Ci onde R =CH,CH(CHg),
CO,H

Esquema 3
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Nessa mesma linha de reacdes intramoleculares com participacdo de
carboxilatos, Yunes et al™ observaram um valor para a molaridade efetiva da
hidrélise do monoéster 2’,2°,2’-trifluoroetil do acido 1,8-naftéalico, Esquema 4,

maior que 10* vezes.

|OO - = |OO + CF3CH,0-

Esquema 4

O 8-dimetilaminonaftil-1-hidrogenofosfato (MANEP), tem sido
também estudado em nosso grupo, revelando que esta estrutura, até entdo sem
precedentes na literatura, confere um distdrbio anémalo na distribuicdo de carga
na sua forma mono-aniodnica 3, provocando uma desestabilizagdo tal, que permite
0 pronto ataque de nucleofilos negativamente carregados junto ao centro
eletrofilico, com uma aceleracdo de cerca de 10° vezes dessa reagdo, efeito

absolutamente raro de ser observado em condicdes experimentais!?®?,

O equilibrio de desprotonacdo desse composto com seus respectivos

valores de pK, é mostrado no Esquema 5.

O-

OH o c|>
o/ \ H\ +C P \ +~CHs o P \ . ~CHs o//
~~CHj \ \CH3
i i pK.<0 “pK 394 pK =9,31
1 2
Esquema 5

Com base nos resultados observados para o efeito do grupo
dimetilaménio sobre o pK, do grupo de saida e sobre o ataque de anions no grupo

fosfato, sugere-se que ha uma importancia especial para a abundancia de cadeias
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aminoacidas laterais catidnicas no sitio ativo de enzimas, como fosfatases e

quinases que catalisam a transferéncia de grupos fosforila.

No caso do derivado triéster, o dietil 8-dimetilaminonaftil-1-fosfato
(TANEP), estudado por Asaad e Kirby®, foi observada uma aceleracdo na
constante de velocidade de quase 10° vezes em relacdo ao triéster sem o
grupamento dimetilamdnio, um resultado que reforca a importancia do grupo
catalisador &cido geral. Sugere-se também a presenca de um intermediario
pentacovalente formado a partir do ataque de um oxianion. O Esquema 6 mostra
0 equilibrio de desprotonacdo do TANEP e a sua reagdo de decomposicdo na

presenca de carboxianions.

OFEt OEt
| m| RCOO OEt
RCOO
O//P\ s g\/P\ N € “\P
\CH3 CH3 \CH3
“ pK,=4,63 “ “
5
_H ) /CH3
o ? N~cn,
AL O
8
Esquema 6

Vérias teorias classicas a respeito de catalise enzimatica foram
propostas desde a segunda metade do século XX, dentre elas podemos citar: i) a
“Teoria do Direcionamento Orbital” (1970, 1971 e 1972)2*#! proposta
principalmente por Koshland et al, salientando que o efeito de alinhamento entre
0s orbitais que interagem no sitio reacional, promove uma aceleracdo em reacdes
intramoleculares, em particular reacdes enzimaticas, atraves da economia

energética relacionada aos graus de liberdade rotacionais perdidos no momento
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do estado de transicao; e ii) a “Teoria Espaco-temporal” (1985)% defendida
inicialmente por Menger, que prevé que a velocidade de reacdo entre dois
grupamentos funcionais A e B é proporcional ao tempo que A e B permanecem a
uma distancia critica menor ou igual a soma dos raios de van der Waals dos

grupos que participam da reacao.

Em todas estas teorias estdo sempre implicitos os ““Efeitos
Entrépicos” (1971)%", abordados principalmente por Page e Jencks. A questdo
interessante é que embora a entropia ndo explique totalmente o fenémeno
catalitico que ocorre nas reagdes intramoleculares, fica claro que sem a perda dos
graus de liberdade, sejam translacionais, rotacionais, ou vibracionais, nenhuma
das outras pode existir, seja no caso da restricdo espacial para o alinhamento dos
orbitais, ou no caso de se restringir a posicao espacial de duas moleculas A e B a
ponto de ficarem tempo suficiente a determinada distdncia uma da outra para

sofrerem reagéo.

Assim, embora existam todas estas teorias, a raiz é Unica e tem sua
origem na entropia do sistema, ou melhor, no abaixamento da entropia,
diminuindo os graus de liberdade, e por conseqliéncia a aproximacgédo entre 0s

grupos reacionais, em regides especificas do espaco.

Quaisquer teorias que queiram explicar a grande reatividade
apresentada em sistemas de catalise enzimatica terdo obrigatoriamente de se

apoiar, em alguma forma de fenémeno entrépico.

Por outro lado a abordagem via Efeitos Entrépicos para a explicacdo
dos fenémenos cataliticos intramoleculares € também muito genérica. Em muitas
reacOes intramoleculares e enzimaticas ha uma contribuicdo entélpica
significativa no aumento da constante de velocidade, conforme normalmente

observado na diminuigéo da energia de ativagdo de Arrhenius.

Assim, atencdo deve ser dada para reacOes catalisadas

intramolecularmente, envolvendo espécies de baixo peso molecular, onde em
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alguns casos o termo entrépico acaba por confundir, ou ndo explicar o fendmeno
envolvido devido a sua generalidade, como € o caso das reagdes onde o valor da
molaridade efetiva € menor que a unidade, e os teoremas entropicos falham em

explica-los.
1.3. Efeitos entropicos

Uma simples definicdo de entropia a associa ao grau de desordem de
um determinado sistema. Sendo assim, a combinacdo de duas moléculas para
formacédo de apenas uma, leva a uma perda de entropia, principalmente no que
diz respeito a translacdo e rotacdo de moléculas. Embora o produto formado
tenha algum aumento na entropia interna, esse acrescimo significa apenas um
leve incremento nos graus de entropia de vibragéo e rotacdo internas, visto que a

entropia depende muito pouco do tamanho da moléculat*™,

Desta forma, uma reacdo catalisada em solucdo é mais lenta devido a
perda de entropia envolvida na aproximacao entre o catalisador e o substrato,
diferentemente do que ocorre nas catélises intramoleculares, onde a perda da

entropia rotacional e translacional € nula.

Para se ter uma idéia matemaética do quanto isso afeta a velocidade de
uma reagdo, podemos utilizar a Teoria do Estado de Transicdo”®!, onde podemos
escrever a Equacédo (2), conhecida como equacdo de Eyring, que determina a
constante de velocidade de primeira ordem (Kk), para uma dada reacédo da seguinte

maneira;

_A6?
k:%xe RT (2)

onde x é a constante de Boltzmann, h a de Planck e R a dos gases, T € a
temperatura (em Kelvin) e AG* é a diferenca na energia livre de Gibbs entre a

estrutura do estado de transicdo e a do estado inicial.
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A variacdo na energia livre de Gibbs da Equacédo (2) pode ser

separada nos seus componentes entalpicos e entropicos pela Equacéo (3) abaixo,
AG* =AH' -TAS* ©)

Assim podemos avaliar as contribuicGes térmicas e cadticas a
constante de velocidade, simplesmente unindo as Equacgoes (2) e (3) na Equacgao
(4), conhecida como equacdo de Eyring extendida, a qual nos fornece parametros

qualitativos e uma boa analise das variac@es na velocidade de reagéo:

AS*

k = (%) X e[R] X e[RTi] (4)

1

Analisando a Equagdo (4), podemos perceber que uma variagdo
brusca no termo entrépico, tornando-o negativo (entropia do estado inicial muito
maior que do estado de transicdo), provoca como resultado uma reducao
exponencial no valor da constante de velocidade, o que é praticamente
inexistente quando temos uma reacdo, onde a perda entrépica € muito pequena,

como nas reac¢des enzimaticas ou intramoleculares.
1.4. A importancia das ligacdes de hidrogénio e interacdes idnicas

Quando mencionamos as catalises intra e intermoleculares, temos em
mente que as forgcas que as originam tém grande relagdo com os tipos de
interacbes envolvidas em cada sitio de reacdo, com base nisso uma breve
descricdo de alguns tipos de interagdes freqiientemente associadas aos diversos

tipos de catalise encontrados nos sistemas estudados € mostrada abaixo.

LigacBes de hidrogénio formam-se entre um atomo de hidrogénio
ligado covalentemente a um atomo eletronegativo (tal como um oxigénio ou um
nitrogénio) e um segundo atomo eletronegativo que serve como um aceptor de
ligacdo de hidrogénio. As ligacdes de hidrogénio, que tem uma energia de

estabilizagdo aproximada de 12 a 30 KJ.mol™, sdo mais fortes do que as forcas de
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van der Waals (0,4 a 4,0 KJ.mol™) e tem uma propriedade adicional: as ligacdes
de hidrogénio tendem a ser altamente direcionais, formando ligacdes diretas entre
os atomos doador, hidrogénio e aceptor. As ligacGes de hidrogénio sdo também
muito mais especificas do que as interacdes de van der Waals, isto porque elas
requerem a presenca simultdnea de grupos aceptores e doadores de hidrogénio
(Tabela 3).

Tabela 3 - Grupos funcionais que sdo importantes doadores/aceptores de
ligagdes de hidrogénio.

Doadores Aceptores
0
/ N s
R —Q

R3
H
H - N s
e /O
R—N R \
H
Ry R
R—N( \\N<—
H \ Rl/
R3\ Ry
R N——H—>
2 Rl/ Ry—P—0 =
R3

A Tabela 4 mostra comprimentos aproximados em ligacGes de
hidrogénio formadas entre aceptores e doadores com atomos de oxigénio e
nitrogénio.
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Tabela 4 - Distancias entre aceptores e doadores de liga¢des de hidrogénio
em condic@es de equilibrio.

- . — « :
Atomos ligados Comprimento de ligacédo Os comprimentos dados

aproximado /nm* sdo as distancias entre o
O-H ----- @) 0,27 atomo covalentemente
O-H ----- O 0,26 ligado ao hidrogénio e o
O-H ----- N 0,29 aceptor que interage por
N-H ----- 0 0,30 ligacdo de hidrogénio ao
N—H ----- 0 0,29 hidrogénio.
O——H------------ o]
N-H ----- N 0,31 <— 0,27 nm——

Na estabilizacdo de estruturas como o ADN, estruturas terciaria e
quaterndria de proteinas e também nas reacbes quimicas, sobretudo nas

enzimaticas, a formacao de ligacGes de hidrogénio é de suma importancia.

A formacdo de tais ligagdes em condicOes especiais acaba por
fornecer de 10 a 20 quilocalorias por mol, facilitando reacdes com barreiras
energéticas relativamente altas. A intensidade da forca de uma ligacdo de
hidrogénio estabelecida entre dois sitios eletronegativos pode levar a efeitos
cataliticos de grande magnitude, possibilitando reacdes, que sem esse tipo de
interacdo seriam praticamente inviaveis. Sendo assim o entendimento de tais

fendmenos é de grande importancia no estudo da catalise intramolecular.

Nas estruturas dos estados de transicdo e complexos intermediarios-
enzimas, em relacédo as interacdes do tipo oxigénio-hidrogénio-oxigénio (O—H--
---0), podemos ter duas situacdes distintas: (i) quando as distancias de ligacdes
de hidrogénio (O—O) é de 2,8 a 3,0 A, sendo o hidrogénio ligado a um ou outro
oxigénio por uma ligacdo covalente, enquanto que a interagdo com 0 outro
oxigénio é principalmente eletrostatica; ou (ii) onde as liga¢cdes de hidrogénio séo
mais curtas (menores que 2,5 A) e portanto mais fortes, favorecendo a ocorréncia
do fendmeno conhecido como ligacbes de hidrogénio de baixa barreira

potencial (low-barrier hydrogen bond).
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O efeito maximo de abaixamento de barreira potencial nesse caso
ocorre apenas quando os pK,, dos atomos eletronegativos que compartilham o
hidrogénio séo de valores similares, visto que nessa situacdo o hidrogénio pode
se associar a qualquer um dos sitios de alta densidade de cargas negativas,
existindo obviamente uma barreira energética para transferéncia desse proton
(Figura 4).

0——H—0

Figura 4 — Representacao esquematica da diferenca energética de barreira
potencial de uma ligacéo de hidrogénio O—H—O, produzida pela variagéo
da distancia entre os heterodtomos.

Numa ligacdo de hidrogénio onde esses sitios estdo muito proximos, a
barreira entre as duas posicbes do hidrogénio torna-se mais baixa e
eventualmente é baixa o suficiente para que o nivel de energia do ponto zero
esteja em cima ou até acima dessa barreira. Neste ponto, que corresponde a uma
distancia de 2,5 A, o hidrogénio pode se movimentar livremente no espaco entre
0S oxigénios, e sua ligacdo a ambos o0s oxigénios pode ser considerada
essencialmente covalente. As ligacdes mais forte sdo formadas quando os dois
heterodtomos sdo 0s mesmos (principalmente oxigénios e nitrogénios), mas N—
H—O ligacdes podem apresentar esse fendmeno, embora provavelmente nao téo
forte quando no caso O—H—O. Sendo importante salientar que a forca da
ligagdo é totalmente bem correlacionada com a distancia entre os heteroatomos,

com as ligacdes mais curtas sendo as mais fortes.
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Assim uma fraca ligacao de hidrogénio no complexo enzima-substrato
no qual os valores de pK, ndo sdo proximos podem vir a se tornar forte e haver
uma formacdo do fendmeno de abaixamento de barreira se os pK, virem a se
aproximar durante a formacdo do estado de transicdo ou na formacdo do
complexo enzima-substrato. Um exemplo de reacdo enzimatica que apresenta

este principio é apresentado no trabalho de Cleland e Kreevoy .

Por outro lado, outros tipos de interacfes em sistemas cataliticos se
fazem importantes como é o caso das interacBes idnicas, por exemplo, entre
grupos carboxilatos (negativos) ou amonios (positivos). Eles possuem uma forca
média ao redor de 20 KJ.mol™ em solucdes aquosas, e tém uma carga elétrica
distribuida radialmente o que possibilita a perda de sua direcionabilidade, o que
néo ocorre no caso das ligagéo de hidrogénio. Contudo, como as cargas opostas
sdo restritas a posicdes estereamente definidas, as interacdes i6nicas podem
impor um alto grau de especificidade estrutural. A forga das interagdes
eletrostaticas é altamente dependente da natureza das espécies interagentes e a

distancia entre elas.

1.5. Complexidade do estudo enzimético

Uma reacdo catalisada enzimaticamente apresenta entdo uma grande
vantagem, tendo em vista que enzimas podem apresentar inimeros sitios com
atividade catalitica (de carater intramolecular) altamente efetiva no complexo
enzima-substrato. No entanto, estudar um mecanismo enzimatico, nao € trivial,
tendo em vista que a estrutura da enzima, para isto, deve ser totalmente
conhecida, principalmente sua estrutura quaternaria, a qual apresenta maior
relevancia na investigacdo do processo de acoplamento (“docking™) enzimatico
onde um substrato se associa de maneira unica num sitio de forma geométrica
especifica. Embora haja bancos de dados de estruturas cristalograficas de
enzimas, que apresentam crescimento exponencial ano apds ano no numero de

estruturas analisadas, a dificuldade na cristalizacdo das mesmas ainda é um
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grande problema, o qual vem sendo suprido parcialmente pela computacéo de

alto desempenho.

O avango tecnoldgico na construcdo de computadores de altissima
velocidade acabou por suprir uma pequena parcela desse déficit, ampliando 0s
recursos disponiveis para o processamento de cdalculos quimico-quanticos
computacionais, aplicados ao tratamento de enovelamento (“folding”) de
proteinas. Estes calculos tém dado origem a resultados valiosos, principalmente
para enzimas que apresentam grande dificuldade em ser cristalizadas, 0 que é um
dos maiores problemas da cristalografia enzimatica atual. Contudo ainda assim o
estudo tedrico é novo, e também possui séria caréncia em termos de recursos de
processamento para calculos que produzam maior exatiddo em sistemas

macromoleculares como as protel'nas.

Um estudo recente de Lahiri et al®, conseguiu mapear com ajuda de
técnicas de cristalizacdo de difracdo de raios-X a estrutura de um complexo
enzima-substrato baseado na S-fosfoglucomutase na presenca de cofatores Mg®*
e alguns fosfoglicideos, revelando pela primeira vez a presenga de um
intermediario pentacovalente na transferéncia de grupos fosforila in situ (Figura
5).

2+

Mg
\ \
CH OH C
/ N 20 1'7‘ 2,1 / \
0 P o}
1,75 \1,7
HO\ OH
C1 do anel de glicose do substrato Carboxilado da cadeia lateral da enzima

Figura 5 — Representacdo esquematica do grupo fosforil, sendo transferido
entre o substrato e o carboxilato da enzima.
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A estrutura proposta por Lahiri e colaboradores tem sido contestada
por outros autores®*? que acreditam que o grupo fosforila que aparece na

estrutura corresponde de fato a um grupo MgF;'.

Embora o panorama cientifico contemporaneo ainda seja complexo
para o estudo de enzimas, uma solucdo valiosa é o estudo de moléculas-modelo
que mimetizam um ou mais sitios de uma proteina. Tais moléculas podem ser
modificadas com relativa facilidade com os recursos de sintese organica, com a
finalidade de se aplicar uma gama mais variada de ensaios, abrangendo assim
diferentes aspectos da catalise observada. Revisfes sobre modelos para ésteres de

fosfato sdo apresentadas por Kirby ! e Williams B4

1.6. Exemplos de estudos ndo-miméticos

Um estudo ndo-mimético € aquele que tenta analisar apenas parte da
acdo catalisadora de uma enzima, e ndo sua funcéo global, pois nesse caso seria

denominado estudo miméticot*®!.

