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RESUMO

Na intencdo de se construir modelos bio-inspirados baseados nas
caracteristicas de fosfoesterases, o presente trabalho relata o
desenvolvimento de novos modelos tedricos com o intuito de explicar a
eficiéncia catalitica de oximas e de fons Cu®* nas reacdes de ésteres de
fosfato, principalmente devido a sua importancia em sistemas bioldgicos
e também na degradacdo de compostos organofosforados toxicos. Nesse
sentido, as oximas mostraram ser nucletfilos muito eficientes na reacdo
com o diéster bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (BDNPP) quando realizada
em meio micelar cationico (CTABY). Essa reacdo foi descrita com éxito
utilizando-se o modelo de pseudo-fase e troca ibnica, e permitiu o ajuste
eficiente dos dados experimentais. Tendo em vista a reacdo de hidrolise
espontanea do BDNPP em pH 10, onde o tempo de reacdo pode chegar
a 40 dias, observou-se que a reacdo é acelerada significativamente e
ocorreu em apenas 9 minutos. Avaliou-se também a reacdo de hidrdlise
do triéster tris-2-piridil fosfato (2-TPP), na presenca de diferentes ions
metalicos divalentes, sendo que a reacdo realizada em meio micelar
anionico (SDS),promoveu um efeito catalitico de até 6400 vezes na
presenca de fons Cu®*, quando comparado com a reagdo feita em agua.
Salienta-se que a reacdo de hidrolise do tris-3-piridil fosfato (3-TPP)
apresentou um efeito catalitico muito inferior ao observado para o
isbmero 2-TPP, em relagdo as reagdes realizadas em agua pura. Este
resultado indicou que a posicdo do atomo de nitrogénio no anel
aromatico possui um papel fundamental como centro de coordenacdo
para os fons Cu®* no estado de transicao.

Palavras Chaves: alfa-nucleéfilo, oxima, catalise micelar, ésteres de
fosfato.






Abstract

In order to build bio-inspired models based on characteristics of
phosphoesterases, the present work reports the development of some
new theoretical models in order to explain the catalytic efficiency of
oximes and metal ions in the hydrolysis reactions of phosphate esters,
mainly due to its importance in biological systems and also in the
degradation of toxic organophosphorus compounds. Thus, oximes
proved to be very efficient nucleophiles in hydrolysis reaction with the
diester bis (2,4-dinitrophenyl) phosphate (BDNPP) when realized in a
cationic micellar medium (CTABr). This reaction was successfully
described using the pseudo-phase ion exchange model, which allowed to
fit the experimental data efficiently. Considering the spontaneous
hydrolysis reaction of BDNPP at pH 10, where the reaction time can
reach 40 days, the reaction was accelerated significantly and occurred in
stunning 9 minutes. In addition, the hydrolysis reaction of the triester
tris-2-pyridyl phosphate (2-TPP) was evaluated in the presence of
different divalent metal ions, and when an anionic micellar medium
(SDS) was used, a catalytic effect up to 6400 times in the presence of
Cu® ions was observed when compared with the same reaction in water.
The hydrolysis reaction of the tris-3-pyridyl phosphate (3-TPP) showed
a much lower catalytic effect than that observed for the isomer 2-TPP,
for the reactions in pure water. These results indicated that the position
of the nitrogen atom in the aromatic ring had a key role as a
coordinating center for the Cu®* ions in the transition state.

Keywords: alpha-nucleophile, oxime, micelar catalysis, phosphate
esters.
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1 INTRODUCAO

1.1 ESTERES DE FOSFATO

Os eésteres de fosfato estdo incluidos em uma classe de
compostos extremamente numerosos e sao classificados em trés
categorias distintas: (i) monoésteres; (ii) diésteres; e (iii) triésteres, de
acordo com o nimero de radicais alquilas e/ou arilas substituindo os
hidroxidos do acido fosférico (Figura 1). Além disso, os mono- e di-
ésteres de fosfato apresentam hidrogénios ionizaveis, o que confere aos
mesmos reatividades diferenciadas em fungio do pH.*

l RO lZRO 3R0'l
I I I
P.,,I' P'-,, _ P.,,l,
RO “OH RO “OH RO “OR
OH OR OR
Monoéster Diéster Triéster

Figura 1 — Representacdo estrutural dos ésteres de fosfato.

Com excec¢do dos triésteres, os ésteres de fosfato apresentam
uma funcdo vital nos sistemas biol6gicos e estdo presentes em alguns
processos extremamente importantes, como por exemplo, no
armazenamento e transmisso da informagdo genética (DNA e RNA),
nos processos de sinalizagdo e regulacdo da atividade celular,® bem
como no fornecimento de energia através de anidridos fosféricos
altamente energéticos, como o ATP.*®

Contudo, além de sua importancia em processos biolégicos, 0s
ésteres de fosfato apresentam diversas aplicacfes na industria. Dentre
essas aplicagBes, pode-se citar: (i) fabricacdo de plastificantes; (ii)
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utilizagio como reagentes na  preparacdo de  polimeros
organofosforados; (iii) complexantes de metais pesados e (iv) producéao
de inseticidas e compostos toxicos utilizados em armas de guerra.

Sabe-se que a importancia bioldgica dos ésteres de fosfato esta
inerentemente relacionada a alta estabilidade da ligagcdo P-O, que pode
levar milhdes de anos para ser quebrada.” Dessa forma, a solucéo
encontrada pela natureza para assegurar a perpetuacdo dos seres vivos,
deu-se pela utilizacdo dessas ligacGes para formar os fosfodiésteres
DNA e RNA. Um exemplo classico estudado por Kirby e
colaboradores, mostrou que o tempo de meia vida (ty,) para a hidrolise
espontanea do difenilfosfato é de 180 anos a 100°C.? Tal estabilidade ¢
coerente com o papel fundamental do DNA na preservacdo da
informacéo genética.

Nesse contexto, a escolha desses compostos organofosforados
para a fabricacdo de pesticidas e outros compostos toxicos, deu-se pela
relativa estabilidade da ligacdo P-O presente nos triésteres de fosfato,
tornando-os resistentes & acdo da agua, do solo e do ar, podendo assim
atingir o seu alvo sem sofrer alteracdes quimicas.

Dentre esses compostos, destacam-se 0s agentes neurotoxicos
do tipoV, bem como alguns inseticidas e pesticidas representados
estruturalmente na Figura 2.” Esses compostos sdo capazes de inibir a
acdo de algumas enzimas, principalmente a acetilcolinesterase, a qual é
responsavel pela hidrolise do neurotransmissor acetilcolina. Sendo
assim, na auséncia da acetilcolinesterase, a acetilcolina fica acumulada
nas células e pode levar a um colapso do sistema nervoso central.*

Embora muitas reagfes quimicas possam ser empregadas para
detoxificar agentes quimicos de guerra, somente algumas na pratica
podem ser utilizadas em uma neutralizagdo, sendo que estas reagdes
precisam ser simples e 0s rea?entes empregados devem ser estaveis,
baratos e de baixa massa molar.™
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Figura 2 — Representacdo estrutural dos agentes neurotdxicos tipo V e
de alguns pesticidas.

Durante a detoxificagdo do agente neurotoxico VX, por
exemplo, pode haver a formacdo do produto de hidrélise EA 2192
(acido S-(2-diisopropilaminoetil)-metilfosfonatioico), que é persistente
no meio ambiente e apresenta significativa atividade anticolinesterase,
Figura 3. Sendo assim, uma estratégia alternativa consiste no uso de
nucleodfilos mais eficientes, que produzam clivagem quantitativa da
ligacdo P-O. Dentro desta alternativa, a utilizacdo de nucledfilos
detentores do efeito alfa (discutido no item 1.3) parece constituir uma
estratégia bastante vantajosa.

o)
C,HsO ||=‘ s NR, —H© Il
2AsU—F— 2 ——— > HO—P—S NR; + produtos
| \ , | 2 p
CHs CHy
R= CH(CHj), VX EA 2192

Figura 3 — Detoxificacdo do agente neurotdxico VX.