Exemplos de enzimas que podem ser sitio-especificamente
mimetizadas desta forma séo varios, por exemplo, qualquer que tiver um residuo
amino livre como a arginina, a lisina, o triptofano, a histidina, entre outros. Um

exemplo é o da nuclease estafilococal™” (Figura 6),

(Arg 35)
T(Arg 87)
O /
/O i% O\
0]

Figura 6 - Interacdo enzima-substrato para um fosfodiéster e dois residuos
de arginina na nuclease estafilococal.
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Um modelo de catdlise enzimatica ndo-mimético e
intermolecular/intramolecular compativel como o da nuclease estafilococal é o

reportado no trabalho de Dalby et al'®

., que estuda o efeito de derivados de
aminas sobre substratos com especificidade estrutural favoraveis a substituices

nucleofilicas intramoleculares (Figura 7).

Figura 7 — Catélise acida geral intramolecular sobre a ciclizacdo de um
diéster de fosfato a 50°C e forca iénica 1,0 mol.dm™ (KCI).

Nesse trabalho um fosfodiéster (Figura 7), é cuidadosamente
planejado e sintetizado, com o intuito de apresentar alta molaridade efetiva para
ciclizacdo intramolecular em agua a 50°C com tempo de meia vida de cerca de 40
ms, permitindo a deteccdo da saida de um grupo alcoxi simples a partir do &tomo

de fésforo.

Com esse sistema foi analisado o efeito de uma série de dications do
tipo Me,NH*(CH,),NH"Me,, com n=2,3,4 e 6, sendo constatado que a constante
de velocidade aumenta com a diminuicdo de n, variando de 0,01 dm*mol™s*
para a maior cadeia até 31,6 dm®mol™.s* para o dication de menor cadeia.
Mostrando que a maior concentracdo de cargas positivas sobre o fosfato fornece

maior estabilizacdo eletrostatica para o prosseguimento da reacao.

Com base principalmente nesses parametros, foi concluido que o
efeito substancial na velocidade de reagdo com a combinagdo de catalisadores
acidos gerais e cargas positivas, sugerem a possibilidade de desenvolvimento de

catalisadores mais eficientes para a decomposicao de diésteres de fosfato.
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1.7. Reagdes quimicas e mecanismos

Em esséncia, dois mecanismos fundamentais para uma reacdo de
substituicdo nucleofilica de ésteres fosforicos sdo conhecidos. No primeiro, o
atomo de carbono da ligacdo P—O—C do éster pode servir como eletrofilo,

sendo o grupo fosfato substituido pelo nucleéfilo (Esquema 7).

O ﬁ
| NG Y R
Rl\o"“‘\\i\o/ R W — l\o»“\\P\\OH + R—N
OH OH
Esquema 7

No segundo, o nucledfilo ataca o &tomo de fosforo central e desloca o
alcool ou o alcoxido via quebra da ligagdo P—O, mantendo a ligacdo C—O

intacta (Esquema 8).

O ﬁ
s
Rl\l\cl,q"\\\\i\o/R + H NU/T/'/"'O/ + R—OH
OH ©

Esquema 8

O mecanismo de quebra da ligacdo alquil-oxigénio somente é o
caminho principal em pH muito baixo. A hidrolise de ésteres fosféricos tais
como 0s benzil e terc-butilfosfato que possuem grupos alquilicos que formam
carbocations estaveis pela quebra da ligagdo C—O (alquilfosfatos terciarios),

ocorre via processo de ionizagdo SN1.

Em pH muito baixo, alquilfosfatos priméarios e secundarios sdo
hidrolisados via dois mecanismos competitivos, por SN2 com clivagem da

ligacdo alquil-oxigénio ou por quebra da ligagédo pP—O0 B

Acima de pH 1,5, onde o grupo de saida, fosfato, possui pelo menos

uma carga negativa, a hidrolise se processa principalmente via mecanismos de
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clivagem da ligagdo P—O.F"! De forma semelhante, as reacdes enzimaticas se

processam principalmente via clivagem da ligagdo P—O do éster fosforico.*®

As reacGes de substituicdo em ésteres fosféricos com quebra da
ligacdo P—O tém sido por muito tempo consideradas mecanisticamente analogas
aquelas envolvendo substituicdo no carbono tetraédrico, do tipo SN1 ou Sn2.B!
Estes mecanismos tém sido descritos na literatura®***®! como pertencentes a

duas classes: dissociativo e associativo.

Os mecanismos associativos de adicdo-eliminacdo, denominados
SN2(P), séo analogos aos equivalentes para a substituicdo no atomo de carbono.
A espécie formada no ataque do nucledfilo sobre o fdsforo tetraédrico é
pentacoordenada com geometria do tipo bipiramide trigonal, sendo esta espécie
um intermediario ou um estado de transicdo. Kirby et all**** estudaram
largamente os efeitos de diferentes nucleofilos sobre diésters de fosfato, inclusive
com catalise intramolecular. Os mecanismos associativos podem ser

representados como segue no Esquema 9.

H i A
(A govfOR+ NU—= RO~ ~P\~ —————— NOf —=_ o R+ RoO-
RO O o
I ©r 0
1 WNU
(B) RO“\.PL\OR-I- NU ——= Ofng\ ﬁRO“\‘PL\NU 4+ RO
O}\/ \ o ).
(0] O_ R o
!:! . | ‘\\\OR ‘(? }ljl
(©) N4 ROV OR RO_T\O. == RO—P—OR === | “OR+ RO-
© NU NU %y 0
Esquema 9

O Esquema 9A mostra um processo associativo em linha, onde o

estado de transicdo (ET) € pentacoordenado com o nucledéfilo e o grupo de saida
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nas posicdes apicais, parcialmente ligados ao &tomo de fosforo central, levando a

inversdo de configuragao.

Um processo associativo em linha é mostrado no Esquema 9B, mas
levando a um intermediario pentacoordenado estadvel, e a inversdo de

configuracdo;

Alternativamente, no Esquema 9C ¢ exibido um mecanismo que leva
a retencdo de configuragdo via um processo associativo adjacente, onde €
importante notar que o intermediario pentacoordenado sofre uma pseudo-rotacéo

de Berry para que o grupo de saida fique na posicao apical.

E importante lembrar que a posicdo apical de um intermediario ou
estado de transicdo tipo fosforano (Figura 8), numa geometria bipiramide
trigonal, é favoravel sobre a posicdo equatorial tanto para o ataque do nucleofilo
quanto para a partida do grupo de saida. S&o duas as razfes para justificar esta
preferéncia: (i) a ligacdo apical é aquela que resulta da interacdo do nucledfilo
com uma determinada face do fésforo tetraédrico no estado fundamental, para
providenciar um impedimento estéreo reduzido dos grupos vizinhos; (ii) as
ligacOes apicais possuem comprimentos maiores e sdo mais fracas que as

equatoriais.!*"

Figura 8 - Estrutura de um pentoxi fosforano solvatada explicitamente
numa simulagdo de dinamica molecular®*®.
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A determinacdo experimental dos mecanismos de reacbes de
substituicdo nucleofilica em ésteres fosforicos é bastante dificil. Os mecanismos
destas reacOGes podem ser estudados medindo-se as velocidades das reacdes de
substituicdo para uma serie de substratos e o0s resultados, expressos em
constantes de velocidade, interpretados usando-se as relacGes lineares de energia
livre. Além disso, estudos de efeito isotdpico e calculos computacionais podem
também ser realizados. Em alguns casos, podem-se usar informacgdes sobre a
estereoquimica dos reagentes e produtos para determinar se a reacdo segue por
caminhos mecanisticos associativos ou dissociativos. Entretanto, como o
intermediario pentacoordenado nos mecanismos associativos pode sofrer uma
pseudorrotacdo levando ao produto racémico®, o mecanismo associativo ndo
pode ser excluido unicamente com base na racemizacdo observada, que é

caracteristica dos mecanismos dissociativos.

1.8. Nucleodfilos Alfa

O chamado “efeito alfa”, atribuido a espécies quimicas de alta
reatividade, leva em conta as caracteristicas eletronicas intrinsecas a esta classe
de compostos, colocando-os em destaque, em termos de velocidade de reacao, de

outros bons grupos nucleofilicos.

Devido a seu singular efeito catalitico, ele € reportado por diversos
autores que estudam a degradacdo de espécies altamente estaveis e de dificil

|47:4849  Nestes recentes trabalhos

clivagem, entre os quais Domingos et a
Domingos estudou o mecanismo de reacdo do bis-(2,4-dinitrofenil) fosfato
(BDNPP) frente a diferentes nucleodfilos alfa, como a hidroxilamina e seus

derivados N e O-metilados, hidrazina e peroxido de hidrogénio.

Segundo os autores, a N-metilacdo ndo afeta significativamente a
etapa inicial da reacdo, afetando as reacdes secundarias devido a estabilidade dos
compostos formados na primeira etapa. Por outro lado a O-metilagcdo inibe

fortemente o ataque inicial sobre o fosfato, favorecendo o ataque nucleofilico
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sobre 0 anel aromatico, que é uma reacdo secundaria para as outras
hidroxilaminas como mostra o Esquema 10.

)
o I

Sn2(P)  O,N o + RR'NO—F\’—O

( G ) 2 sy o e N

N(AT) (l:l) °
O,N NROH + O,N o— ||3 o)
DNPP Q
H,NOMe
NO, OzN
I
}“ﬁ (59 + MeOHN—F\’—O NO,

Qo

R H
Me
2
SN(ATr) (l:)

| o
NHOMe + O,N 0—P—0

.
pnpp O

o

Esquema 10

Nessa mesma linha foi proposto um mecanismo de reacdo para o

ataque alfa-nucleofilico da hidrazina no substrato bis-(2,4-dinitrofenil) fosfato
BDNPP (Esquema 11).

NO, NO, NO,
0 NH,NH, 0
ON— ,>—o 4 — 02N—< E}—o —P—NHNH, + OZN—< E>—o-
O' ~
2
9

O

10 DNP

NH,NH,

Esquema 11
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No inicio da reacdo, hd um ataque nucleofilico no anel aromatico que
resulta na formacdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina, bem como do monoéster de
fosfato 13. Quando a reacdo é realizada em escala um pouco maior, adequada
entdo pra analise de RMN, observou-se que durante a reacdo do BDNPP com
hidrazina, ocorreu precipitacdo de um composto avermelhado que por analise de
RMN !H, foi determinada sua estrutura como a do composto 12. Quando a
hidrazina ataca no atomo de fosforo P, o 2,4-dinitrofenolato (DNP) é formado.
Entretanto observou-se por RMN *'P o aparecimento concomitante de uma
espécie transiente 10, que rapidamente desaparece. Os dados foram confirmados
por espectrometria de massa com ionizacdo por spray de elétrons ESI-MS, que

permite detectar os intermediarios em solucéo.

O composto 11 se forma através de um rearranjo, semelhante ao de
Smiles, do composto 10. Inicialmente acontece o ataque do grupo NH, terminal
do composto 10 sobre o carbono aromatico, formando um intermediario ciclico

14 que se decompde para formar 11 (Equema 12).

O,N NO, .
o 02N NO, O2N NO,
\ \ o -H
P NH ——
/ — 2 L
o — i o

o]

10 14 11

Esquema 12

Um rearranjo muito semelhante acontece quando o nucleofilo é a
hidroxilamina e € mostrado no Esquema 13. Nesse trabalho foi dada énfase na
elucidacdo do melhor sitio nucleofilico para o ataque ao atomo de fosforo do
BDNPP. Nele, pela primeira vez, foi sugerido um rearranjo do tipo Ar-O—P—
O—N para Ar-N—O—P—O0, via complexo intermediario ciclico de
Meisenheimer, formando a 2,4-dinitrofenilhidroxilamina a partir de seu
intermediario precursor O-fosforilado, os estudos foram corroborados por RMN
3P e ESI-MS.
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O,N
2 O,N

NO,

No, I

Esquema 13

Para o caso do peréxido de hidrogénio uma reacdo com o
BDNPP também foi proposta similarmente. Inicialmente é formado o
intermediario 15 pela reacdo do HO,” com o BDNPP. Numa segunda etapa, a
decomposicdo de 15 pode acontecer através da reacdo com H,0O, que resulta na
formacédo de 13, ou através da clivagem intramolecular, que gera um segundo

equivalente de ion DNP (Esquema 14).

NO, NO, NO,
0 HO," 1%
O,N 0P, —_— O,N O—P-OOH +  O,N o
o o
2
9 ‘15 DNP
H20,
NO,
? o, 0
O,N O-P-0" + O, Rl + DNP
o -0 ©
13
PO,®
Pi
Esquema 14

E importante salientar sobre esses trabalhos que diferentes nucledfilos
alfa reagem com o BDNPP para formar diversos produtos, dependendo do
nucledfilo. Em todos os casos, a reatividade dos mesmos é consideravelmente

superior a observada para nucledfilos que ndo apresentam efeito alfa (Figura 9).
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log (k,/q)

2 0o 2 4 6 8 10 12 14 16 18
pK, + log(p/a)

Figura 9 - Relag&o entre o logaritmo da constante de velocidade e o pKa de
nucleofilos para a desfosforilacdo do BDNPP. As constantes de velocidade e
valores de pK, sdo corrigidos estatisticamente.[*”

O conceito de efeito-alfa, segundo Jencks e Edwards, se aplica
diretamente a hidroxilamina, visto que esta possui todos os requerimentos para
esta classificacdo, como: a) o centro nucleofilico € um atomo do segundo periodo
da tabela periddica (oxigénio) com densidade negativa de carga; b) ndo ha
substituintes vizinhos ao centro nucleofilico; (c) o nucledfilo contém um grupo
cataliticamente ativo (NH>), o qual pode estabilizar o estado de transi¢éo; e (d) o
atomo de nitrogénio eletronegativo na posicdo alfa em relacdo ao centro
reacional possui um par de elétrons desemparelhados o qual desestabiliza o

estado fundamental e estabiliza o estado de transicdo. °*

Como descrito na revisdo introdutéria do trabalho de Simanenko et al
a forma neutra da hidroxilamina tem uma alta reatividade contra ésteres
carboxilicos, fosforicos e fosfonicos, além dos seus haletos. Ainda nesse trabalho
sdo citados, os esforcos de se provar que a sua forma anidnica também possui
consideravel reatividade, frente a ésteres semelhantes, demonstrando pela

primeira vez que as afirmacBes de Bruice e Benkovic®®! a respeito de que a
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forma anibnica da hidroxilamina usualmente ndo reagiria com ésteres, ndo eram

tdo abrangentes quanto se acreditava, ou pelo menos se conhecia.

Sobre essa questdo nosso grupo de pesquisa tem estudado uma
proposta a respeito da verdadeira espécie reativa derivada da hidroxilamina, o
Esquema 15 mostra os possiveis equilibrios envolvidos na dissociacdo da

hidroxilamina.

"NH50H == NH,0H == NH,0-

b o

.
NHZO-

O FI)
l o~ TOAr
H,N *
\P/ \_/ -
| ~OAr P~onr TATO
o) o)
Esquema 15

O mecanismo de ataque nucleofilico pelo oxigénio da hidroxilamina
tem sido discutido por muitos anos. Jencks®, estudou o principal modo de
ataque no p-nitrofenil acetato pela hidroxilamina, constatou entdo que ambos
atacam, mas com uma velocidade anormalmente rapida quando o nucledfilo € o
oxigénio. N,N-dimetil-hidroxilamina mostra uma reatividade similar, mas
NH,OMe, que ndo pode atacar pelo oxigénio, € menos reativa do que acetatos de
arila® e fosfato™®, embora possa contar com algum grau de efeito alfa quando o
ataque é pelo nitrogénio. Evidentemente mais que um fator estd envolvido, como

sempre ocorre nos casos de reatividades nucleofilicas.

Com o0 mecanismo proposto no Esquema 15, nosso grupo concluiu
que a maior energia do estado fundamental da espécie nucleofilica na forma de
ion dipolar é o maior fator para isto. Este mecanismo é de fundamental interesse

simplesmente pelo fato de que, o responsavel pela reatividade do nucleofilo alfa
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seria a sua desestabilizacdo no seu estado fundamental, ao contrario da
estabilizagdo do estado de transi¢cdo, modificando-se assim a origem do efeito

alfa aceita até os dias de hoje.

1.9. Estudo quimico computacional

A fim de se corroborar os resultados experimentais, atualmente
utilizam-se célculos de orbitais moleculares, tanto em nivel ab initio, quanto de
mecanica molecular, dependendo da aplicacdo. A intencdo primaria é a de
elucidar a forma geométrica da molécula, inclusive os efeitos da solvatacdo em
agua, e seus possiveis intermediarios e estados de transicdo com diferentes

nucleofilos.

Otimizagdes de geometria molecular em nivel Hartree-Fock para a
molécula no seu estado gasoso, utilizando-se para isso conjuntos de funcGes de
bases relativamente simples podem resultar em estruturas com erros minimos e
irrelevantes. Entretanto, reproduzir a estrutura “imersa” em uma fase condensada
(em agua, por exemplo), que é de grande interesse para o estudo mais realistico
dos mecanismos de reacGes, € um problema maior que necessita da inclusdo de
outros efeitos intermoleculares, os quais podem afetar significativamente as

estruturas.

Existem praticamente duas formas de se incluirem os efeitos de
solvatacdo no célculo dos orbitais moleculares, uma de forma implicita e outra de

forma explicita.