Nesse sentido, o grupo de pesquisa do Laboratdrio de Catalise e
Fendmenos Interfaciais (LaCFI) tem um grande interesse pela quimica
dos ésteres de fosfato, principalmente no que se refere a compreensédo
dos mecanismos, da identificacdo dos intermediarios formados, e da
modelagem da estrutura do estado de transicdo (E.T.). Dentre os mais
variados sistemas estudados, este trabalho tem como pontos centrais as
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reacdes que utilizam nucledfilos detentores do efeito alfa, estudos em
meio micelar, e a hidrdlise na presenca de centros metalicos.

1.1.1 Mecanismos de Transferéncia do Grupo Fosforila

As transferéncias do grupo fosforila séo reagdes de substituicdo
nucleofilica, cujos mecanismos sdo conhecidos e podem ocorrer: (i) com
0 ataque do nucleofilo ao atomo de carbono da ligacdo P-O-C e com a
quebra da ligagdo C-O, onde o grupo fosfato é substituido pelo
nucledfilo e; (ii) com o ataque do nucleofilo sobre o d&tomo de fosforo
central, deslocando o &lcool ou alcoxido via quebra da ligagdo P-O
(Figura 4).

pt_ R-Nu
w / HO” OH
I
R—0~ \ o
if 0]
Il
. . P— + R-OH
R = Alquil, Aril <"\ "OH
q Nu on

Figura 4 — Mecanismos de transferéncia do grupo fosforila.

O mecanismo via quebra da ligachio C-O ocorre
preferencialmente em pHs mais baixos, em que o grupo de saida
formado é o acido fosférico neutro. JA em pHs mais altos, quando o
grupo fosfato do substrato possui pelo menos uma carga negativa, a
hidrélise ocorre com a quebra da ligagdo P-O, podendo seguir trés
caminhos: dissociativo, associativo e concertado.’® O mecanismo
dissociativo também conhecido como Syl para a quimica do carbono,
ocorre em duas etapas: a formacdo do ion metafosfato e o ataque do
nucledfilo sobre o ion formado na etapa anterior (Figura 5).
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Figura 5 — Formacéo do ion metafosfato.

O mecanismo associativo, conhecido como Sy2 para a quimica
do carbono, apresenta-se em duas etapas, adi¢cdo e eliminacéo.
Inicialmente, ocorre o ataque do nucleofilo sobre o 4tomo de fdsforo
tetraédrico levando a formacdo de um intermediario ou estado de
transi¢do pentacoordenado, conforme mostrado no Figura 6.

-
RO~ _P;-Nu

o / 0o \ o

1 ™~ Il

P., o ‘P"Nu + RO

\ FOR / 0

,-C’]\_ F" WNu
| ™o

Figura 6 — Ataque do nucleéfilo sobre o atomo de fésforo tetraédrico.

Uma maneira muito 0til para visualizar os mecanismos &
através do diagrama simplificado de coordenada de reacdo de More
O’Ferrall-Jencks, conforme mostrado na Figura 7. Neste diagrama,
observa-se uma coordenada na qual o progresso do ataque nucleofilico é
representado pelo eixo “distdncia P-X”, e uma segunda coordenada,
referente a eliminacdo do grupo de saida, representada pelo eixo
“distancia P-Y™’.

Observa-se que 0s mecanismos com mais de uma etapa de
reacdo seguem os caminhos que acompanham as bordas do diagrama,
enquanto que 0s mecanismos concertados seguem caminhos no interior
do diagrama. Assim, os intermediarios das reacfes que seguem 0S
caminhos pelas bordas do diagrama correspondem ao atomo de fésforo
pentacoordenado, com geometria tipo bipirdmide trigonal (ii) e a espécie
trigonal (iii) que é o ion metafosfato.

A separacdo entre esses mecanismos & somente instrucional,
pois normalmente as reacOes sdo concertadas. Geralmente, os estados de
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transicdo envolvidos nas reacOes de triésteres e diésteres fosforicos estéo
localizados entre 0 mecanismo associativo e concertado, e 0s envolvidos
nas reacGes de monoésteres estdo entre 0 mecanismo dissociativo e
concertado.

X
_ I A : N o)
Xt o*’ﬁ"“\( distancia P-X _T»\ i
= . I (o]
o ) associagio (ii) ¥
concertado
distancia P-Y
o]
9 (i) dissociagio (iv) ~
. IFI. v c x/iw,jo’ + Y
0% ™o o

Figura 7 - Diagrama simplificado de coordenada de reacdo para a
transferéncia do grupo fosforila.

Inicialmente acreditava-se que o mecanismo de hidrélise de
monoésteres de fosfato em pHs neutros ou alcalinos era puramente
dissociativo, semelhante ao tipo Sy1 para a quimica do carbono, onde a
etapa determinante da velocidade de reacdo é a formacdo do anion
instavel metafosfato (Figura 5)."" O anion metafosfato s6 existe como
espécie estavel na fase gasosa onde é surpreendentemente pouco
reativo™ e, como nunca foi identificado em meio aquoso, ha forte
discordancia em relacdo a ocorréncia do mecanismo puramente
dissociativo, principalmente depois que foi observada uma certa
dependéncia entre a constante de velocidade de reagcdo com a basicidade
dos nucledfilos, o qual indica um estado de transicdo levemente
associado.'® Além disso, a observacdo da inversdo da configuracio de
um éster quiral como 1, em vez da racemizagdo esperada para um
mecanismo do tipo Syl, tem apontado um mecanismo Earcialmente
associativo como candidato mais provavel em meio aquoso.*
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Outros estudos confirmam o mecanismo dissociativo,
principalmente quando a reacdo de transferéncia do grupo fosforila é
realizada em solventes ndo aquosos, onde o ion metafosfato passa a ser
beneficiado, devido a pequena interagdo que ele e o grupo fosfato
dianionico tem com o solvente.?* Ainda, existe a hip6tese de um pré-
equilibrio inicial, onde o préton de uma molécula de agua é transferido
para a forma dianibnica e, posteriormente, aconteceria o ataque
nucleofilico do ion hidréxido formado (Figura 8).

O O
I I

oH, o~foR HOZG "OR — ROH + HPO,
0 HO — ©-

Figura 8 — Pré-equilibrio de transferéncia de proton.

Este mecanismo envolve a transferéncia intramolecular de um
préton para o grupo de saida como mostrado no Esquema 1.% No
estado de transicdo, a transferéncia intramolecular do préton é pouco
importante em substratos com pKa(grupo de saida) mais baixos, onde a
quebra da ligagdo  P-O parece estar mais avancada. A medida que o
pKa(grupo de saida) aumenta, o comprimento da ligacdo P-O se torna
mais curto e a transferéncia do préton é antecipada até a formacdo de
um intermedidrio dipolar, no qual a decomposicao a produtos passa a ser
a etapa determinante da velocidade da reacdo.® Em geral, a
possibilidade de formacdo de um intermedidrio metafosfato ndo é
descartada, pois a hidrélise do monoénion de fenil fosfato procede com
inversdo da estereoquimica, o qual indica que ha um mecanismo
concertado ou pré-associativo que passa por um intermediario
metafosfato.
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Esquema 1

Os mecanismos de transferéncia do grupo fosforila em triésteres
e diésteres de fosfatos sdo mais associativos que em monoésteres, de
forma que tanto os nucledfilos quanto os grupos de saida ocupam as
posicdes apicais, visto que estas ligacdes sdo mais longas e labeis
(Esquema 2).
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Esquema 2

Assim, dois mecanismos de ataque sdo conhecidos: (i) o ataque
“em linha”, que ocorre quando a espécie pentacoordenada apresenta o
nucleéfilo e o grupo de saida nas posi¢Bes apicais e; (ii) o ataque
“adjacente”, em que 0 nucledfilo ataca pela face do grupo de saida e 0
intermediario formado deve rotar para deslocar o nucleéfilo para a
posi¢do equatorial e deixar o grupo de saida na posicao apical, na qual
pode sair com maior facilidade.?**

Portanto, os mecanismos de transferéncia do grupo fosforila
dificilmente seguem um caminho puramente associativo ou dissociativo,
mas um deles é favorecido dependendo de fatores como nucleofilicidade
do grupo que ataca, impedimentos eletrostaticos e estéreos, pKa do
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grupo de saida, pH do meio, entre outros. De modo geral, di- e triésteres
apresentam um mecanismo mais associativo que monoésteres de fosfato,
CuUjo mecanismo tem caracteristicas mais dissociativas.

A seguir serdo abordados alguns conceitos em relagdo as
micelas (item 1.2) e catalise micelar (item 1.2.1), de fundamental
importancia para o entendimento dos sistemas utilizados neste trabalho.

1.2 MICELAS

No ano de 1913, foi postulado que solugdes diluidas de sais de
acidos graxos formam espontineamente, segundo McBain e
colaboradores,”® agregados dinamicos chamados de micelas, Figura 9.
A agregacdo pode ocorrer de maneira cooperativa em solugdes de
compostos anfifilicos sintéticos ou naturais.

» ——> regido hidrofilica

Micela

regido hidrofdbica

Figura 9 — Representacdo de uma micela esférica.

Estes compostos, também chamados de detergentes, agentes
tensoativos ou surfactantes, possuem cadeias de hidrocarbonetos (regido
hidrofdbica) conectadas a grupos idnicos ou polares (regido hidrofilica),
sendo denominadas como moléculas anfifilicas. Ainda, dependendo da
estrutura dos grupos polares, os surfactantes podem ser classificados
como anidnicos, catidnicos, neutros ou zwiteridnicos. A porcdo apolar
desses compostos pode divergir no comprimento, na presenca de
insaturacdes e/ou consistir de duas ou mais cadeias carbonicas.?’

Além disso, uma subita mudanca nas propriedades fisicas das
soluges de surfactantes em agua pode ocorrer em um estreito limite de
concentragdes. Essa transigdo corresponde a formacdo de agregados e €
denominada como Concentracdo Micelar Critica (CMC). Quando a
solucdo consegue saturar a superficie (abaixo da CMC), as moléculas
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do surfactante buscam uma organizagdo que permita diminuir a energia
livre do sistema. E neste ponto onde ocorre a formacéo dos agregados.®®
% Gracas a essa capacidade de modificar o meio reacional, os
surfactantes podem ser utilizados em diversas areas da quimica,
permitindo a solubilizagdo de espécies insollveis, além de promover um
meio capaz de modificar a velocidade das reagées quimicas.*®

Os surfactantes normalmente utilizados sdo os que possuem
cadeia Unica, tais como o ani6nico dodecilsulfato de sddio (SDS), os
cationicos cloreto e brometo de cetiltrimetilaménio (CTACI e CTABT),
além dos surfactantes neutros e zwiteridnicos (Tabela 1).

Tabela 1 — Representacdo estrutural de algumas classes de surfactantes.

Tipo Nome Estrutura
. CTA
Cationico
Br

Anibnico SDS

Triton
X-100

Neutro

Zwiteridni | SB3-
co 12

Por fim, as micelas podem agir como “microreatores”,
concentrando ou separando os reagentes e alterando as constantes de
velocidade e constantes de equilibrio das reaces quimicas.”’ Estes
conceitos serdo abordados no item a seguir.
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1.2.1 Catalise Micelar

A busca por sistemas que mimetizam as reacGes catalisadas por
enzimas tem estimulado pesquisas recentes na area de reagdes organicas
catalisadas em meio micelar.**? Esses sistemas fornecem um meio
mais simples para estudo e compreensdo de reacGes organicas que
acontecem em sistemas biol6gicos. De maneira geral, a capacidade das
micelas de acelerar as reagdes quimicas estd intimamente relacionada
com as interacBes entre 0s substratos e 0 meio micelar, por forcas
hidrofébicas e eletrostaticas,®® sendo que esta ultima ¢é favorecida pela
presenca de reagentes ibnicos que possuam cargas opostas ao da micela,
conforme ilustrado na Figura 10.

Atragao eletrostatica/ hidrofobica

Substrato: Ester @J&:nlénlco

Figura 10 — Reacdo em meio micelar catiénico e anidnico.

Sendo assim, diversos estudos foram realizados para avaliar o
efeito da catalise micelar em reacdes envolvendo ésteres de fosfato, e
micelas catibnicas mostraram um efeito bastante significativo em
reagbes de hidrélise em meio basico.***® Por exemplo, na reagdo de
hidrélise em meio alcalino do bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (BDNPP) na
presenga do surfactante catibnico brometo de cetiltrimetilamonio
(CTABI), observou-se um aumento na constante de velocidade da
reacdo proximo a 30 vezes (pH 8), comparando com a reacdo em agua,
nas mesmas condicdes.®

Na tentativa de descrever o sistema catalitico em meio micelar,
alguns modelos foram desenvolvidos e aprimorados, sendo que o
tratamento dos dados envolve conceitos matematicos complexos com
varias variaveis utilizadas para descrever o aumento de constante de
velocidade. Um modelo bastante utilizado e que ajuda a diferenciar as
reacdes em meio aquoso e micelar, é o baseado na teoria de pseudofase
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e troca idnica (PIE),* o qual estabelece a particdo dos reagentes entre
duas pseudofases; aquosa e micelar.

Fase Micelar Fase Aquosa
Ks
Sm Sw Br + OHy
+ K +
OHmal _ on, WLK’“'
k
l 2m kaw | Br,, + OH
Produtos Produtos
Esquema 3

No Esquema 3, os termos ko € ko, representam as constantes
de velocidade de segunda ordem nas fases micelar e aquosa,
respectivamente. A distribuicdo do substrato entre a fase aquosa e a fase
micelar é dada pela constante de equilibrio Ks. Além disso, interagdes
eletrostaticas e especificas governam a troca entre os ions hidroxido e os
contra-ions da micela (neste caso, os ions brometo Br’), sendo que esta
troca idnica é representada pela constante de troca iénica Ky.

Desta forma, a teoria da pseudofase e troca ibnica nos permite
formular as equaces cinéticas para descrever as reacdes bimoleculares
em micelas aquosas.

1.3 NUCLEOFILOS COM EFEITO ALFA

Pode-se definir o efeito alfa () como sendo a reatividade
especial apresentada por uma classe de moléculas que apresentam pares
de elétrons livres no atomo adjacente ao centro nucleofilico. Em
decorréncia deste efeito, os nucleofilos alfa possuem uma reatividade
superior a dos nucletfilos normais (desprovidos de efeito alfa) que
possuem o mesmo valor de pKa. Dentre os nucleéfilos que possuem
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esse efeito estdo as hidroxilaminas, &cidos hidroxamicos, hidrazinas,
hidroperéxidos, nitritos, sulfitos e oximas,® Figura 11.

RO—NR,  o—=N—0" RO—O" O F
_ 0—=S§:
HN—NH,  R,C=N—0 :C—0" R E 0
R = H, Aril, Alqui

Figura 11 — Representacdo estrutural de alguns nucledfilos com efeito
alfa.

De maneira geral, a excepcional reatividade atribuida a esses
nucledfilos pode ser explicada de diversas formas: (i) a deficiéncia de
elétrons do 4tomo Y no estado de transicdo, Figura 12, que ocorre em
decorréncia da formacdo da ligagdo com o centro eletrofilico, €
compensada e estabilizada por ressonancia;*® (ii) o aumento da
reatividade é devido a repulsdo eletrostatica entre os elétrons do centro
nucleofilico e do atomo adjacente, o que torna o nucledfilo alfa instavel
e, como conseqiiéncia, desestabiliza o estado fundamental;*® (iii) a
transferéncia de elétrons pode estabilizar o estado de transi¢&o e torna-lo
mais adiantado, ou seja, as ligacdes entre o nucleofilo e o substrato estdo
mais avancadas no estado de transicdo que aquelas formadas pelos
nucleéfilos normais.*

O . (+) |
X—Y---S——-L X=Y---S—L
PN P

Figura 12 — Estabilizacdo do estado de transicéo.