Para se incluir efeitos de solvatacdo de forma implicita, admite-se que
0 solvente nada mais € do que um continuo com uma constante dielétrica
definida, ou seja, esse continuo dielétrico representa uma média estatistica sobre
todos os graus de liberdade no equilibrio térmico, e assim sendo pode-se abrir
uma cavidade dentro desse continuo e inserir a molécula de interesse. A analise

do efeito (energia G) é dada pelo célculo da distribuicéo de cargas do soluto p(r)
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frente ao potencial eletrostatico ¢(r) gerado pelo continuo dielétrico (Equacéo
1.5).

G =2 [ pngryar ®

Incluindo o efeito de solvatacdo de forma explicita, existe a vantagem
de se obter junto ao resultado final o papel efetivo das interag0es soluto-solvente
na reacdo de estudo. Assim, ha a possibilidade de se avaliar todas as ligagdes de
hidrogénio importantes ao sistema (situacdo impossivel de ser analisada via

modelos implicitos).

(A) (B)
Figura 10 - Hidroxilamina em (A) Modelo implicito onde o substrato se
encontra numa cavidade (superficie interseccional pontilhada) circundada
pelo continuo dielétrico (superficie negra com constante diélétrica
constante). (B) Solvatacgdo explicita da hidroxilamina por moléculas de 4gua.

Entretanto solvatar explicitamente um soluto, implica em se dispor
ndo s6 da primeira camada de solvatagcdo, mas de muitas outras, aumentando o
nimero de moléculas para a casa dos milhares. Este aumento do sistema
inviabiliza o céalculo em nivel ab initio devido ao enorme custo computacional
em termos de resolugcbes de equagdes. Contudo, muitas propriedades
termodindmicas sdo possiveis de serem analisadas, fazendo uso apenas de

r B4 dai a necessidade de se utilizar tanto o

calculos de mecéanica molecula
modelo de solvatacdo implicito (grande precisdo, pouca exatidao) ilustrado na

Figura 10A, quanto do modelo explicito (pouca precisdo, razodvel exatiddo),
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Figura 10B, para se construir um modelo misto que possa ajudar a elucidar a

estrutura geometrica da molécula.

Outros estudos tornam-se vidveis com a utilizacdo de célculos
computacionais, por exemplo, Iché-Tarrat e colaboradores®™, aplicaram calculos
baseados na Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com funcbes de base
B3LYP e os métodos de solvatacdo implicitos MPE (MultiPolar Expansion
desenvolvido pelos seus colaboradores em Nancy®®) e D-PCM (formulagéo
original do Polarizable Continuum Model, criado por Tomasi®") para estudar os
perfis de energia livre para a hidrdlise alcalina dos triésteres e diésteres de fosfato

apresentados na Figura 11.

MeO HO o

-, ", Yy
MeO’\\P:O MeOV\\P:O MeOV\\P—O
MeO’ MeO' MeO

TMP DMHP DMP -

MeO'

O,N o)
DMNPP
HO o °.

‘s “, -7
HOV:P:O HOV\\P:o OTP_O
MeO ° MeO ) MeO

2-
MH,P MHP - MP

Figura 11 - Diésteres e triésteres de fosfato utilizados nos estudos de Iché-
Tarrat et al.

Os dados tedricos foram validados pela excelente correlacdo com o0s
dados experimentais, determinados por entalpias de ativacdo. Os calculos
realizados com o dimetilfosfato predizem que, ao contrario do que € geralmente
observado para o ARN e os fosfodiésteres arilicos, a reacdo de clivagem da
ligagdo P—O promovida pela agua no ADN deve dominar a reacdo catélisada

por base em pH = 7,0. Estes resultados sugerem que as nucleases podem ser
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menos eficientes como catalisadores do se tem acreditado atualmente. Uma
grande ressalva a se fazer € quanto ao tamanho das moléculas utilizadas nesse
estudo, todas de tamanho reduzido e consequentemente menor ndmero de
elétrons, facilitam a computacdo dos calculos quanticos, nesses niveis de teoria.
De outro modo, ou seja, para moléculas maiores, o custo computacional se eleva
exponencialmente, fazendo com que nos dias atuais Sejam necessarios
computadores de grande capacidade de calculos como os clusters de

processadores de alto desempenho.
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CAPITULO 2

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

S&o inmeras as possibilidades de se empregar moléculas-modelo no
estudo de determinados sitios enzimaticos cataliticos, dentre eles poderemos
destacar o presente trabalho, onde foi utilizado o composto 8-dimetilaminonaftil-
1-metilfosfato, DANMEP, na forma de seu sal de sodio, a fim de: a) ser estudado
como modelo para hidrolise de fosfodiésteres e b) estudar também o efeito

catalitico o grupamento amino (amonio) sobre a hidrolise do mesmo.

Este composto pode mimetizar o sitio amino/amonio catalitico de uma
série de reacdes enzimaticas, visto que o grupo acoplado ao carbono oito do anel
naftalénico, pode atuar como catalisador acido ou basico geral, ou nucleofilico
sobre o metil fosfato, dependendo das condi¢des do meio reacional, mas

principalmente do equilibrio de protonacdo da molécula.

De forma geral, esse trabalho almeja contribuir com a literatura
atualmente existente sobre os estudos mecanisticos de reaces de diésteres de
fosfato, estudando-se a reacdo quimica do DANMEP frente a acdo de diferentes
nucleofilos e em diversas condigdes quimicas, atraves de técnicas experimentais
e tedricas. E tendo como finalidade principal propor um mecanismo de reacédo
que leve ao entendimento do papel desempenhado pelo grupo catalitico

dimetilamdnio nas reagdes de substitui¢cdo nucleofilica em diésteres de fosfato.
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2.2. Objetivos especificos
2.2.1. Cinéticos e Termodinamicos

Obter e analisar as diferentes constantes de velocidade para a reagéo
do DANMEP com diferentes nucledfilos, em diferentes condi¢cbes como, pH,

temperatura, e efeito isotdpico do solvente. E através desses dados:

e Tracar a curva de titulacdo espectrofotométrica do DANMEP e

compara-lo com os dados de titulacdo potenciométrica;
e Obter o perfil cinético da reacdo de hidrélise dependente do pH;

e Analisar a influéncia da temperatura na reacdo de decomposi¢cdo do

DANMEP e extrair os parametros termodindmicos;

e Auvaliar o efeito isotopico do solvente em meio de &cido forte e sobre

faixa de pH;

e Investigar a variagdo na constante de velocidade promovida pela acéo
de diferentes espécies nucleofilicas, incluindo nucledfilos que
apresentam o efeito alfa, na decomposicdo do DANMEP e obter um
grafico de correlacdo do pK do nucledfilo com essa constante (grafico
de Bronsted);

2.2.2. Quanticos

Executar os célculos das funcbes de onda dos orbitais moleculares
para 0 DANMEP e as diferentes espécies envolvidas na reacdo de decomposicao
deste utilizando-se para isso de pacotes computacionais disponiveis
gratuitamente pela comunidade cientifica mundial. Dentre as propriedades

calculadas a partir destas funcgdes de onda destacam-se:

e A estrutura otimizada do DANMEP com simulacdo do solvente agua

pela metodologia Polarizable Continuum Model (modelo implicito);
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e A estrutura otimizada do DANMEP com agregados explicitos de agua

(modelo explicito);

e A estrutura otimizada do DANMEP inserindo ambos 0s modelos
(implicito e explicito) de solvatacdo e comparando com os resultados de

cada modelo separado;

e Proceder a uma busca pelo estado de transicdo mais provavel para a

reacdo do DANMEP com um nucledfilo;

e Auvaliar a estabilidade de possiveis intermediarios na reacdo de
decomposic¢do do DANMEP;

e Comparar as estruturas e estabilidades relativas frente a estabilidade da

ligagdo ArO—P obtidas para 0o DANMEP com seu derivado monoéster.

e Propor estruturas mais reativas por catalise acida geral intramolecular a

partir dos resultados obtidos para 0o DANMEP.
2.2.3. Objetivo final

Utilizar todos os resultados obtidos para propor um esquema de reacéo

para a decomposicdo do DANMEP, via catélise &cida geral intramolecular.
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIAS

3.1. Metodologia Experimental
3.1.1. Os reagentes

Os reagentes solidos utilizados nesse trabalho foram de qualidade P.A.
ou superior e ndo tiveram tratamento prévio, mas foi tomado o devido cuidado
para que estivessem livres de umidade. Com excegédo dos experimentos feitos em
solventes deuterados, para avaliacdo do efeito isotépico do solvente, o solvente
padrdo para todos os experimentos realizados foi agua, sendo ela destilada em
destilador elétrico, com tratamento adicional apenas para os experimentos de
determinacgdo da constante de dissociagcdo. O D,0O utilizado foi proveniente da
Cambridge Isotope Laboratories, com grau de pureza rotulado em 99,9% e a

solucdo de DCI utilizada foi da marca Aldrich®.

O composto 8-dimetilaminonaftil-1-metilfosfato de soédio foi obtido
através da colaboracdo entre o Laboratorio de Catalise e Fendmenos Interfaciais
da UFSC e o grupo de pesquisa do Professor Anthony J. Kirby da Cambridge
University em Cambridge no Reino Unido. O composto foi sintetizado e
caracterizado espectroscopica e espectrometricamente pela primeira vez, e
exclusivamente para esse projeto, pelo Professor Christo D. Roussev, sendo

entdo um composto inédito na literatura.

3.1.2. Sintese do DANMEP

O DANMEP foi sintetizado em duas etapas, A e B, utilizando-se o

seguinte procedimento:

A) Obtencédo do triéster 8-dimetilaminonaftil-1-dimetilfosfato.
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Para uma solucdo de 2 mmol de 8-dimetilamino-1-naftol, em 10 mL
de diclorometano seco sob agitacdo, foram adicionados 1,3 equivalentes de
hidreto de sddio em diclorometano. Depois de 30 minutos foram adicionados a
suspensdo resultante, gota a gota, 1,2 equivalentes de dimetil fosforocloridrato
em 7 mL de diclorometano e a mistura foi agitada por 20 — 30 minutos até
completar a reacdo (monitorada por RP-HPLC, TLC). Entdo foram adicionados 5
mL de silica gel seca na mistura reacional para pré-adsorcao direta, e a seguir
evaporada e cromatografada (silica; ETOAc/hexano, 7:3, Rf=0,25) para produzir
o triéster de fosfato com rendimento entre 60 a 70%. NMR-'H (DMSO-dg, 250
MHz): 7,74 (d, 1H, J = 8,1 Hz), 7,54 (d, 1H, J = 8 Hz), 7,44 (q, 2H, J = 3 and
10,8 Hz), 7,3 (dt, 1H, J = 7,6 Hz), 7,12 (d, 1H, J = 6,4 Hz), 3,8 (d, 6H, J = 11,3
Hz, OCHs), 2,74 (s, 6H, N(CHz),). ESI-MS (ESI+): calculado para Cy4H;gNO4P
[M] 295,27, encontrado: 295,8 (100%), 317,8 (81,6%, na forma de sal de sodio
+Na) e 613,1 (35,7%, dimerizado).

B) Obtencéo do Diéster

Uma solucdo de Nal saturada em acetona (10 mL) foi adicionada ao 8-
dimetilaminonaftil-1-dimetilfosfato e o produto levemente amarelado foi
refluxado durante 30 — 40 minutos até o desaparecimento do material inicial
(TLC). Depois da evaporagdo, o residuo solido foi extraido seco (banho com
ultrassom) com diclorometano (3 x 15 mL), centrifugado e o sobrenadante
evaporado, redissolvido em agua (5 mL) e passado atraves de uma coluna RP
curta (C18). A evaporacdo da agua fornece o diéster em rendimento proximo ao

quantitativo como seu sal de sadio.

O O
CH MeO~p7 CH NeO—p7 CH
3 3
N 3 " O/ \O N< / \O N<
OH CH, e CH, MeO CHs
1,3 eq NaH
em 2 mL de CH,C, 10 mL Nal/acetona (sat)
1,2 eq (CH,;0),POCI
em 7 mL de CH,CI,
2 mmol 60-70%

em 10 mL de CH,CI, seco
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Os espectros de RMN-H e ESI-MS com os ions positivos e negativos

sdo mostrados nas Figuras 12, 13 e 14, respectivamente.
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|1:|i|gu ra 12 — Caracterizacdo do DANMEPNa por Espectroscopia de RMN-

O espetro de RMN-'H foi obtido em DMSO-d6 sob resolucéo de 250
MHz e mostrou as seguintes bandas: 7,55 (dt, 1H, J = 7,5 and 1,2 Hz), 7,4-7,2
(m, 4H), 6,86 (dd, 1H, J = 7,4 and 1,1 Hz), 3,48 (d, 3H, J = 10,8 Hz, OCH), 2,76
(s, 6H, N(CHy),), utilizando um aparelho BRUCKER Avance AM 250 a 300 K,
utilizando tetrametilsilano e HsPO, 85%, como padrdes interno e externo,
respectivamente. O espectro de RMN-*P em DMSO, mostrou um Unico sinal

cujo deslocamento foi de -1,609.
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Figura 13 - Caracterizagdo do DANMEPNa por Espectrometria de massas
por meio de ionizacao por spray de elétrons, ESI-MS (ESI+).

O pico de ESI-MS (ESI+) calculado para o Ci3H;5sNNaO4P [M™ + Na]
foi de 303.23, e atraveés de um espectrébmetro de massas da marca Fisons
Intrument VG Plataform Il, foram encontrados os seguintes valores: 281.9
(17.6%) para 0 DANMEP, 303.9 (100%) para 0 DANMEPNa, 585.2 (8.7%) para
0 dimero do DANMEP sem o metal e 607.1 (4.4%) para o dimero com sodio.
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Figura 14 - Caracterizacdo do DANMEPNa por Espectrometria de massas
com ionizacao por spray de elétrons, ESI-MS (ESI-).
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No ESI-MS (ESI-), foi calculada uma massa para 0 C,3HgNO4P [M]
de 281.24, encontrando-se 0s seguintes sinais: 279.9 (100%) para 0 DANMEP
desprotonado, 280.8 (16%) para o0 DANMEP e 583.2 (3.6%) para a forma

dimerizada.

3.1.3. Controle do pH

Todos os experimentos relativos as reagdes do DANMEP foram
realizados com forca idnica controlada, 1,0 mol.dm™ de KCI, marca Reagen®,

com 99% de pureza.

Varios experimentos foram realizados variando-se o pH do meio com
a adicdo de &cido ou base. O lcali utilizado para o ajuste dos valores de pH das
solugbes foi uma solucdo diluida de KOH, base adquirida em formato de
pastilhas de marca Vetec®, e para acidificacdo foi utilizada solucdo também
diluida de HCI da marca Aldrich®.

Todos os experimentos foram realizados com pH ajustado ao valor
desejado utilizando-se para isso um pHmetro de bancada HANNA Instruments®
modelo pH 200 e mantendo-se a temperatura constante com a ajuda de um banho

termostatizado conectado ao sistema.

O ajuste dos valores de pH das solugdes analisadas foi realizado da
seguinte maneira: as massas necessarias, do nucledfilo, KCI e da substancia
tamponante, para atingir as respectivas concentracdes desejadas num volume
total de 10 mL, eram aferidas em balanca analitica e transferidas para um reator
cilindrico de parede e fundo duplos para o controle de temperatura por fluxo de
agua termostatizada, a seguir pouco menos de 10 mL (~ 8 mL) de agua destilada
eram entdo vertidos no reator a fim de dissolver a mistura de solutos, o pH era
entdo ajustado ao valor desejado pela adi¢éo de solucdes de HCI e KOH diluidas
apropriadamente para que o volume ndo excedesse 0s 10 mL. Uma vez ajustado
0 pH, a solucdo era entdo transferida para baldo volumétrico e completado o

volume, caso necessario, com agua destilada.
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Para manutencdo do valor de pH durante todo o experimento cinético,
foram utilizados diferentes tampdes, para as diferentes faixas de pH cobertas por
cada um de acordo com seu pK,, foi adotado o padrdo de se utilizar a solucdo
tampdo numa faixa que variasse, em média, entre £ 0,75 do valor do seu pK,,
sempre levando-se em conta que a maioria das medida eram realizadas a 60°C.
Sendo assim as seguintes solucdes tampdes foram utilizadas: HCOOH/HCOO"
(30 < pH < 45) a partir do 4&cido férmico da Vetec® (98%);
H;CCOOH/H;CCOO™ (4,0 < pH < 5,5) a partir do acetato de sédio (98%) da
marca Riedel-deHaén®; H,PO,/HPO,~ (6,5 < pH < 8,0) a partir do fosfato
monobasico de potéassio da marca Vetec® (99,7%); HzBO3/H,BO, a partir do
4cido Borico Vetec® (99%); HCO3/CO5™ (9,5 < pH < 11,0) da Vetec® (99%). A
concentracdo das solucdes tampéo utilizadas foi de 1,0 x 102 mol.dm™. Para
valores de pH menores que 2,0 e maiores que 11,0 foram utilizadas solucdes
diluidas de HCI (Aldrich®) e KOH (Vetec®), respectivamente.

3.1.4. Determinacao potenciométrica da constante de dissociac¢do do
DANMEP

A técnica de titulacdo potenciométrica € comumente empregada para
equilibrios em solucdo. Este tipo de titulacdo consiste na medida da variacdo do
pH por meio de pequenas adi¢cGes de uma base (ou acido) padronizada a solucao
acida (ou basica) de um composto. Os experimentos de titulacdo potenciométrica
realizados nesse trabalho foram utilizados pra caracterizar a segunda constante de

dissociacdo (pK,2) para o equilibrio quimico do DANMEP.