A magnitude do efeito alfa tem sido vastamente discutida na
literatura,"** e a hidroxilamina (NH,OH) destaca-se tanto por sua
elevada reatividade, quanto, principalmente, pelo seu carater
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ambidentado. Isto é, o centro de ataque nucleofilico pode ser tanto pelo
atomo de oxigénio quanto pelo 4tomo de nitrogénio. Um exemplo da
magnitude dos efeitos observados pode ser visualizado na variacdo da
constante de velocidade de primeira ordem em fun¢édo do pH do meio,
para a reacdo do bis-(2,4-dinitrofenil) fosfato (BDNPP) com a
hidroxilamina, Figura 13.* Na regi&o entre pH = 6,5 e 10,5 a reacéo da
espécie neutra, mostra uma constante de velocidade de reacdo
independente do pH e que apresenta uma constante de velocidade 1000
vezes maior que a constante de velocidade da reacdo espontanea da
agua.

25

vso-q -
3.5 x . L

404 ‘ A

4.5 - .

. 1000 x

55 -

log k,, (s")

6.0 4 S

6.5+

7.0 4+——

—
-
-
—~
—
—

pH

Figura 13 — Grafico de log kops versus pH para o ataque nucleofilico da
NH,OH sobre 0 BDNPP (m) e da hidrolise espontinea do BDNPP a
25°C (¢).%

Apesar da grande quantidade de reagdes descritas na literatura,
0s mecanismos das reacfes de transferéncia de grupos fosforila de
mono, di- e triésteres de fosfato ainda ndo estdo totalmente esclarecidos
do ponto de vista mecanistico. Nesse sentido, com a aquisi¢do de novos
equipamentos, o grupo de pesquisa LaCFl vem contribuindo ao longo
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dos anos para a identificacdo experimental de intermediarios e produtos
de algumas dessa reag0es.

1.3.1 Reacdes de Oximas com Esteres de Fosfato

As oximas sdo compostos organicos que possuem formula geral
RR’C=NOH. Quando os grupos R e R’ representam cadeias organicas,
as oximas sdo classificadas como cetoximas, ¢ quando R ou R’
representa um atomo de hidrogénio, séo classificadas como aldoximas.
Além disso, elas podem ser encontradas sob duas formas geométricas
distintas, a forma E (isomero trans) e a forma Z (isdmero cis).*

OH OH
/ /
N N
R H R R'
Aldoxima Cetoxima
2 3

Os fons oximato sdo nucledfilos alfa muito poderosos,*® e
agentes extremamente eficientes na detoxificagdo de ésteres
organofosforados tanto in vitro como in vivo. O Esquema 4 mostra a
reacdo de formacdo e quebra da oxima fosforilada formada como
intermediario na reacdo de hidrélise catalisada por oximas.
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Esquema 4

O Esquema 4 mostra que a decomposicdo do fosfato de difenil
p-nitrofenila (PNPDPP) na presenca dos ions oximato pode ocorrer por
dois caminhos (A e B). A reacdo pode ser acompanhada pela formagéo
do produto colorido p-nitrofendxido (PNPQO’) em 400 nm (caminho A),
sendo que o caminho B, onde ocorre a formacéo do ion fenoxido (PhO
), possui pouca contribuicdo para a reacdo, ja que O grupo p-
nitrofenolato é um grupo de saida muito melhor.*’

Por serem excelentes nucledfilos, as oximas sdo consideradas
otimos agentes detoxificantes e sdo utilizadas como antidotos contra o
envenenamento por agentes neurotoxicos.*® Por exemplo, a Pralidoxima
(2PAM), um antidoto muito utilizado, possui sua forma ativa
desprotonada e reage diretamente com a enzima fosforilada,
restabelecendo o centro ativo da Acetilcolinesterase, Figura 14.

[ D
87 >Sc=n 87 >Sc=n @ OSeri
—_ —_— erina
| H  SoH | H So P RC
H3;CO (@)
Pralidoxima (2PAM) Espécie Ativa Acetilcolinesterase
Fosforilada

Figura 14 — Espécie ativa da Pralidoxima.

E importante notar que o meio reacional deve ter a capacidade
de dissolver os reagentes e promover a rea¢do desejada. Isso ndo ocorre
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com facilidade na reagdo entre fosfato de difenil p-nitrofenila
(PNPDPP) e Pralidoxima, uma vez que esses reagentes possuem
caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas, respectivamente. Portanto, em
muitos casos, as oximas em agua ndo podem degradar e realizar a
decomposicdo rapida para ésteres de compostos organofosforados
estaveis e toxicos, como o Paration e o VX.* Contudo, é conhecido na
literatura,”®>? que a velocidade das reacées entre oximas e ésteres de
fosfato é aumentada significativamente na presenca de surfactantes
catiénicos.”

Sendo assim, dependendo da solubilidade dos reagentes nas
micelas, as constantes de velocidade aumentam notavelmente acima da
CMC, chegando a um maximo e, entdo, decrescendo. Esse
comportamento pode ser explicado pelo modelo da pseudofase e troca
ibnica, que descreve uma competicdo pela interface da micela entre o
nucleéfilo oximato e os contra-fons ndo reativos do surfactante.>*> Esse
modelo sera utilizado para o estudo e os ajustes dos graficos no item
4.3.

1.4 REACOES DE ESTERES DE FOSFATO NA PRESENCA DE
IONS METALICOS

A clivagem das ligagdes em diésteres de fosfato ocorre pela
acdo enzimatica das fosfodiesterases, que aceleram a quebra destas
ligacBes por fatores superiores a 10" vezes em relagdo as reacdes néo
catalisadas.®® O interesse nessas reacdes deve passar por um
conhecimento aprofundado dos mecanismos empregados por fosfatases
e principalmente na construcdo de sistemas dotados de eficiéncia
comparavel com aquelas observadas em reagfes enzimaticas. A
estrutura simplificada do DNA, mostrada abaixo, mostra claramente que
um diester de fosfato é essencial para manter a estrutura e preservar a
informacédo que sera transmitida.
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o N =

I a N
0=P—0 )

e

Neste sentido, surge um grande interesse pelas reacGes
catalisadas por fosfatases dependentes de metais, tais como a
exonuclease 3’-5° e outras enzimas similares. Estudos experimentais e
tedricos indicam que as reagOes catalisadas por essas enzimas requerem
fortemente a presenca de ions metalicos divalentes como Mg(ll), Ca(ll),
Mn(ll), Zn(Il) e Cu(ll), os quais podem coordenar o nucleéfilo e o
substrato orientando-os.

Na Figura 15 (A), a natureza do nucledfilo ainda ndo esta
completamente estabelecida. No entanto, sugere-se que pode ser um ion
hidréxido ou uma molécula de agua da esfera de coordenacdo do ion
metalico que ataca o atomo de fosforo eletrofilico. Na Figura 15 (B), ha
um ion hidréxido coordenado ao ion metalico no sitio A que atua como
nucledfilo durante a quebra da ligacdo P-O do fosfodiéster. A expulséo
do grupo de saida pode ser auxiliada pelo metal localizado no sitio B.*

(A) (B)
o f\
AN P - il .
ROTAMO L On, Glu3s? ROH/F’ '0 Ok, Gluzsr
o. 7 7/ FA N >/
b e o 7 o0
o _ O‘""M‘- B Mg
N 5 -0 Me Ao
Y 0\( H,0 0. o 0yy
Asp355 Y Y
Asp501 Asp3s5 Asp501

Figura 15 — Representacdo simplificada da clivagem do DNA pela a(;ao
da enzima exonuclease 3’-5: (A) mclumdo um centro metalico M**
(B) incluindo dois centros metélicos (Ma>" e Mg*).
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Os modelos s&o baseados nos ésteres de fosfato derivados da 2-
hidroxipiridina (1), os quais, por serem estruturalmente mais simples,
possibilitam um estudo detalhado das caracteristicas das reacfes de
hidrélise em diferentes condicdes experimentais.

ﬁ = _CH20H3 (43)
P—
o~ \oé)R N=
\ / (4b)
NZ |
N o
Y (40)
&) \ /\X
X =NO,

Esses ésteres de fosfato apresentam um atomo de nitrogénio
piridinico e atomos de oxigénio no fosfato que podem formar um sitio
para a coordenacdo de ions metalicos, que por sua vez auxiliam na
hidrélise dos ésteres. Além disso, 0s ésteres assimétricos (4c¢) permitem
uma andlise mais aprofundada do mecanismo de catalise, sendo que de
acordo com a natureza do ion metalico ou do grupo de saida, apresenta
caminhos diferenciados para a quebra da liga¢do P-O (Figura 16).

(M) (ii)
Q
,,'P
[
(o]
=
B |
X \R
X

Figura 16 — Modelos propostos para o ataque nucleofilico da agua ou
fon hidréxido (Nu:) na reacéo de hidrélise dos ésteres de fosfato (4c).*°
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Na Figura 16 (i), o nucledfilo esti coordenado ao ion metalico
e 0 ataque nucleofilico em linha ao atomo de fosforo leva a quebra da
ligacdo P-O do fenol. Em (ii), o ataque de um nucleéfilo ndo
coordenado leva a quebra da ligacdo P-O da 2-hidroxipiridina.

Estes dois caminhos possiveis para a quebra da ligagdo P-O sao
relevantes para uma melhor compreensdo dos mecanismos usados por
enzimas de restricdo. Essas endonucleases sitio especificas séo
dependentes de metais e clivam as ligacGes presentes nos ésteres de
fosfato do DNA nas posigdes P-O5’ ou P-O3’. Esta regiosseletividade
ocorre porque a clivagem da ligacdo P-O é controlada pela conformacéo
assumida pelo grupo de saida durante o ataque do nucledfilo.®
Exemplos de modelos enzimaticos com tais caracteristicas ndo sdo
atualmente conhecidos, mas os substratos derivados da 2-hidroxipiridina
podem satisfazer tais condicoes.
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2 OBJETIVOS
Objetivo Geral

De acordo com o interesse do grupo de pesquisa LaCFl, esta
dissertacdo de mestrado visa a construcdo de modelos bioinspirados nas
caracteristicas de fosfoesterases. O objetivo geral desta proposta €
desenvolver novos modelos tedricos para explicar a eficiéncia catalitica
de nucledfilos e de ions metalicos nas reagdes com ésteres de fosfato.

Objetivos Especificos

As metas especificas que foram utilizadas para atingir o
objetivo geral deste trabalho foram divididas em duas partes: (i) catalise
nucleofilica e (ii) catalise por ions metalicos:

|. Catélise Nucleofilica

e Avaliar as reacdes das oximas 5 e 6 (estruturas no item 3.1)
com o diéster BDNPP na presenca e auséncia do surfactante
brometo de cetiltrimetilaménio (CTABT).

e Variar a concentracdo do surfactante e aplicar o modelo de
pseudofase e troca ibnica;

o,N NO
: o ? % = CTABr NO;
l! - =
NOH
oo ~ o
o R -
NO, NO, N

° NO,
BDNPP Oxima (R =F ou Cl) DNP
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I1. Catalise por fons Cu*

e Estudar as reacGes de hidrolise do triéster tris-2-piridil fosfato
(2-TPP), na presenca e auséncia do surfactante dodecilsulfato
de sédio (SDS), com foco nas reaces na presenca de fons Cu**

e Variar a concentracdo do surfactante SDS na presenca e
auséncia de fons Cu?®*

N=
o /
P‘O/Q -sus P"O
H,0, o
2.7PP _ 2-piridona (294 nm) 2.pPP

e Sintetizar e estudar a reacdo de hidrdlise do composto tris-3-
piridil fosfato (3-TPP), com a finalidade de avaliar a questao
estrutural do substrato com relagdo & posi¢do do atomo de
nitrogénio como possivel centro de coordenagdo dos fons Cu®*
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 REAGENTES

Os ésteres bis(2,4-dinitrofenil)fosfato (BDNPP) e o tris-2-
piridil fosfato (2-TPP), foram obtidos por métodos descritos na
literatura® ' e disponibilizados no Laboratério de Catalise e
Fendmenos Interfaciais.

As oximas 5 e 6 (estruturas abaixo, pf = 135°C e 140°C) sdo
substancias inéditas sintetizadas e disponibilizadas pelo Prof. Angelo da
Cunha Pinto, professor do Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e, foram utilizadas sem tratamento
prévio.

NOH F.
O\ /E \Q\ /ENOH
Cl N o N (0]
H H

5 6

Os sais CuSO, (Vetec, 98%), ZnCl, (Vetec, 99%), MgCl,
(Vetec, 99%) e CaCl, (Vetec, 99%) foram desidratados sob baixa
pressdo em forno de aguecimento e armazenados em dessecador, sob
vacuo, na presenca de silica gel previamente ativada. Os surfactantes
brometo de cetiltrimetilaménio (CTABr, 99%) e dodecilsulfato de
sodio (SDS, 98%o), foram obtidos comercialmente pela Aldrich.

3.2 SINTESE DO TRIS-3-PIRIDIL FOSFATO (3-TPP)

A sintese do tris-3-piridil fosfato (3-TPP) foi realizada com o
auxilio do doutorando Pedro Oliveira, seguindo um método analogo ao
triéster tris-2-piridil fosfato (2-TPP) ja descrito na literatura.>® Porém,
nesse caso, utilizou-se como reagente de partida a 3-hidroxipiridina
(Sigma Aldrich) e a pureza do produto de reacdo foi confirmada
comparando-se os espectros de RMN com os do 2-TPP.
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3.3 MEDIDAS CINETICAS

Os estudos cinéticos foram realizados em espectrofotémetros de
UV/Vis Cary 50 e HP5483, com sistema de aquisicdo de dados Cary
WinUV 3.00. As reacdes foram iniciadas com a adicdo de aliquotas das
solugdes estoque (10 pL, BDNPP) ¢ (30 uL, 2-TPP e 3-TPP) a 3 mL da
mistura reacional tamponada, em cubetas de quartzo com 1,0 cm de
caminho ¢&tico. As solugbes estoque foram mantidas no freezer em
CH3CN, sendo 1,33x10° M no caso do BDNPP e 5x10° M, para 0s
substratos 2-TPP e 3-TPP.

Os pHs das medidas cinéticas foram mantidos com o0s seguintes
tampdes: 4&cido cloroacético (CICH,COOH, pH 2,00-3,00); acido
acético (CH3sCOOH, pH 4,00-5,50); acido 2-morfolinoetanosulfénico
(MES) (CgH13NO,4S, pH 6,00-7,00) e bicarbonato de sédio (NaHCOs,
pH 10). As medidas de pH foram realizadas em um pHmetro digital
Hanna, calibrado com solucGes padrdes pHs 4,00, 7,00 e 10,00 (Carlo
Erba).

As reacdes foram monitoradas por no minimo trés tempos de
meia-vida e as constantes de velocidade observadas (kq,s) foram
calculadas a partir da variacdo de absorbancia em fungédo do tempo, sob
condicdes cinéticas de primeira ordem, de acordo com a Equacéo 1.%

A=Ay e ™) (1)

Onde A; é a absorbancia medida em cada tempo (t), Aq é a
mudanga total de absorbancia na reagéo e k é a constante de velocidade.
As regressdes ndo-lineares foram realizadas com o programa de
computacdo ORIGIN Versdo 8.0, utilizando o algoritmo de Levenberg-
Marquardt para encontrar o minimo da soma dos quadrados.

3.4 TITULAGCOES ESPECTROFOTOMETRICAS

A técnica da titulacdo espectrofotométrica foi realizada
utilizando o pHmetro Hanna e um espectrofotémetro de UV/Vis modelo
HP5483, e permitiu estudar os equilibrios de desprotonagéo das oximas
5 e 6. Um conjunto de medidas foram obtidas para acompanhar a
variacdo espectral das diferentes espécies em funcdo do pH, em uma
cubeta de quartzo de 1,00 cm de caminho 6Gtico, apds a adicdo de
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microlitros de KOH (1 M) a uma soluc¢éo estoque de 50 mL contendo as
oximas (4x10* M, 25°C em 4gua).