O equilibrio de ionizacdo para 0 DANMEP em solucgdes aquosas, em
funcéo do pH, envolve uma espécie acida, um ion-dipolar e uma espécie basica,

Esquema 16.
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Esquema 16

Nas espécies 16 e 17 do Esquema 16, observa-se que o grupo
dimetilamino esta protonado, o que possibilita um efeito catalitico do tipo &cido-
geral a partir do grupamento amonio sobre o oxigénio naftdico. As espécies 16,
17 e 18 correspondem respectivamente as formas cationica, ion dipolar ou
zwitteridnica e anidnica do DANMEP e cada uma delas predomina em diferentes

faixas de pH.

A determinagédo correta dos valores de pK,, acarretam uma melhor
compreensao de possiveis mecanismos de reacdo ja que permite conhecer qual

espécie tem importancia em determinada condigdo experimental.

As titulagdes potenciométricas foram realizadas em célula de vidro, de
paredes duplas, com sistema de agitacdo magnético e capacidade de 100 mL,
mantendo a temperatura constante por meio de um banho termostatizado a 25°C.
O sistema foi mantido fechado e sob um fluxo continuo de nitrogénio, sendo esse
gas previamente borbulhado em uma solucdo de KOH 0,1 mol.dm™ para remover

tracos de CO..

O volume inicial da solucéo a ser titulada foi de 50 mL, sendo a forca
idnica do meio mantida com KCI 1,0 mol.dm™. Apés pequenas adicdes de KOH
padronizado ao meio reacional, por meio de uma sistema de titulagdo automatico,
as leituras de pH foram registradas no mesmo equipamento descrito no item
3.1.3. A calibracdo do eletrodo foi realizada titulando-se HCI com KOH padréo

0.099382 mol.dm™, em uma solucéo com forca iénica de 1,0 mol.dm™ (KCI).
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Neste trabalho o tratamento dos dados potenciométricos foi realizado
utilizando o programa BEST®® (cédigo escrito em Fortran 77) que possibilita o
ajuste interativo aos dados obtidos na titulacdo a fim de minimizar o desvio
padrdo (o) entre os dados experimentais e da curva calculada. O arquivo de
entrada de dados do BEST7 contém os dados experimentais da variacdo de pH
em funcdo do volume de base ou de acido, as concentracGes do substrato, do
acido e da base, o volume inicial da solucéo e o conjunto de todos os equilibrios
possiveis para 0 sistema estudado. Este conjunto compreende as constantes de
equilibrio estimadas, e as constantes a serem determinadas, as quais podem ser
também estimadas usando valores conhecidos de constantes ja determinadas para

sistemas semelhantes.

O programa estabelece o balango de massas para todas as espécies
presentes a cada adicdo de base e resolve as equacOes para calcular as
concentracdes de ions hidrogénio, as quais sdo comparadas aos valores medidos.
A otimizacdo das constantes de equilibrio procuradas € realizada mantendo-se
fixas as constantes de equilibrio conhecidas e minimizando as diferencas entre os
valores de pH calculados e os valores de pH medidos. Nos célculos, busca-se
sempre um desvio padrdo minimo para o sistema, entre 0s valores experimentais
de pH encontrados na titulacdo e os valores calculados com as equacOes

introduzidas.

3.1.5. As solugbes dos nucledfilos

Os compostos derivados de hidroxilamina, utilizados como
nucleofilos na reacdo de decomposicdo do DANMEP, foram: hidroxilamina
(99%), O-metil-hidroxilamina (98%), N-metil-hidroxilamina (98%) e N,N-
dimetil-hidroxilamina (99%) na forma de seus cloridratos e da marca ACROS"®.
Fluoreto de potéssio (99%) da Merk® e 2,2,2-trifluoroetilamina (98%) na forma
de cloridrato da ACROS®, também foram utilizados além de fosfato monobasico

de potéssio, acido formico e acetato de sodio de proveniéncia e pureza detalhados
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no ultimo pardgrafo. As concentracdes utilizadas dos nucle6filos ndo foram

menores que 0,01 nem maiores que 1,0 mol.dm™.

3.1.6. Os estudos espectrofotométricos

O acompanhamento da cinetica reacional foi realizado com a ajuda da
espectroscopia UV-Vis, no comprimento de onda de 320 nm, escolhido pela
maior variacdo da banda espectral sobre esse valor e consequentemente melhor
anélise dos dados. Uma ilustracdo contendo as espécies que foram monitoradas
por esta metodologia e as respectivas bandas de absor¢do podem ser visualizadas

no grafico da Figura 15.
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Figura 15 — Espetros de absor¢cdo do DANMEP (linha continua) e do
DANOL (linha tracejada).

Todos os experimentos foram realizados utilizando-se solucdes
estoque aquosas do substrato, com concentracdo 3,1x10° mol.dm™, preparadas
dissolvendo-se 0,0094 g de 8-dimetilamino-1-metilfosfato de sddio
(DANMEPNa), solido de cor branco-opaco e altamente higroscopico, em um
volume total de 10 mL. A solubilidade do composto a 22°C (temperatura média
interna do laboratdrio) nessa concentracdo mostrou-se adequada para 0S

procedimentos experimentais.
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Para a realizacdo dos experimentos de varredura espectrofotométrica
0,100 mL de uma solugdo estoque era diluido em cubetas de quartzo para
perfazer um volume total de 3,1 mL e concentracéo final de 1,0x10™ mol.dm™, o
aparelho utilizado para acompanhamento na regido do ultravioleta-visivel foi um
espectrofotdmetro Varian®, modelo Cary 50®, provido de fonte de xendnio do
tipo “flash”, com acendimento programado especificamente para 0 momento da
leitura, ficando todo o tempo ocioso desligada, e também um suporte mével com
compartimento para cubetas, mantidas a temperatura constante por banho
termostatizado conectado ao compartimento das cubetas e ajustado

eletronicamente a temperatura desejada, para automacao das varreduras.

O Sistema Cary 50® possui um software que faz o interfaceamento do
controle das operagdes do aparelho, o Cary WinUV verséo 3.0, no qual se pode
automatizar todo o experimento cinético. Ele também possui ferramentas
matematicas para o tratamento dos dados apos as analises, sendo essas
ferramentas utilizadas nesse trabalho para o ajuste de primeira ordem das
cinéticas de reacdo acompanhadas. Uma ilustracdo para o procedimento

experimental adotado é mostrada na Figura 16.

00z

7= 2,03,04,04,5 5,0 556,06,5707,5

Figura 16 - llustragdo representativa para o procedimento experimental
adotado na preparacdo das amostras para analise por UV-Vis.
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Para viabilizar o estudo cinético das reacdes envolvendo DANMEP, a
temperatura escolhida para coleta de dados foi a de 60°C, tendo em vista que a
hidrolise e demais reaces com o composto tém um tempo de meia vida
operacionalmente elevado. Para garantia de temperatura constante durante os
experimentos, um banho termostatizado com seletor de temperatura e bomba de
fluxo foi acoplado ao compartimento movel das cubetas o qual é termicamente

isolado.

3.1.7. Procedimento utilizado para avaliacdo do efeito isotopico

Os solventes deuterados utilizado nos experimentos foram DCI e D,0O
de alta pureza analitica como detalhado na se¢édo 3.1.1. Uma solucdo de 5 mL de
DANMEP, 3,1x10® mol.dm™ foi preparada em D,O para o procedimento dessa
classe de experimentos. A solucdo do nucledfilo utilizado (cloridrato de
hidroxilamina) foi também preparada em D,0O satisfazendo a concentracdo de 0,5
mol.dm™. O contato das solucdes com o ambiente foi reduzido ao méximo,
trabalhando sempre que possivel em sistemas fechados, e quando necessario
sobre atmosfera de nitrogénio. A partir de entdo 0 mesmo procedimento da se¢édo

3.1.6 foi utilizado para se obter os dados cinéticos da reacéo.

3.1.8. Procedimento utilizado para avaliacdo do efeito da temperatura

O mesmo procedimento adotado na secdo 3.1.6 foi empregado,
contudo repetindo-o para as temperaturas de 60, 70, 75 e 80°C, mantidas
constantes com auxilio de banho termostatizado conectado ao compartimento das
cubetas utilizadas. Utilizando-se como nucledfilos: &gua, ions fluoreto, ions
formiato e hidroxilamina todos em concentracdo 0,5 mol.dm? e forca i6nica 1,0
mol.dm™ de KCI.

Para o caso do fluoreto, os experimentos foram realizados somente em
2 duas temperaturas: a 60° tendo em vista que durante o periodo de
monitoramento nenhum dano, ou opacidade devido a possiveis reacdes deste

nucledfilo com a silica das paredes do recipiente, foi constatado; e a 80°C devido
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a relativa rapidez da reacdo e conseqlientemente menor tempo de contato do

fluoreto com o material do recipiente.

3.2. Metodologia Computacional
3.2.1. Equipamentos

A malha computacional utilizada nesse trabalho foi um computador
do tipo PC, provido de um processador da marca AMD modelo Athlon XP® 2080
MHz (2800+) e 1024 Mb de memoria RAM do tipo DDR. Para os estudos finais
foi construido um cluster computacional do tipo Beowulf heterogéneo de classe
1, constituido de 6 processadores (nodos) utilizando-se como gerenciador mestre
um processador da marca AMD modelo Athlon XP® com velocidade de
processamento estimada em 2080 MHz (1,5 GFlops estimados pelo pacote
Gromacs®), e 5 computadores escravos, todos de mesma configuragdo, com
processadores Intel com velocidade de processamento de 2,8 GHz implementado
com a tecnologia HyperThreading (1,6 GFlops estimados pelo pacote Gromacs) e
1024 Mb de memdria RAM do tipo DDR. Para visualizagdo dos resultados, no
computador mestre foi instalada uma placa de processamento grafico da marca
Nvidia®, modelo GeForce4 MX® com 128 Mb de meméria RAM do tipo DDR e

acelerador grafico 8X.

3.2.2. Construcao do Cluster Beowulf

Algum tempo atras, o paralelismo era visto como uma rara, exotica e
interessante sub-area da comutacdo, mas de uma pequena relevancia para o
programador ou operador comuns. Contudo empresas de menor porte e
universidades agora tém a acessibilidade e podem recorrer a uma alternativa cada
vez mais freqlente. Essa alternativa pode ser concretizada atraves do uso de
clusters de computadores, com desempenho da ordem de Gigaflops, o que se
tornou possivel atraves do desenvolvimento e barateamento da tecnologia das

redes locais de alta velocidade e da evolucéo dos processadores.
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Atualmente, diversas instituicdes cientificas possuem clusters com um
porte e poder computacional razoavel, com namero de computadores variando
desde dois até milhares de nodos. No site www.top500.org de atualizacdo
semestral, encontra-se uma relacdo dos supercomputadores proprietarios e dos
clusters que possuem a maior capacidade de processamento do mundo, muitos
clusters presentes nessa lista sdo do tipo Beowulf, criado pela primeira vez pela
NASA no Goddard Space Flight Center em 1994, utilizando uma das primeira
versdes do sistema operacional GNU/Linux, que foi originalmente criado, ou

melhor, montado, ao redor de 1992.

Basicamente os clusters do tipo Beowulf sdo divididos em duas
classes, os do tipo | e os do tipo Il. A principal caracteristica dos clusters do tipo
| é a origem dos componentes, que podem ser adquiridos em qualquer loja de
informatica popular, tornando-os muito acessiveis nos dia de hoje, ja para 0s
clusters do tipo Il, materiais muitas vezes desenvolvidos especialmente para seu
fim, sdo extremamente especificos, e conseqlientemente elevando drasticamente
seu custo final, e embora seu desempenho seja superior devido a arquitetura
especial dos seus componentes a relacdo custo beneficio € bem maior que para o

caso daqueles do tipo 1.1°%

Para a montagem do cluster foram disponibilizados seis computadores
(especificados na secdo 3.2.1) os quais foram interligados pelas suas placas de
rede fast-ethernet padrdo 100/10 da marca Via® modelo Rhine 111 através de um
switch da marca 3COM, modelo 3C16792. Uma vez conectados, foi instalado o
sistema operacional GNU/Linux baseado na distribuicdo Debian Sarge 3.1 RO,

escolhido pela sua estabilidade, seguranca e facil atualizacdo de pacotes.

Com os sistemas completamente instalados, passou-se a etapa de
configuracgdo dos protocolos de intercomunicacgéo, que nesse caso foi baseada no
protocolo TCP/IP, o qual atribui uma identificacdo a cada no6 do cluster e
consequentemente um enderecamento de facil localizacdo na rede. Para isso foi

utilizado um sistema de IP estatico, tendo em vista 0 nimero reduzido de nodos
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no cluster. Os nimeros de IP utilizados foram baseados na norma RFC 1918

seguindo a arquitetura 192.168.X.X e fornecidos na tabela abaixo:

Tabela 5 - Identificagdo dos nodos do cluster Beowulf.

Nome do computador

nome.dominio na rede IP
(mestre/escravo)
fnome9 (mestre) fnome9.gmc.ufsc.br 192.168.0.1
fnome101 (escravo) fnome101.qmc.ufsc.br 192.168.0.2

fnome102 (escravo) fnome102.gmc.ufsc.br 192.168.0.3

fnome103 (escravo) fnome103.gmc.ufsc.br 192.168.0.4
fnome104 (escravo) fnome104.gqmc.ufsc.br 192.168.0.5
fnome105 (escravo) fnome105.qmc.ufsc.br 192.168.0.6

Uma vez enderecados, 0s computadores foram, um a um,
configurados para que 0s processos pudessem ser compartilhados por meio de

software adequado.

O primeiro software a ser instalado e configurado foi o protocolo de
acesso remoto RSH (Remote Shell), mecanismo principal para o acesso de todas
as maquinas do cluster. E importante salientar que esse protocolo ja foi retirado
do pacote padrdo da distribuicdo Debian, devido a sua fécil vulnerabilidade a
ataques provenientes de redes externas, contudo como o cluster a priori foi
idealizado para uso dedicado a sistemas de calculo computacional, este risco é

eliminado pela ndo conexdo do cluster com as redes externas ao mesmo.

O segundo software a ser configurado foi o servidor do sistema de
arquivos NFS. Sua funcdo é a de permitir 0 acesso transparente a discos remotos,
baseados em uma arquitetura cliente/servidor, centralizando assim a
administracdo dos discos de dados. O servidor NFS exporta diretorios para
disponibiliza-lo para clientes remotos, que nesse caso sd0 0S nodos

computacionais.
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Uma vez configurados adequadamente estes dois softwares, o cluster
ja se encontra em condicdes de ser utilizado pelo pacote computacional para
calculos quimico-quanticos GAMESS (General Atomic and Molecular Electronic
Structure System)®. O GAMESS dispensa qualquer mecanismo de distribuicdo
de tarefas externo como a interface de passagem de mensagem, MPI, tendo em
vista que o proprio pacote tem o seu sistema de distribuicdo chamado de interface
de dados distribuidos (DDI) implementado no GAMESS entre os anos de 1999 e
2004 e reescrito a partir dai totalmente em cddigo C e introduzido ao pacote em
maio de 2004.

3.2.3. Programas

Os programas utilizados para os calculos dos orbitais moleculares
fazem parte do pacote GAMESS obtido gratuitamente da pagina na internet do
projeto  (http://www.msg.ameslab.gov/GAMESS/GAMESS.html), hospedada
pelo grupo de pesquisa do Professor Gordon no Ames Laboratory da lowa State

University.

A versdo utilizada é a de junho de 2005 (Ultima versdo até o
momento) e foi compilada a partir do codigo fonte para o uso em cada tipo
diferente de nd, tendo em vista que € um cluster heterogéneo baseado em

processadores com tecnologia de processamento AMD® e INTEL®.

Para a construcéo, visualizacdo e rederizacdo dos dados obtidos para
as moléculas foram utilizados os seguintes programas gratuitos compilados para
plataforma Linux: MOLDen!®? (versdo 4.4), mantido por Gijs Schaftenaar do
Center for Molecular and Biomolecular Informatics da Radboud University na
Holanda; Molekel®! (versao 4.3) desenvolvido e mantido por P. Fliikiger, H.P.
Lthi, S. Portmann, J. Weber do Swiss Center for Scientific Computing na Suica
e Ghemical (versdo 1.01) um programa desenvolvido por toda comunidade

software livre (GNU) e licenciado pela GPL.
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3.2.4. Metodologia para os calculos

Todos os calculos de otimizacdo de geometria foram executados em
nivel Hartree-Fock com a utilizacdo de funcdes de base 6-31G(d). Todos os
resultados que incluiram solvatacdo por modelo implicito foram obtidos com o
método “conductor-like PCM” (C-PCM)®*, sem a utilizagéo de compesacao por
cargas induzidas, a metodologia para tesselacdo do C-PCM utiliazada foi a
GEPOL-AS !, o fator para a superficie de acessibilidade do solvente (ALPHA),
na formacéo da cavidade, foi utilizado fixo como 1,2.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Equilibrio quimico de protonacdo do DANMEP

Os dados experimentais obtidos para a titulagdo potenciomeétrica do
DANMEP sdo mostrados na Figura 17, como um gréfico da mudanca do pH em

funcao do volume de base adicionado.

11 L e e
10 | e Curva Experimental i
| — Curva Calculada (BEST7)
9 i
8 | i
7 i
T
o 6L _
5| -
4k _
3 i
2 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1 " 1

02 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6
Volume KOH /mL

Figura 17 - Titulacdo potenciométrica da solucdo aquosa de DANMEP com
KOH padrao 0,09938 mol.dm™ a 25°C e forca idnica 1,0 mol.dm™ de KCI.