3.5 MEDIDAS DE ELETROFORESE CAPILAR

Os experimentos de eletroforese capilar foram realizados pelo
mestrando Daniel Spudeit, sob a orientacdo do Prof. Gustavo Micke. Os
experimentos foram realizados em um sistema Agilent CE®® com
detector de arranjo de diodos. As amostras foram introduzidas por
injecdo hidrodindmica de 50mbar/5s e, como coluna, foi utilizado um
capilar de silica fundida (Polymicro Technologies) com comprimento
total de 48,5 cm e 40 cm do ponto de injecdo até o detector. A
temperatura foi mantida a 25°C e o sistema foi operado com polaridade
invertida, -30kV. O tempo de migracdo da micela CTABr foi obtido a
partir do tempo de migragdo do pireno tyeno (1 MM) e 0 tempo de
migracgdo do fluxo eletrosmético pelo tempo de migracéo da acetona togm
(0,1%).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 REACOES DE OXIMAS COM ESTERES DE FOSFATO

4.1.1 Titulacdo Espectrofotométrica das Oximas 5 e 6

Como etapa prévia as medidas cinéticas, & necessario saber
como as concentracdes das diferentes espécies de uma solucdo variam
de acordo com o pH. Para isso, foram realizadas as titulacdes
espectrofotométricas das oximas 5 e 6 na presenca de CTABr (0,01 M),
tendo em vista que os equilibrios de ionizacdo definem espécies ibnicas
gue possuem reatividades diferentes. Esta titulacéo foi facilitada porque
0s espectros de absorcdo das espécies protonadas e desprotonadas séo
suficientemente  diferentes para permitir o uso do método
espectrofotométrico com a finalidade de determinar os valores aparentes
de pKa das oximas, em meio micelar. A constante de dissociacdo acida
das oximas estudadas esta descrita no equilibrio acido-base mostrado no
Esquema 5.

I N /NOH Ky l N /NO .
R_| R_| + H
= N [0} = N (o]
H H

R =m-Cl
Oxima Oximato R =p-F

Esquema 5

A titulacdo foi realizada acompanhando-se o consumo das
espécies protonadas das oximas 5 e 6 na regido espectral com Amax
préximo a 220 nm, e pela formacdo das espécies desprotonadas na
regido de 282 nm. Os espectros de absorbancia em funcdo do
comprimento de onda e do pH, sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17 — Espectros para determinacdo de pKa das oximas 5 (A) e 6
(B),a 25°C e (1x10™M) para cada oxima, em agua.

Os dados experimentais de absorbéncia em fungdo do pH estdo
mostrados na Figura 17 e foram tratados teoricamente utilizando o
programa ORIGIN 8.0 e a Equacdo 2. Onde Absoxs € Absoy
representam, respectivamente, as absorbancias das oximas nas formas
protonadas e desprotonadas, e K, representa a constante de dissociacdo
acida.

[H

Abs = (‘thDxH % m} + [,ﬂlbsm— ¥

Kﬂ.
LH+]+Hﬂ]
)
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O ajuste tedrico obtido forneceu os valores aparentes de pK,
para as oximas em meio micelar. E importante esclarecer que os valores
foram considerados como aparentes porque em solugdes de CTABT, 0
pH na superficie da micela é diferente daquele medido pelo pHmetro,
que reflete a concentracdo hidrogenidnica na fase aquosa. Assim, 0s
valores obtidos s¢ao importantes para poder examinar os dados cinéticos
e possuem apenas valor comparativo. Os valores obtidos para a Oxima
5 (pKy = 9,19 = 0,01) e Oxima 6 (pKy = 9,13 £ 0,01) séo
consideravelmente inferiores aos valores encontrados na literatura para
oximas similares (pK, ~ 15),%® provavelmente devido a deslocalizacéo
de elétrons pelo anel aromatico juntamente com o grupo carbonila, que
ajudam a estabilizar a carga negativa do &nion gerado e, pela
concentracdo de ion hidréxido na superficie micelar.

Como pode ser observado nas Figuras 18 e 19, as mudancas de
absorbancia sdo extremamente significativas para ambas oximas e, na
presenca de micelas catibnicas hd uma fracdo significativa da espécie
monoanidnica em valores de pH na faixa entre 8 e 10, em ambos casos.
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Figura 18 (A) Dados experimentais da titulacdo espectrofotométrica da
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Figura 19 (C) Dados experimentais da titulagdo espectrofotométrica da
oxima 6 1x10™ M; e (D) distribuicBes de espécies neutra e ionizada da
oxima 6 em fungéo do pH, & 25°C.

4.2 DETERMINAGCAO DAS CONSTANTES DE INCORPORACAO
DAS OXIMAS 5 E 6 EM MICELAS CATIONICAS POR
ELETROFORESE CAPILAR

Com o objetivo de auxiliar nos estudos cinéticos realizados em
meio micelar, a técnica de eletroforese capilar foi utilizada porque
possibilita calcular as constantes de associacdo de moléculas em
micelas. Nesse sentido, com a quantificagdo das constantes Ky
(referente as oximas 5 e 6) e Kg (referente ao substrato BDNPP), é
possivel avaliar se a incorporacdo dos reagentes na micela é favoravel.

Com base na diferenga de mobilidade eletroforética, os solutos
podem ser separados quando se aplica um campo elétrico. Sendo assim,
com os dados do efeito da concentracdo micelar nos tempos de retencédo
da substdncia de interesse (t) e possivel avaliar as constantes de
associacdo do substrato com a micela (Equagdo 3). Assim, esta técnica
permite medir de forma direta a constante de incorporacdo K, que
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descreve a associacdo do substrato com a micela e, que sera aqui
denominada de constante de Langmuir.

[tr' tn] _ kxKpxcC

[tm-tn]_ 1+ K xC 3)

Nesta equacdo, como compostos de referéncia sao utilizados um
soluto que ndo é retido, no caso acetona (tp); um soluto que é totalmente
retido, no caso o pireno (ty). O termo C representa a concentracdo de
surfactante micelizado e k uma constante de proporcionalidade.
Utilizando os dados experimentais, é possivel calcular a isoterma de
adsorcao® que descreve a ligagdo do substrato na micela.

Os dados experimentais obtidos utilizando a micela catidnica
(CTABT). Tanto para BDNPP como para os nucleéfilos (oxima 5 e 6),
0s experimentos em meio micelar catiénico (CTABr), mostram que 0s
valores de Kgpner, Ko € Koxi S80 muito elevados. Isto pode ser
verificado porque os dados experimentais para o tempo de retencdo do
analito de interesse foram constantes, Figura 20, e iguais ao tempo de
retencdo do pireno.

Este resultado indica que esses compostos possuem atracdes
hidrofdbicas e eletrostaticas muito fortes, e para efeito do ajuste
eficiente dos graficos do item 4.3, para todas as constantes Kgpnee, Koxi
e Koy foram atribuidos valores elevados e préximos a 1000.



51

2,04

[=1
1
[ ]

(tf-tU)'r(tlﬂ-t U)

e
o
L

0,0+

BDNPP, oximas l e Il

0,01

0,02

O,IOS I 0,04 0,05
[CTABM. M

Figura 20 — Incorporagdo de BDNPP e oximas 5 e 6 (2x10* M) em
CTABr - pH 10, dados a 25°C.