Na titulacdo mostrada na Figura 17 foi utilizado como alcali, KOH
padrdo 0,099382 mol.dm™, em sistema preparado para reducdo da quantidade de
CO,, através de linha de gas nitrogénio seco, tentando dessa forma evitar ao
maximo a interferéncia alcalina do mesmo, ja que o mesmo € adsorvido com

grande facilidade pelo KOH.



Capitulo 4 — Resultados e discussdes 53

Utilizando os dados experimentais mostrados na Figura 17 e com a
ajuda do programa BEST7 foi possivel determinar o segundo valor de pK, do
DANMEP correspondente a passagem da espécie ion dipolar 17 para a espécie
desprotonada 18, como sendo de 7,48 a 25°C. A Tabela 6 sumariza as condicGes

experimentais e resultados obtidos a partir do ajuste.

Tabela 6 - Dados experimentais e resultados obtidos para a determinacéo do
valor de pK, do DANMEP.

massapanmep Utilizada 0,0152g
massSakc 3,725
Volume inicial da solugéo 50,0 mL
KOH padréo 0,099382 mol.dm™
Temperatura 25°C

pK, determinado 7,48 +0,01

c 0,014

Dados espectrofotométricos a 25° e a 60° foram também obtidos numa
tentativa de se obter uma medida de pKa que permitisse verificar o sitio de
protonacdo para 0 sistema em estudo. Para tanto foram preparadas varias
solugbes de DANMEP com diferentes valores de pH, preparadas de acordo com
0 procedimento experimental na se¢do 3.1.6 (p. 44), e as diferentes solucdes
foram submetidas a varreduras nas faixas ultravioleta e visivel a fim de se obter o
espectro nessa regido. As curvas obtidas através destas medidas sdo mostradas na

Figura 18.
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Figura 18 - Variacao espectral do DANMEP em solugdes aquosas, em
funcéo do valor de pH, a 25°C.

A partir da Figura 18 ¢é possivel inferir sobre as principais
modificacOes ocasionadas na estrutura do composto a medida em que o pH do
meio é alterado. Podemos perceber que a absorbancia para comprimentos de
onda na faixa entre 280 e 300 nm diminui a medida em que o pH das solucdes
aumenta e um conjunto de picos na regido compreendida entre 300 e 350 nm
comeca a se formar, um fato que indica que a estrutura totalmente desprotonada
absorve em comprimentos de onda maiores provavelmente devido a conjugacéo

do par de elétrons isolado do nitrogénio junto aos anéis aromaticos.

A seqiiéncia de espectros da Figura 18 permite visualizar um
comprimento de onda onde existe um ponto de interseccdo para todos o0s
espectros obtidos em diferentes valores de pH, tal ponto possui um valor de

absorbéncia fixo sob toda faixa de pH estudada, chamado de ponto isosbéstico,
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pode ser utilizado como referéncia para uma analise mais minuciosa da qualidade

das medidas realizadas.

A partir dos valores de absorbancia a 320 nm, valor escolhido devido
a maior variacao espectral, e dos valores de pH nos quais 0s experimentos foram

realizados, foi gerado o gréfico da Figura 19.

0,30 T T T T T T T T T T T

0,25 - .

0,20 - .

0,15 - .

Absorbancia

0,10 - .

0,05 - .

Figura 19 - Titulacdo espectrofotométricas a 320 nm das solucdes aquosas de
DANMEP a 25°C e forca idnica 1,0 mol.dm™ de KCI.

Os dados experimentais permitiram calcular um valor de pK, = 7,44 =
0,02 foi obtido através do ajuste ndo-linear dos dados da Figura 19, utilizando a

Equacéo (6).
AbS = ADBS; i X 217 + ABSo X g (6)

A Equacdo (6) € uma funcdo de ajuste para os dados obtidos
espectroscopicamente para determinacdo do pK, do DANMEP e leva em

consideragdo a absorbancia inicial (AbSinicia) € final (Abssiny) do experimento e as
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fracdes molares das espécies 17 e 18 (Esquema 16 — p. 42), fazendo com que,

num processo iterativo, seja possivel obter o valor do pKj,.

Os valores obtidos pelas duas diferentes metodologias de
determinacdo de pK, utilizadas se corroboram mutuamente, permitindo afirmar
com seguranga quais sdo as espécies presentes em solucédo, para fins das analises

dos resultados relativos ao estudo cinético e mecanistico da reacdo do DANMEP.

Contudo uma melhor conhecimento do valor de pK,, nas condic¢des de
trabalho experimental, ou seja, forca iénica 1,0 mol.dm™ e temperatura de 60°C é
desejdvel. Nesse intuito como a titulacdo espectrofotométrica mostrou-se
suficientemente eficiente e precisa, procedeu-se a realizar a mesma a 60°C,

obtendo-se o grafico da Figura 20.

0,35 T T T T T T T T T

0,30 |-

0,25 |-
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0’05 | 2 | 2 | 2 | 2 |

pH

Figura 20 — Titulacdo espectrofotométricas a 320 nm das solucBes aquosas
de DANMEP a 60°C e forca idnica 1,0 mol.dm™ de KCI.

O gréfico da Figura 20 mostra que a precisdo das medidas fica
prejudicada devido ao aumento da temperatura, e é particularmente interessante o

surgimento de um outro valor de pK, anterior ao pK,, do DANMEP. Utilizando-
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se a Equacéo (7) foi possivel ajustar os dados obtendo-se um valor de 6,96 +
0,07 para o pK,2 do DANMEP a 60°C e um de 4,36 + 0,16, para 0 outro suposto
valor de pK,, atentando para o fato de que o desvio padréo para as medidas nessa

temperatura aumentam em comparagdo com os dados a 25°C.
AbS =a, X yp; + 8, X 117 X Y15+ 35 X Yy (7)

O resultado indica que o aumento da temperatura provoca uma
diminuicéo significativa do pK,, do DANMEP. Este resultado é consistente com

dados da literatura para outros fosfatos onde o0 mesmo efeito foi observado.

E importante salientar que devido ao aumento da temperatura, e
consequientemente de uma maior reatividade do DANMEP, o pK, de valor 4,36
corresponde a formacdo do produto da reacdo de decomposicdo DANOL 8, o
qual possui espectro muito parecido com DANMEP em determinados valores de

pH como pode ser comparado entre as Figuras 15 e 18.

0,40 - -

0,35 - -

0,30 - -

0,25 - -

Absorbancia

0,20 - -

0,15 - -

pH a 60° C

Figura 21 - Titulacdo espectrofotométricas a 320 nm das solu¢des aquosas de
DANMEP a 60°C e forca i6nica 1,0 mol.dm™ de KCI, na presenca de
hidroxilamina 0,5 mol.dm™.
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Sendo assim, somente quando a formacdo do produto é acelerada, e
conseqientemente detectavel espectroscopicamente, é que surge o suposto valor
de pK, na regido de pH 4. Dados obtidos a partir da titulacdo espectrofotométrica
do DANMEP a 25 e 60°C e ajustados com as equacbes (6) e (7),
respectivamente, desta vez com a adicdo de hidroxilamina 0,5 mol.dm?® e
mantendo-se a forca ionica de 1,0 mol.dm™® reproduziram esse efeito

apresentando um valor de pK, de 4,21 + 0,08 somente a 60°C (Figura 21).
4.2. Reacdo de hidrolise do DANMEP

A reacdo de hidrolise do DANMEP deve provavelmente acontecer via
um mecanismo de substituicdo nucleofilica do tipo SN2(P) como mostrado no

Esquema 17, onde N neste caso seria a molécula de agua.

CH H CH
W\ H " 3 3
° o SNE—cH o7 NS_ch,
o ’ Q CH
L./
N[]/ \/'l..o +
\
17 8
Esquema 17

Vérios experimentos cinéticos em diferentes condicBes experimentais
foram realizados no sentido de se obter o perfil do comportamento cinético da
reacdo entre DANMEP e a 4gua. A maior dificuldade encontrada foi o relativo
longo tempo de monitoramento para coleta de medidas a 60°C. O perfil cinético
obtido para a hidrélise do DANMEP a 60°C e forca i6nica 1,0 mol.dm™ é
mostrado na Figura 22. Para fim de analogia, os dados do DANMEP serdo
sempre que possivel comparados aos seus derivados mono (Esquema 5) e

triéster (Esquema 6), estudados pelo nosso grupo de pesquisa.
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Figura 22 - Perfil cinético de hidrolise do DANMEP 1,0x10* mol.dm?,
comparado aos seus derivados mono (3) e triéster (6). Todos os dados foram
obtidos em solucdes aquosas, forca iénica 1,0 mol.dm™ de KCI e a 60°C.

Com a Figura 22 pode-se analisar o comportamento cinético da
reacdo de hidrélise do DANMEP observando-se um plat6 na regido entre pH 1 e
7, definido por um pK, aparente de 7,06 = 0,06 que define a transicdo entre as
espécies 17 e 18 e o inicio de uma reagdo &cido-catalisada em pH inferior a 1.
Assim, os dados mostram um perfil cinético consistente com a participacdo da
forma ion dipolar 17 como espécie reativa. Foram incluidos para fins
comparativos, os dados obtidos na reacdo de hidrdlise do monoéster 3 onde a
forma monoanidnica € a espécie reativa e o perfil de constante de velocidade em
funcédo do pH para o triéster 6, onde a espécie mono catidnica é consistente com a

reatividade observada.

E importante verificar que as formas das curvas cinéticas do TANEP e
do DANMEP sdo bastante similares, diferenciando-se apenas numa maior
reatividade para o TANEP, sendo que a reatividade deste composto é
interrompida pela desprotonacdo do grupo dimetilaménio de acordo com o

equilibrio quimico mostrado no Esquema 6.
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Entretanto para o derivado monoéster 3, a regido do patamar é
definida entre dois valores de pK, o0 de 3,94 e o de 9,31, esses valores
(substancialmente deslocados) foram identificados como a ionizagdo do grupo

fosfato e desprotonacdo do grupo dimetilaménio, respectivamentel®.

Lembrando da titulagéo realizada para o DANMEP citada acima,
verifica-se que o pK, proximo a 7 pode ser atribuido seguramente ao grupo
dimetilamonio, tendo em vista isso, percebe-se que este pK, é bastante deslocado
com respeito aos ésteres analisados passando de 4,63 no triéster para 7,06 no
diéster e para 9,31 no caso do monoeéster. Essa variacdo ndo depende
primariamente das interacGes eletrostaticas envolvidas, mas na forca da ligacao
de hidrogénio intramolecular O---H—N", a qual aumenta com o aumento da

basicidade do oxigénio que liga o grupo fosforil ao anel aroméatico (P—O—Ar).

Em particular, o pK, do grupo dimetilaménio da forma ion dipolar do
DANMEP 17 é similar aquele do acetal 19, estudado por Kirby et al., com um
grupo vizinho neutro, que é também hidrolisado com uma eficiente catélise &cida

geral intramolecular (aceleracéo de ~10* vezes).[*®

.CH
. H - 3
/\ .,1_’_ \ +\\\
MeO o N\CH3

19

Em termos de reatividade, a hidrélise do composto 17 é apenas 18
vezes mais lenta do que a do composto 3. Em geral, diésteres de fosfato séo
notoriamente menos reativos que seus derivados monoésteres e, por exemplo, a
hidrdlise espontdnea do 2,4-dinitrofenil fosfato na sua forma de dianion
(hidrolisado numa velocidade similar aquela do monoéster 3) é cerca de 1000
vezes mais rapida do que a aquela correspondente ao diéster 2,4-dinitrofenil metil
fosfato.l®”! Comparativamente, a diferenca observada entre DANMEP e MANEP

é muito maenor, o que pode ser explicado por uma eficiente catalise geral acida
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intramolecular para o caso do DANMEP. De fato, a aceleracdo devido a catalise
geral acida pelo grupo dimetilaménio da estrutura 17 é 2,56x10° a 60°C, um
valor que é uma ordem de magnitude maior que a aceleracdo encontrada pra o
monoéster 3 (2,4x10° a 60°C). O pK, efetivo do grupo de saida é de 3,6, similar

ao valor estimado para o triester 6.

O mecanismo mais simples possivel, consistente com o perfil cinético

de pH na regido entre os valores de pH 2 e 8, € mostrado no Esquema 18.

©)

o, >
Hzo:/ﬂ\p-’
CH H
e \m H\N+/ 3 H N/C 3
MeO Q TCHy 0 ? TCHy
HO\P‘O-
A
MeO
17 8
o :\O
HZO:N\P::
/ \f\ /CHB
MeO ] N\CH3
18
Esquema 18

Percebe-se que o esquema reacional proposto no Esquema 17 (p. 58),
permanece inalterado, contudo com a corroboragéo, desta vez, dos dados sobre a
hidrélise do DANMEP que sugerem que a reatividade da forma mono aniénica é
muito baixa. Ainda ndo ha nenhuma evidéncia associada a possivel presenca de
um intermediario de adicdo pentacovalente, contudo, caso exista, ndo é
acumulado e seu tempo de meia vida seria suficientemente curto a fim de néo

produzir efeitos significantes no perfil de hidrolise do diéster.
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O efeito de solvente deuterado para a hidrélise da estrutura 17 a pH

k o
5,1 (no patamar) é de k_H =1,72 £ 0,14. Valores de efeito isotopico desta ordem
D

sdo tipicos para catalise geral acida nestes sistemas e da mesma ordem de
grandeza do que aqueles descritos para sistemas semelhantes, onde valores de
1,46 + 0,04 foram obtidos na hidrélise do monoéster 3!, 1,61 para a hidrélise
do triéster 6°2 e 1,69 para a do acetal 19. Estes valores de efeito isotépico sdo
menores que os Vvalores normalmente esperados para o efeito isotopico do
solvente, onde normalmente (kn/kp) > 2,5. A explicacdo mais simples para o
baixo valor do efeito isotopico é a de que nem a ligacdo da &gua ao centro
eletrofilico, nem a transferéncia de préton a partir do acido geral estdo muito
formadas no estado de transicdo. Uma alternativa mecanistica é que a
contribuicdo do préton a ser transferido € inversa, diminuindo assim o efeito
isotopico observado, provavelmente devido ao fato da ligacdo de hidrogénio
intramolecular ser mais forte no estado de transi¢do do que no respectivo material

de partida.

4.3. Reacao de hidrdlise do DANMEP sob influéncia de forte acidez.

A hidrolise sob condi¢bes muito fortemente &cidas, ou seja, com
concentracdo de HCI variando entre 0,5 a 12 mol.dm™, mostram um perfil
cinético quantitativamente similar, como se esperaria, aquele para a hidrdlise do
seu derivado monoéster monoaniénico 2; e qualitativamente similar aqueles
observados para as hidrdlises acidas de muitos ésteres e amidas. Percebe-se pela
Figura 23 que a constante de velocidade aumenta com a concentracdo de acido
até um maximo ao redor de 8 mol.dm™ de HCI ou DCI, sendo progressivamente
diminuida a partir dai. Este € o comportamento esperado para um substrato o
qual é reativo na forma de um acido conjugado, mas totalmente protonado em
alta concentracdo de &cidos. O motivo pelo qual a velocidade da reacdo decresce
é que, em concentracdes mais altas do acido, a atividade da agua é altamente
diminuida, e sendo ela o nucleofilo na reacdo, a diminuicédo de atividade provoca

uma diminuicdo da constante de velocidade.

Marcelo de Freitas Lima Tese de Doutorado em Quimica




Capitulo 4 — Resultados e discussdes 63

6X10'4 T T T T T T T T T T T T
e HCI o}
- L o DCI -
5x10 o
© °
,4 °
4x10° |- o
“ ° °
-« 3x10° | -
o
_Lgn I O
~ 2x10* | -
°
o)
1x10™ | 8 _
°
o)
O
o}
00O 8 _
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracéo de LCl /mol.dm™

Figura 23 - Perfil de hidroélise em altas concentragdes de HCI (®) e DCI (O)
a 60°C e forca iénica 1,0 mol.dm™ de KCI.

Conforme pode ser visualizado na Figura 23, o efeito isotopico para
valores de concentracdo de HCI menores que aproximadamente 3,0 € normal
(ku/kp > 1) e para elevadas concentraces de acido € um efeito inverso tipico
(kn/kp < 1).

A Figura 24 mostra o perfil cinético completo em funcdo de Hy/pH

para a reacdo de hidrdlise do DANMEP. Os dados na regido de H, foram

corrigidos pela atividade da dgua (K, /a,, ,)*".
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Figura 24 - Perfil cinético completo para hidrélise do DANMEP 1,0x10™
mol.dm™, forca iénica 1,0 mol.dm™ de KCl e a 60°C.

O patamar abaixo de Hy = 3 e a entre pH 1 e 7, correspondem a
hidrolise espontdnea das duas espécies ibnicas 16 e 17, com valores
cinéticamente determinados de pK, de -1,93 e 7,06 associadas respectivamente a
desprotonacéo dos grupos fosfato e dimetilaménio. O primeiro pK, corresponde a
passagem da espécie 16 para 17 (Esquema 16 — p. 42), na concentracao de 5,6
mol.dm™ de HCI. Ambos os valores de pK, sdo deslocados de 2 a 3 unidades,
abaixo e acima, respectivamente, com respeito a ésteres de acido fosférico e de
grupos aménio tercidrios: uma conseqiiéncia, como discutido anteriormente, da
estabilizacdo promovida pela forte ligacdo de hidrogénio na estrutura do
DANMEP até pH ao redor de 7.

A aparente hidrolise catalisada por acido que aparece para valores de
pH < 1 para DANMEP na sua forma de ion dipolar 17, na verdade representa a
hidrolise esponténea, cineticamente equivalente, do DANMEP totalmente

protonado, Esquema 19.
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Esquema 19

No Esquema 19 sdo incluidas para fins de comparacdo as espécies
reativas em altas concentraces de HCI para o monoéster 1 e para o triéster 6.
N&o é esperado que a estrutura 16 sofra uma protonacéo no grupamento fosférico
neutro, ou seja, protonado numa posi¢do muito proxima a um grupo ja carregado
positivamente (grupamento dimetilaménio), em ambiente muito acidico. Uma
observacdo que corrobora isso € que a hidrdlise acido-catalisada do triéster 6, ndo
¢ observada em pH acima de 0 (Figura 22 — p. 59). Assim, os dados
experimentais para essa faixa de pH indicam que o modelo cinético apropriado
no DANMEP corresponde a uma hidrolise espontanea ao invés de uma hidrdlise
catalisada por &cido. Em geral, para diésteres na forma &cida, esta reacdo
normalmente é encoberta por uma reacdo catalisada por acido, razdo pela qual a
comparagdo mais conveniente seria com o analogo fosfotriéster (TANEP), onde a

reacdo espontanea pode ser bem observada naquela regiao.

Em termos de reatividade a estrutura 16 é efetivamente um triéster
ativado, e sendo assim fica interessante comparar as trés diferentes espécies 16, 1
e 6, todas as quais se acreditam reagir pelo mesmo mecanismo (Esquema 19).
Comparando-se os resultados experimentais obtidos com estes trés compostos,

pode-se notar que a regido independente do pH, no perfil de hidrolise do triéster
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6, a constante de velocidade é 33,6 vezes menor que aquela reportada para a
forma acida do monoéster 1, sendo que este fato pode ser atribuido “a uma
combinacdo de efeitos eletrénicos e estéreos resultantes da troca de dois prétons
OH de 1, por grupos etila”. Os dados obtidos para 16, mostram gque 0 mesmo
reage 3,4 vezes mais lento do que 1, indicando que os efeitos estereoeletronicos
sdo provavelmente responsaveis pela ordem de reatividade observada e seguem a
ordem Et > Me > H. Este tipo de efeito é conhecido na literatura e a Tabela 7

ilustra o efeito da estrutura do substrato na reatividade.

Tabela 7 - Reatividade relativa para a reacao de hidrélise de diversos
fosfatos monoaniénicos, a 100°C.

Substrato Reatividade
Metil fosfato 1,00
Etil fosfato 0,74
Fenil fosfato 32,0
p-tolil fosfato 26,6
p-nitrofenil fosfato 66,80
Benzil fosfato 1,61

Tomando como base a Tabela 7™, é possivel correlacionar a
reatividade dos derivados fosforicos com os efeitos estereoeletrénicos presentes
em cada um. Por exemplo, para fosfatos de um tipo semelhante como metil e etil
fosfato, 0 aumento do tamanho da cadeia provoca uma diminuicdo na
reatividade. No caso da comparacéo ente aril e benzil fosfatos, a comparacéo ndo
é tdo simples ja que o sitio de quebra da ligacédo é diferente, mudando de C-O no
benzil fosfato para O-P nos aril fosfatos, sendo que nestes hd um efeito eletronico

muito importante, com o grupo nitro aumentando a reatividade.

Os valores de pK, dos grupamentos PO(OMe)OH e PO(OH)2 de 16 e
1, séo similares, com dissociagOes em Hy = -1,93 e -1,48, respectivamente. Estes
valores caem na regido esperada para mono e diésteres de acidos aril fosforicos,
ja que o grupo dimetilambnio deve contribuir significativamente com a

estabilizacdo da base conjugada (ion dipolar) via ligacdo de hidrogénio. Para fim
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de comparacdo o primeiro pK, do acido fenil fosférico é 0,48!°1. Outros valores
para a constante de dissociacdo de diversos alquil-ésteres derivados do acido

fosforico sdo dados na Tabela 8 I,

Tabela 8 - Valores de pK, para diversos mono e dialquilésteres de fosfato.

Acido pK;  pKs
H3PO, 197 6,82
(MeO)P(O)(OH), 154 6,31
(EtO)P(O)(OH), 160 6,62

(nPrO)P(O)(OH), 1,88 6,67
(nBuO)P(O)(OH), 1,89 6,84
(MeO),P(0)(OH) 1,29
(EtO),P(O)(OH) 1,39
(nPrO),P(O)(OH) 1,59
(nNBuO)2P(O)(OH) 1,72

Observa-se claramente que na medida em que a basicidade do

grupamento alcoxi diminui o pK; também diminui, tanto para mono, quanto para
diésteres. Ainda, os valores de pK; para os diésteres sdo inferiores daqueles

determinados para 0s monoésteres correspondentes.

4.4. ReagOes com outros nucleofilos.

Foram investigadas as reacbes do DANMEP, 17, com uma faixa
representativa de nucledfilos selecionados, sendo que um estudo mais detalhado
foi concentrado nas reacGes com os nucleofilos que apresentam o chamado
“efeito alfa”. Os a-nucledfilos sdo de especial interesse devido a sua alta
reatividade em reagdes envolvendo centros eletrofilicos como o atomo de fosforo
em ésteres de fosfato, fazendo deles reagentes potenciais, principalmente para a

desativacdo de armas quimicas baseadas em organofosfatos*”.

A Figura 25 mostra o perfil cinético de pH para a reacdo de 17 com
0,5 mol.dm™ de hidroxilamina determinado na regido de pH que cobre os valores
de pK, de ambas as espécies. O perfil realizado sob mesmas condicdes, contudo

em D,0 também consta no gréfico.
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A curva segue um formato de sino, ja esperado®!, com uma constante
de velocidade maxima na regido onde o nucledfilo esta presente como base livre
e 0 substrato como um ion dipolar com o grupo dimetilaménio protonado. O
perfil de pH foi ajustado de acordo com a Equacéo (8), onde Kqps\ € a constante
de velocidade para a reacdo em agua, kn(Nu) a constante de velocidade de
segunda ordem para a reacdo de 17 com hidroxilamina neutra e ynm2oH € Y17
correspondem as fracdes molares das duas espécies reativas. Na pratica a catalise
por hidroxilamina é muito eficiente, razdo pela qual, as contribui¢cdes da reacdo

em agua sdo insignificantes.
kobs = kobs,w + km(Nu) X ZNHZOH X X7 (8)

As constantes de velocidade de segunda ordem obtidas através do
ajuste de minimos quadrados sdo kn(Nu)=8,30(0,12)x10™* e 6,80(+ 0,10)x10™
dm?®.mol™.s?, para as reacdes em H,0 e D,O, respectivamente, dando um efeito
isotopico de 1,22 + 0,11.

e H20 ®

3x10™

2x10™

/st

obs

1x10™

pH

Figura 25 - Perfil cinético para a reacdo do DANMEP (1,0x10* mol.dm™)
com hidroxilamina (0,5 mol.dm™) em H,O (®) e em D,0 (O), realizadas em
forca idnica 1,0 mol.dm™ de KCl e a 60°C.
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Para a reacdo em H,O o ajuste ndo linear dos dados é obtido com
valores de pK, de 5,47 £ 0,05 e 6,96 £ 0,05 para a hidroxilamina e o substrato 2,
respectivamente, valores estes que Sdo consistentes com as medidas
espectroscopicas e potenciométricas realizadas anteriormente. A curva calculada
na Figura 25 é baseada no valor mais preciso e esperado de 9,17(+0,05)x10™
dm?®.mol™.s? para a constante de velocidade de segunda ordem da hidroxilamina
em agua, obtida diretamente do coeficiente angular do grafico da constante de
velocidade de primeira ordem contra a concentracdo de hidroxilamina, para um
valor de pH constante. O ajuste para a reagdo em D,O fornece um valor de pK,
de 5,67%0,09 para a hidroxilamina a 60°C.

Outros derivados da hidroxilamina como os N-metil e N,N-dimetil
derivados apresentam um efeito alfa significativamente maior do que o
observado para a espécie 3. Entretanto, o derivado O-metilado, o qual ndo pode
reagir via o grupo hidroxila, é 54 vezes menos reativo do que a propria
hidroxilamina. Esta diferenca de reatividade entre hidroxilamina e seu derivado
O-metilado depende da estrutura do substrato e, no caso do monoéster 3 ha uma
diferenca de reatividade entre hidroxilamina e seu derivado O-Me de apenas 7

vezes!?

. A hidroxilamina, por extrapolacdo, acaba por ter o efeito de um
oxianion de pK, = 11,5 (sem a correcdo da abundancia do substrato na sua forma

de ion-dipolar 17, que é a forma reativa do composto).

Os dados obtidos para o conjunto completo de nucledfilos estudados
sdo mostrados na tabela x e sdo correlacionados sob a forma de um gréfico de

Bronsted na Figura 26.

Tabela 9 — Nucleofilos utilizados para obtencédo os parametros de correlacéo
de Bronsted.

Nucleéfilo | pK, | pH | kny /dm® mol™s™
4gua -1,74 | 5,5 1,60x10”
fluoreto 3,17 16,3 1,16x10™
formiato | 3,75 | 6,3 1,31x10°
NH,OMe | 4,62 |55 1,71x10°
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acetato 481 |6,3 1,20x10°
TFEA 486265 2,29x107
MesN*™-O™ [ 4,992 |59 3,52x107
NMe,OH | 520 |6,8 4,11x10*
NH,OH |5642|55 9,17x10™
NHMeOH | 6,18 | 6,8 1,43x10°
H,PO,* 6,51 | 6,3 4,22x10°
% pK, medidos a 60°C e forca idnica 1,0 mol.dm™,

E importante notar que o ion fluoreto mostra sua reatividade usual, ou
seja, muito maior reatividade que os nucledfilos oxianions, reagindo tdo rapido
quanto o esperado para uma hidroxilamina de mesmo valor de pK,. O ponto para
o formiato também mostra um pequeno desvio positivo a partir da reta que
correlaciona somente os nucleéfilos da familia dos oxianions. A correlacédo
observada se mostra adequada e normal para o ataque ao centro eletrofilico
fosforo e, seguramente € o resultado da combinacdo de efeitos estéreos e

eletrostaticos durante o ataque nucleofilico.

Um dado que chama bem a atencéo € o fato da 2,2,2-trifluoroetilamina
(TFEA) a qual se alinha adequadamente com a O-metil-hidroxilamina,
mostrando uma reatividade levemente superior daquela observada para os
oxianions normais, totalmente diferenciada dos derivados de hidroxilamina com
oxigénio “livre”, mostrando que a O-metil-hidroxilamina acaba por ter efeito
similar a uma alquilamina de mesmo valor de pK,. O valor da constante de
velocidade obtida para o 6xido de trimetilamdnio demonstra a importancia do par
de elétrons no efeito-alfa, tendo em vista que em sua auséncia esse nucledfilo
passa a ter comportamento semelhante ao de um oxianion comum, apresentando
apenas um discreto aumento na velocidade quando comparado a estas espécies,

provavelmente atribuido a algum carater alfa-nucleofilico remanescente.
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Figura 26 - Grafico de correlacédo de Bronsted para a reacdo do DANMEP
17, com diferentes nucleéfilos em solucéo aquosa a 60°C.

O coeficiente angular das linhas paralelas da Figura 26, isto é, o
coeficiente de Bronsted f, calculado para a reacdo com oxidnions € de 0,29. Este
€ 0 mesmo valor, dentro do erro experimental, que o apresentado para as reacdes

com metil 2,4-dinitrofenil fosfatol*2.

Com os dados obtidos para 0 DANMEP e os dados da literatura para
os derivados na forma de monoéster 3 (monoanion) e o triéster 6 (catidnico),
podem-se comparar 0S parametros obtidos com 0s mesmos para as reacoes
equivalentes aos derivados dos ésteres de 2,4-dinitrofenil fosfato, os quais sédo
ativados em virtude de seus bons grupos de saida e, possuem reatividades
similares aos derivados do 8-amino-1-naftol. O f,,. aumenta no sentido de mono
< di- < triéster, como observado para as reacdes de ésteres simples do 2,4-
dinitrofenol com nucleéfilos neutros. As reagdes com oxianions sdo diferentes,
tendo em vista que as reacdes desses com o dianion do 2,4-dinitrofenil fosfato
sdo muito lentas para serem medidas, tanto que nenhum dado é disponivel na

literatura. O /S, para reacGes do diéster 17 com oxianions é praticamente
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idéntico daquele observado para as reagdes do metil-2,4-dinitrofenil fosfato**,

como descrito anteriormente.

A catélise acida geral intramolecular pelo grupamento dimetilamonio
envolve a transferéncia do proton para o atomo de oxigénio de um grupo
abandonador que é inicialmente relativamente pouco reativo. Considerando que o
valor do £, de Bronsted é maior para reacOes de triésteres de fosfato com piores
grupos de saida®?, é razoavel esperar que os efeitos cataliticos sejam maiores
para as reacbes com 17, 3 e 6 do que para as reagdes correspondentes para 0s
ésteres do 2,4-dinitrofenil fosfato, e é exatamente isso o que foi observado para o
mono e o triéster (3 e 6, respectivamente). No entanto, isto ndo acontece para as
reacOes do diéster, 17. E importante entender esta diferenca, tendo em vista que a
eficiéncia da catalise acida geral intramolecular, e seu potencial para um efeito
sinérgico com a catalise nucleofilica, dependerdo do aumento da carga negativa
desenvolvida no oxigénio do grupo abandonador quando a ligagdo com o

nucleofilo estiver em desenvolvimento.

4.5. Parametros Extratermodinamicos

O efeito da temperatura sobre as reacbes do DANMEP com diferentes
nucledfilos também foi avaliado, para conseguir maiores informacgdes sobre o
estado de transicdo em reacfes envolvendo esse diéster. A partir da Teoria do
Estado de Transicdo é possivel obter os parametros de ativacdo AG*, AH* e AS
(Tabela 10), os quais refletem diretamente sobre a cinética das possiveis reaces
entre este substrato e outros reagentes nucleofilicos. Tais parametros podem ser
obtidos experimentalmente, medindo-se a as constantes de velocidade da reagéo
em um conjunto de temperaturas. Um meio de associar diretamente 0s
pardmetros de ativacdo termodindmicos com as constantes de velocidade para as

reacdes é fazendo uso da equacdo Eyring®, Equacéo (2) (p. 11).
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Tabela 10 - Sumario dos parametros termodinamicos extraidos a partir dos
gréaficos envolvendo a constante de velocidade e o inverso da temperatura.

e AH? AS?

Nuclesfilo /KImol?  /Kcal.mol? /K mol*  /cal.K*.mol™
H,O 98,0(#5,2) 23,4(+12)  -50,3(¥15)° -12,0(+3,6)°
Hidroxilamina 79,4(x8,0)  19,0(x1,9) -97,7(x23) -23,3(5,5)
Formiato 83,4 19,3 -78,8 -18,8
Fluoreto 68,0(x7,4) 16,2(+1,8)  -104(+22)  -24,8(x3,1)

S AS* calculado a partir das constantes dos ajustes de primeira ordem. Usando as
constantes de segunda ordem os valores sdo reduzidos por 33,4 J (8,0 cal).

Devido a baixa reatividade do DANMEP em temperaturas proximas a
ambiente, foram avaliados os efeitos em temperaturas superiores aquela utilizada
para o restante dos experimentos, ja discutidos, ou seja, 60°C. Imediatamente
pode-se notar um comportamento semelhante para a reacdo de 17 com o0s
nucletfilos estudados, com entropias de ativacdo bastante negativas em todos os
casos, indicando que o0 mecanismo da reacdo, e possivelmente a estrutura do
estado de transicdo, sejam razoavelmente semelhantes, independente da natureza

desses nucleéfilos.

A partir dos valores obtidos para AH* pode-se inferir que o
rompimento da ligacdo P—O, entre o centro eletrofilico e o &tomo de oxigénio
pertencente ao grupo abandonador é altamente favorecida pela ligacdo de
hidrogénio intramolecular, tendo em vista que as entalpias de tivacdo observadas
sdo relativamente baixas, haja vista que uma ligacdo simples do tipo P—O
necessita em torno de 86 Kcal.mol™ para ser rompida homoliticamente!). Ha
uma tendéncia aparente de diminuicdo de reatividade para o caso do fluoreto,
fato que pode estar relacionado com a elevada estabilidade da ligagéo fluoreto
oxigénio, fato que contribui a levar o estado de transi¢cdo para um estado mais
proximo dos produtos. Analisando os valores de AS* podemos perceber
claramente que a estrutura no estado de transi¢do acaba por ser mais ordenada
que a dos reagentes, tendo em vista seu valor negativo, o que favorece
enormemente um mecanismo do tipo SN2(P), como esperado e esbogado no

Esquema 17 (p. 58). Assim, as entropias sdo bastante negativas, indicando que o
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ganho catalitico obtido com a diminuicdo da entalpia de ativacdo € compensado
com uma entropia de ativagdo mais negativa, 0 que torna a reacao relativamente
insensivel a natureza do nucleé6filo, um fato provavelmente vinculado ao
fenbmeno normalmente observado em diésteres de fosfato: o rompimento da
ligacdo entre o grupo abandonador e o 4&tomo de fésforo, no estado de transicéo,
estd muito mais adiantado do que a formacdo da ligacdo entre o centro

nucleofilico e o atomo de fosforo.