4.3 ESTUDOS CINETICOS DA REACAO DO BDNPP COM AS
OXIMAS 5 E 6 EM MEIO MICELAR CATIONICO (CTABY)

As reacOes entre BDNPP e as oximas 5 e 6 foram monitoradas
utilizando-se a técnica de espectroscopia de UV/Vis, onde um conjunto
de espectros sucessivos permitiu verificar a formacdo do produto de
reacdo 2,4-dinitrofenolato (DNP) em 360 nm, Figura 21 (A). As
reacdes mostram um comportamento tipico de reacGes de primeira
ordem em relag¢do ao substrato organico, conforme ilustrado na Figura

21 (B).
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Figura 21 — (A) Espectros sucessivos tipicos de UV-Vis para a hidrolise
do BDNPP (1,33x10™) M, na presenca da oxima 5 (5x10° M) a 25°C,
pH =10 e pn = 1,0 M (KCl); (B) Gréfico de absorvancia em fun¢éo do
tempo de reacdo em Az = 360 NM para a cinética ilustrada na Figura 21
(A).

Nas reacOes estudadas entre BDNPP e as oximas 5 e 6, 0 Gnico
produto detectado foi o 2,4-dinitrofenolato (DNP), conforme ilustrado
no Esquema 6.
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Esquema 6

Como de fato as estruturas do BDNPP e das oximas 5 e 6
apresentam caracteristicas bastante hidrofobicas, existe um potencial
razoavelmente grande de sucesso na aplicagdo de catalise micelar para
essas reacOes. Sendo assim, avaliou-se o efeito da concentracdo do
surfactante catidnico brometo de cetiltrimetilaménio (CTABY) sobre as
constantes de velocidade observadas (Kos), para a reacéo entre BDNPP
e as oximas 5 e 6 em pH 10. A escolha do pH esta relacionada com o
fato de que em valores alcalinos de pH, ha uma maior concentracdo da
forma monoanidnica, que é considerada a espécie reativa nestes tipos de
reacOes (ver Figuras 18 e 19). Ainda, neste valor de pH, tanto as oximas
guanto o BDNPP ligam-se fortemente as micelas cati6nicas, conforme
verificado nos experimentos de eletroforese capilar (Figura 20).

Para as duas oximas estudadas, a dependéncia da constante de
velocidade em fungdo da concentragdo de surfactante € semelhante e,
observa-se que os valores de kops aumentaram ligeiramente abaixo da
CMC do CTABr (CMCcragr = 9x10™ M),* passando por um méximo
e, em seguida, decrescendo (Figura 22). E importante destacar que
essas reagOes na auséncia de micelas ndo foram realizadas, devido a
baixa solubilidade das oximas em meio aquoso.
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Figura 22 — Efeito da concentragdo de CTABr na constante de
velocidade observada (ko) para a reacdo do BDNPP com: (A) oxima 5
(5x10™ M); e (B) oxima 6, a 25°C, pH 10 e 1,33x10™ M de BDNPP.



55

Tendo em vista a reacdo de hidrolise espontanea do BDNPP em
pH 10 encontrada na literatura® (perfil de pH mostrado na introduc&o,
item 1.3), onde o tempo de reacdo pode chegar a 40 dias, observa-se que
a reacdo é acelerada significativamente e passa a acontecer em apenas 9
minutos. Este efeito representa um aumento em torno de 10° vezes na
velocidade da reacdo, o qual é extremamente significativo e tipico de
nucledfilos com efeito alfa em meio micelar catidnico.®® O efeito mostra
a importancia da catdlise micelar neste tipo de reacGes, onde os
reagentes anidnicos sdo concentrados em um reator positivamente
carregado.

Com a finalidade de se investigar em detalhe a catalise micelar
observada, foi aplicado o modelo da pseudofase e troca idnica,?”
representado no Esquema 7. Nesse caso, considera-se que 0 BDNPP e
as oximas 5 e 6 permanecem em equilibrio dindmico entre a fase aquosa
(BDNPP,,, Oxima,,) e micelar (BDNPP,,, Oxima,). Esse equilibrio &
representado pelas constantes Kgpnep (BDNPP) e pelo termo Ky
(representando Koy € Koy para as oximas 5 e 6), sendo que estas
constantes foram estimadas pela técnica de eletroforese capilar. Como as
reacdes dessas espécies ocorrem tanto na fase aquosa quanto na fase
micelar, as constantes de velocidade para cada fase sdo representadas
pelas constantes Ky, € knm, respectivamente.

De maneira similar, as reacfes que envolvem as reacdes dos
fons hidroxido (OH) com o BDNPP, sdo definidas pelas constantes ko,
(fase micelar) e ky, (fase aquosa). Por fim, a constante K,, determina a
troca entre os ions hidréxido (OH") e ions brometo (Br’) na fase micelar
e aquosa.

Produtos Produtos
k2w kZm
Br, * OH, Ky | = OH, * Brp
+
H Ks y
iPseudofase BDNPE:JW I BDNPPm Pseudofase !
Aquosa Micelar
+ Kn ¥
Oxima,, <~——7 —— Oxima,
kl‘lW knm
Produtos Produtos

Esquema 7
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De acordo com o modelo ilustrado no Esquema 7, é possivel
deduzir as Equacbes 4 até 12. A Equacdo 4 mostra a contribuicdo de
duas espécies: (i) ions hidroxidos, dados pelos termos que estdo
multiplicados pela sua concentracdo total ([OH]y) e (ii) oximas, de
acordo com os termos que estdo multiplicados pela sua concentracéo
total (Joxima]y).

k:. — kn. N
Kons = (k:w?{m‘xah‘w + i - ?fsm?fah‘m)x[OH I+ (knw}fm‘l’nw + V. X“C X:m?fnm)x[o-“ma]r
€z M d

Mx

Como essas reagdes podem ocorrem tanto na fase aquosa (Ko,
Knw) como na fase micelar (kom, Knm), deve-se considerar em cada uma
dessas fases as concentracdes de hidroxido e oxima.

A fracdo molar de ions hidroxido (OH’) na micela e na agua é
expressada pelas Equagdes 5-7, considerando a troca ionica (Ky) com
0s ions brometo (Br);

[OH )

Xowm = [CH 1 (5) Xomw =1~ Xoum
(6)

[OH7), [677]m

OF 1 =Koy ¥ =53, ()

A fragcdo molar de substrato BDNPP na micela e na agua pode
ser expressada pelas EquacBes 8-9, onde K corresponde a constante
Kennee.

_ KsCq
Lem = TH s C, ©) Xsw = 1= Xem (9)

Finalmente as fracbes molares do nucleéfilo (Oxima) sdo
descritas pelas Equacgfes 10-12, onde Ky representa as oximas 5 e 6.

KnCq

Arm = T¥KnCa (10)
Anw = 1- Anm (11)
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Kq

N = T,

12

Os parametros cinéticos calculados pelos ajustes da Figura 22
estdo apresentados na Tabela 2, onde as constantes Vy (volume molar
da micela), o (dissociagdo micelar), CMC e Kyxy foram obtidas da
literatura e Kg e Ky foram estimados por eletroforese capilar.

Tabela 2 — Parametros cinéticos obtidos pelo ajuste dos dados da Figura
22, para as reacfes do BDNPP com as oximas 5 e 6 na presenca de
CTABr.®

Parametros oximab5 oxima 6
o’ 0,25 0,25
Ky 0,09 0,09
Vv, M*° 0,39 0,39
CMC,M° 9x10™ 9 x10™
pK, ¢ 9,19+0,004 9,13+0,005
K, > 1079 > 1025
Ky © > 1070 > 1024
Kom, M-s71€ 5,00 x 107 5,00 x 10™
Kow, M5 ® 1,00 x 10 1,00 x 10
Ko, M5 2,34x 107+ 3,32x10° +
(6,89x10™) (5,01x10™)
Kow, M5 56,77 + (1,58) 70,18 + (0,99)

® Ajustes pelas Equacdes 4-12, considerando o Esquema 7. °
Constantes intrinsecas para o CTABr, obtidas da literatura.®® °
Estimados por eletroforese capilar. © Determinados por titulagdo
espectrofotométrica. ® Obtidos da reacdo do BDNPP em meio basico
(pH 10), na presenca e auséncia de CTABT.