4.6. Calculos dos orbitais moleculares

Para se conhecer mais sobre a estrutura do DANMEP e sua influéncia
nos efeitos estereoeletronicos envolvidos nas reagdes em que ele participa, foram
realizados célculos de orbitais moleculares deste composto, de seus possiveis
intermediarios, do provavel estado de transicdo e também dos produtos da

reacao.

Todos os calculos foram executados pelo pacote computacional
GAMESS, que permite realizar a otimizacdo da geometria das diferentes
estruturas, os calculos da matriz Hessiana para localizacdo do estado de
transicdo, e os célculos de energia para comparacdo entre as varias etapas da

reacao.

O nivel de célculo utilizado foi Hartree-Fock restrito, com funcdes de
bases 6-31G, computando a polarizacdo para niveis d. Para maior validade dos
dados, os efeitos de solvatacdo foram incluidos durante todos os processos
(otimizacdo de geometria, avaliagdo da energia e localizacdo do estado de
transicdo). Tais efeitos foram inseridos nos calculos de modo implicito, atraves
da insercdo de um ambiente virtual, onde a constante dielétrica do mesmo
interage com o potencial eletrostatico da molécula por interacdes de curto, médio
e longo alcance. O modelo de solvatacdo implicito escolhido foi o C-PCM,
atualmente utilizado como padrdo para os célculos realizados com o pacote
GAMESS. Uma vez calculados, os dados obtidos foram transformados em

estruturas visualizaveis através dos programas de visualizacao.
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4.7. Estrutura do DANMEP e o efeito da solvatacéo

A Figura 27 mostra a estrutura otimizada do DANMEP em fase
gasosa utilizando-se o pacote computacional GAMESS com nivel de execucédo
em Hartree-Fock com funcdes de base 6-31G(d). A numeracao desta figura serve

de guia para as demais, na localizacdo dos atomos.

Figura 27 - Estrutura otimizada do DANMEP por célculos de orbitais
moleculares em nivel HF 6-31G(d) em fase gasosa.

O primeiro estudo envolvendo DANMEP foi realizado sem a
participacdo de um meio externo (como num estado gasoso — Figura 27). Nesse
estagio, a molécula de DANMEP modelada de acordo com a forma mais reativa
deste composto que € a estrutura em forma de ion dipolar 17, que prevalece até
cerca de pH 7. Esta forma apresenta duas densidades eletrénicas de carga
distintas e opostas situadas ao redor do atomo de fosforo (densidade negativa) e
sobre o atomo de nitrogénio (densidade positiva). Sendo assim embora a carga
total da molécula seja nula, a polarizacdo tdo distinta da molécula acaba por

acarretar uma tendéncia a distorces em busca da neutralidade de cada sitio
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(Figura 28-A). Sendo assim o calculo sem a interferéncia de um meio externo

contribui pouco para o conhecimento da geometria da molécula.

(B)

Figura 28 - Diferenca geométrica estrutural para o DANMEP em estado
gasoso (A) e com simulagéo de solvente via metodologia PCM.

4.7.1. O efeito da solvatacéo na estrutura do DANMEP

Em funcédo do conhecido efeito do solvente na estrutura das moléculas
organicas, foi necessario fazer com que a molécula interagisse com algum meio,
neste caso a agua. Uma forma foi simular o efeito do solvente, utilizando uma
metodologia implicita, por adicdo de um campo dielétrico que interage com o
substrato de forma eletrostatica, que para esse estudo foi utilizado o modelo C-

PCM (Figura 28-B) ja brevemente discutido nas secdes 1.9 e 3.2.4.
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Observa-se na Figura 28, que o comprimento de ligagdo O8—P22,
diminui de 1,671 para 1,645 A, contudo o angulo diedro formado pela ligagio
N13—H19, permanece quase inalterado ao redor de 33° mostrando que o
hidrogénio do grupo dimetilaménio é fortemente despolarizado pelos oxigénios
08 e 025, com distancias O—H de respectivamente 2,199 e 1,541 A para a
estrutura em 34-A, e 2,126 e 1,856 A para a estrutura em 34-B. Nesse ultimo
caso a despolarizagdo é amenizada em razdo do meio poder interagir com a

molécula.

De qualquer forma, em ambos o0s casos, a catalise &cida geral
promovida pela presenca do grupamento dimetilamonio, que se caracteriza pela
despolarizacdo da ligacao entre o oxigénio do grupo abandonador (O8) e o0 atomo
de fésforo (P22), acaba por ndo ser efetiva. Este efeito € provavelmente devido a
influéncia do atomo de oxigénio vizinho e anibnico (O25) que por sua alta
densidade eletrbnica, acaba por interagir fortemente com o hidrogénio (H19),
interacdo esta facilitada pelo alto grau de liberdade rotacional das ligagdes sigma
C3—08 e C1—N13.

Um meio simples de se comprovar isso seria estudar uma estrutura
que tenha perdido seu grau de liberdade rotacional para a ligacdo C(Ar)—N13.
Como conseqliéncia, o hidrogénio catalitico é orientado de forma fixa para o
oxigénio do grupo abandonador, promovendo uma maior despolarizacdo da
ligacdo O8—P22 e conseqlientemente um maior efeito catalitico na constante de
velocidade para a reacdo de decomposi¢cdo. Um modelo sugerido para promover

tal efeito seria o derivado metilfosfatado da benzoquinolina da Figura 29.
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Figura 29 - Derivado metilfosfato do benzoquinolidinium.

Nessa estrutura em sua forma ion dipolar, verifica-se um comprimento
de ligacdo entre o H catalitico e o oxigénio do grupo abandonador de

aproximadamente 1,7 A.

4.7.2. Metodologia explicita de solvatacéo

Outra forma para incluir o efeito do solvente, foi construir um
agregado de n moléculas do solvente, colocadas explicitamente ao redor do
substrato, sendo assim o célculo acabou envolvendo n+1 moléculas na busca pela
funcdo de onda global, tornando o custo computacional altamente elevado
comparado ao modelo mais simples, sem interferéncia de solvente. A estrutura
obtida para 0 DANMEP na presenca explicita de moléculas de agua esta na

Figura 30.
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Figura 30 - DANMEP otimizado na presenca de um agregado de 15
moléculas de agua.

Contudo um modelo como o da Figura 30, com apenas um pequeno
agregado de solvente envolto em espacgo vazio, pouco acrescenta na investigagao
estrutural do DANMEP, haja vista que o valor do comprimento de ligacdo O8—
P22, entre o grupo fosforila e o grupo abandonador, é ainda demasiadamente

elevado para validar a reatividade do DANMEP em solucao.

4.7.3. Modelo misto de solvatacdo (implicito + explicito)

Tomando-se esse argumento como base, viu-se a necessidade de se
implementar além do agregado um modelo de solvatacdo continuo concomitante.
O resultado de ambos os efeitos aplicados numa mesma estrutura, pode ser
visualizado na Figura 31 tal modelo é chamado de “modelo cluster-

continuum”™;

Marcelo de Freitas Lima Tese de Doutorado em Quimica




Capitulo 4 — Resultados e discussdes 80

Figura 31 - Otimizacdo de geometria para o DANMEP utilizando-se o
modelo ""Cluster-Continuum™.

Na Figura 31 pode ser visualizado o incremento na estabilidade da
ligacdo ArO—P22 promovido pela combinacdo das metodologias implicita e
explicita de solvatagdo molecular. Nela podemos ver a diminuicdo do
comprimento da ligacdo O8—P22 (1,633 A) comparada as estruturas onde os
modelos de solvatagdo foram aplicados individualmente, onde foram obtidas
distancias de 1,682 e 1,645 A para os modelos exclusivamente explicito e
exclusivamente implicito, respectivamente. Outro pardmetro modificado foi o
diedro C2—C1—N13—H19, que para esse caso € menor em cerca de 3° que 0
menor valor obtido anteriormente (modelo continuo 33,3°). Esta variacdo é
relativamente pequena, contudo mais proxima do modelo proposto para catalise
acida geral intramolecular onde o H19 deveria estar provavelmente alinhado com

o anel aromatico.
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A posicdo levemente distorcida do préton em relagcdo ao plano do anel
pode estar associada a dois fatores completamente distintos. Uma primeira
explicacdo possivel é que, devido a limitacdo da metodologia que assume um
cluster de apenas 15 moléculas de agua, o conjunto de cargas isoladas do
DANMEP tente disputar um maior ndmero de interacbes por ligacbes de
hidrogénio com as moléculas discretas de agua. Alternativamente, existe uma
probabilidade concreta que o desalinhamento realmente existe em solugéo, e que
a reacdo procede via essa estrutura. Mecanisticamente, esta possibilidade existe
e, ndo ha argumentacdo que descarte uma distor¢do no plano como aquela que

aparece nas estruturas calculadas.

A fim de tentar elucidar essa questéo foi realizado o calculo da funcéo
de onda dos orbitais moleculares para a otimizacdo de geometria do MANEP
dianion 3.35 nos mesmos niveis de célculo que os utilizados para 0 DANMEP
17.15. As estruturas escolhidas para comparacdo foram submetidas a célculos
apenas no modelo explicito com 15 moléculas de agua ao redor do grupamento

metilfosfato. Os resultados sdo mostrados na Figura 32.

Constata-se pela Figura 32 que o efeito estereoeletronico relativo ao
grupo metil de 17,5 afeta pouco a ligacdo de hidrogénio estabelecida entre o
H19 e o O8, provocando um acréscimo de pouco mais de 2° no angulo diedral
C2—C1—N13—H19, comparado a estrutura 3.35. 1SS0 mostra que mesmo o
monoeéster 3,55 ndo possuindo grupos alquilicos em seu fosfato, e
conseqlientemente auséncia de efeitos estéreos devido aos grupamentos
adjacentes, ele acaba por sofrer uma distor¢do de 38,3°, provavelmente atribuida
ao compartilhamento direcional do H19 pelas ligacbes de hidrogénio com as

moléculas de agua livres e 0 O8.

A partir dessas estruturas pode se constatar uma melhor interacdo do
fosfato do monoéster com as moléculas de agua, pelo maior nimero de ligacdes
de hidrogénio intramolecular (9 na Fig. 32A e apenas 5 na Fig. 32B), o que leva

a uma melhor estabilizacdo do grupo metafosfato, resultando numa maior
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planaridade desse grupamento quando comparada com o diéster (angulo O8—
P22—O médio de 103,3° no MANEP e 105,3° no DANMEP).

O comprimento de ligacdo P22—0O8 pouco maior (1,693 A) obtido
para 0 monoester também pode ser devido a sua melhor solvatacdo em

comparacéo ao diéster (1,682 A).

Esses dados acabam por levar a conclusdo de que 0 grupo
dimetilaménio tem um alto grau de liberdade rotacional, interagindo livremente

com o solvente em ambos os casos mostrados na Figura 32.

Al17.s B 3,15

Figura 32 - Estruturas A (17) e B (3), ambas solvatadas por um agregado
com 15 moléculas de agua, calculadas em nivel HF 6-31G(d).

Com base nos dados obtidos até aqui, fica comprovado que pelos
modelos empregados nesse estudo, uma estrutura com H19 orientado
diretamente ao O8, ndo pode ser obtida, mantendo-se a estrutura calculada sem
nenhum tipo de restricdo nos seus graus de liberdade rotacionais internos.

Ficando o angulo diedral associado a esse direcionamento ao redor de 30°.
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No entanto estudos computacionais realizados com a forma
dimerizada de 17, justificados pela sua abundéncia relativa de acordo com os
espectros ESI-MS (Figuras 13 e 14 — p. 39), revelaram a estrutura mostrada na

Figura 33.

Figura 33 - Forma dimerizada do DANMEP, 17, calculada em nivel HF 6-
31G(d).

Esta estrutura, calculada em nivel HF 6-31G(d) na fase gasosa,
desperta curiosidade, tendo em vista que depois de otimizada, evidencia-se uma
simetria exata, principalmente nas ligacdes de hidrogénio intramolecular com
comprimentos de ligacdes (H19—O8) iguais a 1,762 A e nas distancias P22—
08 iguais a 1,680 A, comprimento esse que evidencia a desestabilizacdo dessa
ligacdo quando a transferéncia de proton associada a catalise acida geral

intramolecular acontece exatamente no plano.

4.7.4. O estado de transicdo do DANMEP

Conhecendo-se entdo um pouco mais sobre a estrutura do DANMEP,
0 proximo passo, foi o de tentar buscar argumentos que corroborassem com 0S
dados experimentais a fim de propor uma explicagdo para o grande efeito
catalitico envolvido nas reacdes do DANMEP, principalmente com nucledéfilos

de alta reatividade como os nucleofilos alfa.
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Por esse motivo foi realizada a busca do estado de transicdo para a
reacdo do DANMEP e a hidroxilamina, sendo que a estrutura otimizada para o

estado de transicdo é mostrada na Figura 34.

Figura 34 - Estrutura otimizada do estado de transicdo para a reacédo do
DANMEP (17) com hidroxilamina, assumindo um pre-equilibrio de
transferéncia de protons, utilizando método de calculo HF 6-31G(d) e PCM.

Preliminarmente 0 que nos chama mais atencdo é o formato
bipirdamide trigonal ou pentacoordenado assumido nesse estado, como se era
esperado para 0 esquema reacional SN2(P) proposto a partir dos dados
experimentais. Os comprimentos de ligagdo apicais de respectivamente 1,854 e
1,797 A para as ligacies O8—P22 e P22—ONH,, respectivamente, que
novamente se encontram em concordancia com as afirmacgdes formuladas a partir
dos dados experimentais na determinagdo dos parametros termodinamicos, onde
foi constatado que o grupo de saida deve ser mais afastado do centro eletrofilico

do que o grupo atacante, durante o estado de transigé&o.

E importante salientar que todas as tentativas de se encontrar
estruturas envolvendo a transferéncia de proton do oxigénio da hidroxilamina
durante o estado de transicdo ndo obtiveram convergéncia para um estado de
transicdo, mas sim sempre retornando ao estado inicial antes do ataque

nucleofilico. Esse fato leva a suposicdo de que pode existir um pré-equilibrio de
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transferéncia de préton do oxigénio da hidroxilamina, anterior a formacdo do

estado de transicdo como mostrado no Esquema 20.

(o)

\\ OH _ 3 -
Y/\ o ONH,
H3C\ +/H\ /P\ -ONH, HaC H \P/HHOH
N o) OMe Ny o \

8 HyC™™ O Ome

o)
\ o
O'\.WF"/ TTNH,

Keg
NH,OH + 17 =—— - 8 +
OMe
16

Esquema 20

Um esquema semelhante € proposto por Iché-Tarrat e
colaboradores®®™, para a hidrélise do dimetilfosfato, contudo o valor de pK, do
diéster de fosfato torna esse modelo praticamente inviavel. De fato, a constante
de acidez para dissociacdo do grupamento PO(OMe)OH do composto 16,
estabelecido cineticamente, mostrou ser consistente com um valor de pK,
equivalente a Hy = -1,93 e, este valor de pK, torna o pré-equilibrio inicial
fortemente desfavorecido. E por fim uma informacdo importante que pode ser
tirada da estrutura da Figura 34 é o perfeito alinhamento do H19 com o O8 do
grupo abandonador, ou seja, no estado de transicdo o alinhamento ao plano do
anel naftalénico pelo grupo N—H com o O8, se torna altamente necessario, 0
que mostra que existe um requerimento de estereoespecificidade para o para o

prosseguimento da reacéo.

Uma opc¢do mais plausivel para o estado de transi¢do entre DANMEP
e hidroxilamina consiste no ataque ndo da forma neutra da hidroxilamina, mas
sim da forma dipolar idnica +NH3;O-. Este modelo passa a contar com uma
transferéncia de proton durante a passagem pelo estado de transicao e, parece ser
muito mais realistico tendo em vista que, no estado de transi¢do a neutralizacao
da carga do éster de fosfato intramolecularmente promove uma redistribuicdo de
densidade de cargas que facilita a saida do grupo abandonador. A estrutura obtida

para esse estado de transicdo € mostrada na Figura 35.
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Figura 35 - Estrutura otimizada do estado de transicdo para a reacédo do
DANMEP (17) com oxido de am6nio, mostrando a transferéncia de proton
intramolecular NH2----H----OP, utilizando método de calculo HF 6-31G(d) e
PCM.

Na Figura 35, observa-se uma ligacio O8—P22 (2,008 A) muito
ténue, indicando uma aceleracdo na saida do grupo abandonador muito maior que
na formacédo da ligacdo NH,O—P22, fenbmeno esse consistente com a efetiva
catalise &cida geral intramolecular a partir do grupo vizinho dimetilaménio.
Outro efeito de grande importancia no mecanismo proposto é a transferéncia de
préton NHZ-L&-H-%-OZS, 0 qual diminui a densidade de carga negativa
sobre o oxigénio, que acarreta numa despolarizacdo da ligacdo O25—P22,
fazendo com que o fosforo perca parte de sua densidade de carga positiva, e
consequentemente diminuindo ainda mais a sua interacdo com o O8 do grupo de
saida. Esse efeito € comprovado pelo aumento de 8,3% no comprimento das
ligacbes O8—P22 comparando-se a0 modelo com pré-equilibrio mostrado na

Figuras 34.

E importante salientar que a coplanaridade do diedro C2—C1—

N13—H19, também é requerida pela estrutura apresentada na Figura 35.
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Esquema 21

A consisténcia da estrutura corrobora 0 modelo mecanistico proposto
pelo nosso grupo, que detalha a origem da alta reatividade dos chamados
nucletfilos alfa, mostrado no Esquema 15 (p. 28), levando a proposicdo do
mecanismo do Esquema 21, onde essencialmente ndo ha efeito alfa e sim uma
catalise acida geral sincronizada com o ataque do oxigénio negativamente
carregado. O mecanismo proposto € apenas valido para o caso especial da
hidroxilamina e ndo deve ser utilizado em outros nucleofilos alfa onde ndo ha

formacéo de espécies dipolares idnicas de estabilidade razoavel.

4.7.5. Possiveis intermediarios da reacdo de decomposi¢do do
DANMEP

Através de modelos de reacdo entre hidroxilamina e a estrutura 17,
foram investigadas as estabilidades estruturais dos dois possiveis intermediarios,

com ataques nucleofilicos pelo nitrogénio e oxigénio, respectivamente.

Contudo nenhuma das duas estruturas teve estabilidade na forma
pentacoordenada, preferindo ao invés, se estabilizarem na forma de fosfato e
fosforoamidato e formando DANOL 8. A partir desses dados, ndo ha como
inferir sobre a existéncia de tais intermediarios de reacdo, como ja esperado a

partir dos dados experimentais.
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5. CONCLUSOES

O diéster DANMEP foi estudado como modelo de catélise enzimatica
do tipo &cida geral intramolecular, visando compreender como a ruptura da
ligacdo O—P pode ser facilitada por um grupo dimetilamonio vizinho ao centro

reacional da molécula, na presenca de nucle6filos normais ou de nucledéfilos alfa.

Os resultados obtidos para a reacdo de hidrolise do DANMEP sdo
consistentes com um mecanismo do tipo SN2(P), tanto na regido onde a

concentracéo de HCI é maior que 1 mol.dm™, quanto na regido de pH &cido.

Na regido de pH entre 1 e 7, o DANMEP se hidrolisa numa
velocidade constante, com um fator catalitico de 2,56 x 10° a 60°C. Este efeito
estd associado a reacdo da forma ion dipolar do DANMEP, onde o grupo
dimetilaménio (pK,2 = 7,06 £ 0,06) atua como catalisador &cido geral. Na
presenca de HCI entre 1 e 12 mol.dm™, h4a um efeito catalitico significativo,
consistente com um pK,1=-1,93 + 0,12 a 60° que indica que a forma cationica

do DANMERP ¢é a espécie reativa nessa regido de elevada acidez.

Na reacdo entre alfa-nucleofilos e DANMEP, a constante de
velocidade é cerca de 70 vezes maior que a reacdo de hidrdlise. Este efeito é
resultante do efeito alfa dos nucledfilos cujo centro nucleofilico é o oxigénio.
Para 0 caso da NH,OMe, a reatividade acaba por ser comparavel a uma amina

alifatica de mesmo valor de pK,.

Os calculos realizados para investigacdo da geometria do DANMEP
realizados com a combinacdo dos modelos continuo e discreto, mostram um
diéster altamente estdvel. O comprimento da ligacdo entre o 4&tomo de fosforo e

oxigénio do grupo abandonador foi de 1,63A e, o angulo diedro C2—C1—
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N13—H19 foi de 30°, demonstrando melhor direcionamento do grupo catalitico

para uma catalise acida geral intramolecular.

A comparacdo entre as estruturas do DANMEP e MANEP, otimizadas
na presenca de 15 moléculas de agua, indicam que no caso do monoeéster, o grupo
fosforila tem uma estrutura de maior planaridade, o que deve favorecer uma

reatividade maior desse composto se comparado ao diéster.

Foi constatada a existéncia de um estado de transicdo onde a quebra
da ligacdo do grupo abandonador esta consideravelmente adiantada e had um
pequeno grau de formacédo de ligacdo com um oxido de amdnio, concomitante a
uma transferéncia de proton entre o grupo atacante e o oxianion do éster de
fosfato, numa configuracdo bipiramide trigonal. Este resultado € consistente com
0s dados cinéticos, os parametros termodinamicos e os célculos ab initio de

orbitais moleculares, todos os quais se corroboram mutuamente.

Como sugestdo para a seqléncia dos trabalhos experimentais, seria
oportuno avaliar o efeito da catalise intramolecular no composto 10-hidroxi-7,8-
benzoquinolina metilfosfato, onde a restricdo espacial é mais efetiva do que no
caso do DANMEP. E na parte computacional, é proposto o mapeamento de
cargas para validar os aspectos eletrostaticos associados ao deslocamento de
grupos abandonadores, correlacionando-0s com 0s pK,s efetivos dos mesmos e,
desta forma prever de forma teorica a reatividade de diferentes ésteres de fosfato,

submetidos a catélise acida geral intramolecular..
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ANEXO 1: Andlise por Espetrometria de Massas de solucdes de DANMEP
com diferentes nucledéfilos.
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Figura 35- Espectro da analise ESI-MS(+) da reacdo de hidrdlise do
DANMEP (1,0x10™ mol.dm™) com pH na faixa de 6 - 7, a 25°C, forca idnica
ajustada a 1,0 mol.dm™ com KCI.
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Figura 36- Espectro da analise ESI-MS(+) da reacdo entre NH,OH (0,5
mol.dm™) e DANMEP (1,0x10™ mol.dm™) com pH na faixa de 6 - 7 ajustado
com solucdo de NH,OH, a 25°C, forca idnica ajustada a 1,0 mol.dm™ com

KCI.
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Figura 37- Espectro da analise ESI-MS(+) da reac&o entre F* (0,5 mol.dm™)
e DANMEP (1,0x10” mol.dm™) com pH na faixa de 6 - 7 ajustado com

solucdo de NH,OH, a 25°C, forca i6nica ajustada a 1,0 mol.dm™ com KCI.
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ANEXO 2: Tabela com os dados utilizados nos graficos da tese.

1) Figura 17
Vsckon  PH Experimental  pH Tedrico
0,00 2,651 2,655
0,05 2,672 2,680
0,10 2,695 2,706
0,15 2,724 2,734
0,20 2,754 2,763
0,25 2,789 2,795
0,30 2,824 2,829
0,35 2,863 2,866
0,40 2,901 2,907
0,45 2,950 2,951
0,50 2,997 3,000
0,55 3,059 3,056
0,60 3,122 3,120
0,65 3,202 3,194
0,70 3,292 3,284
0,75 3,413 3,397
0,78 3,493 3,482
0,81 3,609 3,588
0,83 3,700 3,676
0,85 3,814 3,786
0,87 3,968 3,934
0,88 4,050 4,033
0,89 4,210 4,160
0,90 4,364 4,339
0,91 4,740 4,639
0,92 5,122 5,280
0,93 5,704 5,843
0,95 6,161 6,293
0,97 6,441 6,530
1,00 6,690 6,767
1,05 7,003 7,044
1,08 7,151 7,181
1,11 7,307 7,308
1,14 7,437 7,431
1,17 7,582 7,556
1,20 7,713 7,689
1,23 7,881 7,836
1,26 8,055 8,010
1,29 8,320 8,239
1,32 8,633 8,597
1,35 9,082 9,187
1,38 9,438 9,602
141 9,742 9,829
1,46 10,073 10,058
151 10,313 10,208
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2) Figura 19

pH Absorbancia
2,0 0,04520
3,0 0,04500
4,2 0,04890
5,0 0,05300
6,0 0,06054
6,1 0,06224
6,2 0,06397
6,3 0,06480
6,4 0,06921
6,5 0,07490
6,6 0,07780
6,7 0,08306
6,8 0,09098
6,9 0,10042
7,3 0,13165
74 0,14628
7,5 0,16042
7,6 0,17273
7,7 0,18646
7,8 0,19740
8,1 0,22287
8,2 0,23366
9,1 0,25406
9,6 0,25919
10,1 0,25686
11,0 0,25616
12,0 0,26164
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3) Figura 20
pH | Absorbancia
0,5 0,09529
1,0 0,07425
15 0,09648
2,0 0,08804
25 0,09634
3,0 0,08663
3,5 0,09220
4,0 0,11358
45 0,12526
5,0 0,13926
55 0,15520
6,0 0,17079
6,5 0,18764
7,0 0,22931
75 0,27939
8,0 0,29368
8,5 0,30423
9,0 0,30439
9,5 0,29582
10,0 0,30004
11,5 0,30963
12,0 0,30554
12,5 0,30677
13,0 0,31007
13,5 0,31250
4) Figura 21
pH | Absorbancia
0,5 0,15293
1,0 0,15140
15 0,15239
2,0 0,15322
2,5 0,15901
3,0 0,15842
41 0,18139
44 0,19419
4,9 0,21065
55 0,22432
6,0 0,23200
6,5 0,25493
7,1 0,30326
7,5 0,35220
8,0 0,37278
8,5 0,38276
9,0 0,38436
9,9 0,38539

Marcelo de Freitas Lima Tese de Doutorado em Quimica




103

5) Figura 22

pH DANMEP | 10g Kobs /S | pH MANEP | log ks /s™ | pH TANEP | log Ko, /5™
0,3 -5,00 0,3 -4,18 0,2 -4,02
0,6 -5,03 0,5 -4,29 0,6 -4,04
1,0 -5,05 0,8 -4,48 1,0 -4,05
1,6 -5,06 1,2 -4,65 1,6 -4,05
2,1 -5,06 15 -4,74 2,2 -4,05
2,5 -5,06 1,7 -4,76 2,8 -4,06
3,0 -5,06 1,9 -4,78 3,4 -4,08
35 -5,06 2,2 -4,76 38 -4,10
4,0 -5,06 2,5 -4,70 4.1 -4,16
45 -5,05 2,8 -4,60 4.4 -4,23
5,0 -5,05 3,0 -4,48 4.6 -4,34
55 -5,06 33 -4,35 48 -4,43
6,1 -5,09 3,7 -4,19 5,0 -4,56
6,5 -5,15 4,0 -4,03 5,2 -4,70
6,6 -5,15 4.4 -3,92 5,4 -4,92
6,8 -5,17 48 -3,87 538 -5,22
7,0 -5,27 5,2 -3,84 6,1 -5,50
7.1 -5,57 55 -3,82 6,3 -5,72
75 -5,82 6,2 -3,81 6,5 -5,94

6,7 -3,81

7,7 -3,81

8,2 -3,84

8,5 -3,86

8,8 -3,91

9,1 -3,99

93 -4,05

95 -4,12

9,6 -4,20

98 -4,30

10,0 -4,42

6) Figura 23
Concentracdo /mol.dm® | Kgps /10°s  HCl [ koys /10°s™ DCI
0,5 1,00 0,511
1,0 2,83 1,52
15 - 2,56
2,0 6,30 4,13
2,5 -- 5,33
3,0 10,7 8,59
3,5 - 12,1
4,0 17,5 24,6
5,9 - 45,9
6,0 31,8 --
8,0 43,8 54,3
10,0 42,0 48,3
12,0 31,7 39,7
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7) Figura 24

Escalas Ho/pH | log K /5™
-4,32 -2,99
-2,86 -3,05
-2,13 -3,29
-1,40 -3,65
-1,02 -3,89
-0,61 -4,15
-0,15 -4,53
0,2 -5,00
0,6 -5,03
1,0 -5,05
1,6 -5,06
2,1 -5,06
2,5 -5,06
3,0 -5,06
3,5 -5,06
4,0 -5,06
4,5 -5,05
5,0 -5,05
55 -5,06
6,1 -5,09
6,6 -5,15
6,8 -5,17
7,0 -5,27
7,1 -5,57
7,5 -5,82
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8) Figura 25
PL | Kobs /105 NH,OH/H,0 | Kgys /10™*s™ NH,OH/D,0
54 2,16 -
54 1,70 -
55 - 1,38
9,9 2,16 _
5,7 2,70 -
5,7 2,39 -
5,7 - 1,66
5,8 - 1,96
5,9 3,04 -
5,9 2,59 _
5,9 - 2,01
6,0 3,17 2,06
6,1 2,94 _
6,1 3,18 -
6,2 - 2,41
6,5 2,79 -
6,5 2,87 -
6,5 2,81 2,49
6,8 2,30 -
6,8 2,38 -
6,9 2,15 -
6,9 1,86 -
6,9 1,98 -
6,9 - 2,50
7,1 1,64 _
7,4 1,42 -
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ANEXO 3: Coordenadas cartesianas para a posi¢do dos atomos mostrados

nas Figuras de 27 a 35.

1) Figura 27 e 28A

C -1.491821 -1.105554 0.310324
C -1.393568 0.256839 -0.146461
C -0.201857 0.924295 -0.579270
C -0.221721 2.241954 -0.923953
C -1.418828 2.979888 -0.896087
C -2.583777 2.374312 -0.546313
C -2.598546 1.008056 -0.173325
0 0.947700 0.223576 -0.726941
H 0.703534 2.703335 -1.209293
H -1.403351 4.019821 -1.167953
H -3.509824 2.920529 -0.542892
C -2.694542 -1.655958 0.619345
N -0.290633 -1.939772 0.469646
H -2.759486 -2.673035 0.952553
C -3.889040 -0.905280 0.538178
C -3.834409 0.395437 0.169652
H -4.823260 -1.372182 0.790881
H -4.729667 0.989477 0.126908
H 0.526660 -1.338774 0.762678
C -0.332033 -2.899053 1.606407
C 0.091667 -2.637738 -0.788216
P 2.211089 0.297048 0.364367
0 3.318581 -0.395608 -0.542284
0 2.520289 1.689826 0.670168
0 1.786563 -0.706085 1.384829
C 4.074331 0.354607 -1.472044
H 4.842369 -0.304485 -1.851960
H 3.446327 0.685162 -2.292331
H 4.524598 1.212674 -0.992933
H 1.059638 -3.094609 -0.638627
H -0.653607 -3.388980 -1.012687
H 0.156248 -1.916961 -1.584554
H 0.679714 -3.241727 1.761360
H -0.669688 -2.380362 2.489579
H -0.974931 -3.737270 1.383449
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2) Figura 28B
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3) Figura 30 e 32A
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4) Figura 31
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5) Figura 32B

2.599983 -4.387778 0.191897
2.599983 -2.968558 0.191897
1.436927 -5.085065 0.191897
0.204963 -4.397571 0.203581
0.164730 -3.037831 0.202017
1.369398 -2.262176 0.185100
1.432908 -0.833159 0.158269
2.627451 -0.176244 0.168751
3.833732 -0.900037 0.191596
3.826198 -2.259661 0.191905
-1.144221 -2.366065 0.297100
-2.298174 -3.078376 -0.349051
-1.481020 -2.045177 1.739200
0.236669 -0.169743 0.118273
-0.175396 1.499803 -0.048905
-1.616293 1.360853 -0.735005
-0.202347 2.101509 1.433026
0.933211 2.134901 -0.999762
3.544066 -4.897867 0.189745
1.437221 -6.157315 0.191891
-0.697364 -4.970434 0.218888
2.638131 0.891122 0.119789
4.760184 -0.360033 0.192121
4_.743071 -2.816891 0.191911

-1.051097 -1.481926 -0.194093
-3.142235 -2.414809 -0.299390
-2.046355 -3.288142 -1.371587
.526639 -3.972547 0.205380
-2.429767 -1.540352 1.751733
-1.546684 -2.979185 2.274821
-0.716232 -1.420184 2.160676
-4.077078 0.300170 -1.141977
-3.814766 -0.259758 -1.866898

ITITOIITOIITOIITOIITOIITOIIOIIOIIIIIIIIIIIIIOOOTOOOZOOOOOOOOOO
I
N

-3.283040 0.684419 -0.753902
-2.365235 3.252982 2.703400
-2.666624 4.033568 2.230779
-1.650117 2.823616 2.213162
1.056758 4.589393 -2.076127
0.194242 4.963230 -2.289638
0.986447 3.696999 -1.700217
0.195819 4.876178 0.787838
0.730826 4.976245 0.003472
0.281331 3.999657 1.170604
-1.196494 2.954813 5.152010
-1.762636 3.139284 4.388843
-0.571840 3.654788 5.291953
1.793205 1.280949 -3.466794
2.208009 2.042428 -3.876567
1.526769 1.491146 -2.563751
-3.418437 0.593924 3.051342
-2.548564 0.361047 3.384147
-3.442324 1.539870 2.911067
0.174544 -0.591745 -4.428581
-0.136954 -0.354129 -5.291953
0.845168 0.042454 -4.107069

Marcelo de Freitas Lima Tese de Doutorado em Quimica




113

.551535
.586752
.873820
.570613
. 778153
.175705
-126564
-993803
-516732
.647707
.686341
-347306
.603780
.024755
.551607
. 786353
-163526
.678152

[
OCOORRFRPONWWMOUMUGIO

w

ITITOIITOIITOIITOITITOITTITOITTO

I T O s s s U U A R U S A |
WNNPPRPPRPOOONWWNREREPNREPNADID
IN

i

.708018 -1.
.760184 -0.
-417594 -0.
.214395
.251463
-644565
.508287
.157315
. 761350
-387990
.042183
.664310
.560354
.170164
-021936
-901134
.962264
.026978
.873204
.270294
-145202

126280
629253
561564

cNoNoN NoN

-1

.258282
.441922
.982219
. 712775
.730212
-014284
-2.
-1.
-2.
.497256
-1.
-1.
3.
4.
2.
-2.
-3.
-1.
-4.
-3.
-3.

307783
645347
241222

674590
252663
727953
466870
936878
330803
100030
934644
025382
393943
854048

Marcelo de Freitas Lima

Tese de Doutorado em Quimica




114

6) Figura 33
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7) Figura 34
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8) Figura 35
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