De acordo com a andlise dos parametros calculados pelos
ajustes dos graficos apresentados na Figura 22, e apresentados na
Tabela 2, pode-se afirmar que: (i) as constantes V,, CMC, Kxy, a, Ks,
Ky € pKa estdo de acordo com o modelo proposto e com os valores
determinados pelas técnicas utilizadas; (ii) a relagdo Koy > Koy € Kny >

kem é familiar para as reacdes catalisadas por micelas,®® e sua
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interpretacdo ainda necessita de estudos mais detalhados. Apesar disso,
0s demais parametros evidenciam que o modelo da pseudofase com
troca ibnica descreve com precisdo as reac@es aqui estudadas.

4.4 ESTUDOS CINETICOS DAS HIDROLISES DO 2-TPP E 3-TPP
NA PRESENCA DE IONS Cu* EM MEIO MICELAR
ANIONICO

Assim como no item 4.3, as rea¢des de hidrélise do 2-TPP na
presenca de ions metalicos podem ser monitoradas por espectroscopia
de UV/Vis, seguindo a formacdo da 2-piridona, em 294 nm, Figura 23
(A). A reacdo estd descrita no Esquema 8, e apresenta um
comportamento tipico de primeira ordem em relacdo ao substrato
organico, conforme ilustrado na Figura 23 (B).
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Figura 23 — (A) Espectros sucessivos de UV-Vis. (B) Gréafico de
absorvancia em fungdo do tempo de reagdo em Amsx = 294 nm. Dados
para a reagdo entre 2-TPP (5,0x10™° M) e Cu** (3x10™* M) a 25°C e pH =
6.

Conforme discutido no item 1.1, as reacGes de hidrdlise
de compostos organofosforados tem recebido muita atengdo, nédo
somente pelas possiveis implicacdes biologicas das reacbes de
transferéncia do grupo fosforila, mas também pelo seu alto grau de
toxicidade.®® Sendo assim, neste trabalho é reportado um modelo que
apresenta um aumento excepcional na velocidade de degradacéo de um
triéster de fosfato neutro.

A reacdo de hidrdlise do 2-TPP foi estudada detalhadamente na
auséncia de metais e os dados estdo reportados na literatura.”® Entre os
fons divalentes (Cu?*, Zn**, Mg®* e Ca®") que foram avaliados na reagdo
de hidrélise do tris-2-piridil fosfato (2-TPP), somente os fons Cu?*
promoveram um aumento significativo das constantes de velocidade das
reacOes e, assim, tiveram uma atencdo especial neste trabalho (Figura
24).



60

04 =
1 ]
L]
'Y}
8-2_ At "
2 AW
s A i
D 34 A
—_ * n
] *
44 [ ]
] " .,
5
T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
pH

Figura 24 — Variacdo de ko, em fungdo do pH para a hidrolise do 2-
TPP (5x10™° M) em : H,0 (m)*; Cu?*, 3x10™ M (A ); SDS, 8x10™° M (e)
e SDS + Cu®* (), & 25°C.

De acordo com os dados na Figura 24, a presenca dos ions
Cu*" (3x10™ M) promovem um aumento na velocidade da reagdo de até
47 vezes, quando comparadas com a rea%éo em agua, em pH 6. Além
disso, o gréfico evidencia que os fons Cu“" atingem um patamar com o
aumento do pH, sendo que para valores de pHs maiores do que 6, as
reacdes ndo foram possiveis de ser acompanhadas devido a precipitacao
de hidroxidos de Cu®".

O efeito observado pode ser explicado pela presenca das
espécies em equilibrio Cu(H,0),** e Cu(OH)(H,0);" (Equacdo 13),
onde K, representa a constante de dissociacdo acida da espécie metélica
hidratada. Os complexos formados facilitam a dissociaco &cida da
agua, formando uma espécie contendo OH™ coordenado ao centro
metélico. Assim, existe a possibilidade de OH e Cu®* atuar de maneira
simultanea na atividade catalitica observada.®
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(13)

Nesse contexto, utilizando um mecanismo para um sistema
analogo reportado na literatura,®* onde o autor utilizou fons Co*" como
catalisador, 0 mecanismo da reacdo pode passar por um pré-equilibrio
de complexacéo entre o 2-TPP (1) e os fons Cu®* (1:Cu?"), o qual esta
representado pela constante (K¢q), sendo logo seguido pela reagdo com
H,0 e/ou OH" (k.), formando os produtos e regenerando o catalisador,
conforme ilustrado no Esquema 9.

IS =
Keq
= P=0 + Cu® = P—o0:Cu**
N g N 0]
m 3 (1:cuth
o]
\ o
kL'ilI
H,0/0H = — HN
N" o \ /
Esquema 9

O efeito catalitico observado no perfil de pH da Figura 24
torna-se ainda mais surpreendente quando a reacdo de hidrélise do 2-
TPP na presenca de fons Cu* é realizada em meio micelar, utilizando o
surfactante aniénico SDS. A Figura 25 mostra a incorporacdo de TPP
no surfactante aniénico SDS, acompanhada por eletroforese capilar e
que permite calcular um valor de constante de incorporacdo para o
substrato 2-TPP (K,.tpp = 101). Conforme mostrado na Figura 25, para
valores de [SDS] > 0.03 M, basicamente todo o substrato organico esta
concentrado na micela.
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Figura 25 — Isoterma de Langmuir para a incorporacdo de 2-TPP (2x10°
* M) em SDS, pH 6, dados a 25°C.

Sendo assim, surge o interesse em avaliar o efeito da
concentracdo da micela anidnica dodecilsulfato de sddio (SDS) sobre as
constantes de velocidade observadas (Kqps), para a reagéo entre 2-TPP na
auséncia e presenca de fons Cu*, em pH 6. Os dados da Figura 26
mostram que, para a reacdo em meio micelar na presenca de fons Cu®*,
os valores de kops aumentaram significativa para concentragdes de
surfactante maiores que 0,005M, sugerindo que a CMC operacional do
SDézseja menor que o valor em &gua, sem aditivos (CMCgps = 8x107
M).
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Figura 26 - Perfil de concentragdo para a hidrélise do 2-TPP (5x10°° M)
em : SDS (o) e SDS + Cu®* (3x10™ M) (m), 2 25°C ¢ pH 6.

A seguir, a constante de velocidade passa por um maximo e, em
seguida, decresce. Com base nos dados da Figura 26, o aumento da
velocidade da reacdo pode chegar a 6400 vezes, em pH 6 (Tabela 3).
Em outra palavras, isso significa dizer que a rea¢do de decomposicdo do
2-TPP, que em 4gua pode levar até 27 horas para acontecer, ocorre em
apenas 15 segundos na presenca de 3x10™ M fons Cu** em meio micelar
anidnico (SDS). Vale ressaltar que, o efeito da concentracdo de SDS na
auséncia de fons Cu®*, é praticamente desprezivel quando comparado ao
sistema na presenca de Cu®".
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Tabela 3 — Efeito da catalise micelar para a reacdo de hidrdlise do 2-
TPP na presenca de fons Cu?* em pH 6, & 25°C.

Meio Reacional Kobs (5™) Kobs/Ko
H,0 (Ko) 3,49x10” -
SDS 2,15x10™ 6
cu® 1,64x10° 47

SDS + Cu** 0,226 6480

A catalise observada nesse sistema provavelmente surge de
multiplos efeitos: (i) a caracteristica hidrofébica do substrato (2-TPP)
faz com que ele se aproxime da superficie da micela, onde o nucledfilo
H,O ou OH" do complexo Cu(OH)(H,0);" esta localizado, simulando
uma reacdo intramolecular muito rapida;” (ii) as moléculas de agua
quando ligadas aos fons Cu?* apresentam um valor de pKa bem menor
do que o normal, desse modo o 4&tomo de oxigénio estd mais livre para
reagir em valores de pHs proximos da neutralidade; (iii) a afinidade do
grupo P=0O pelos fons Cu?* promovem a polarizagdo da ligacéo,™
tornando o 4tomo de P mais eletrofilico.

Em seguida, para avaliar a natureza do substrato com relagdo ao
possivel centro de coordenacéo dos fons Cu®*, realizou-se a reacéo de
hidrélise do 3-TPP, um isémero do 2-TPP, onde a diferenca encontra-
se somente na posi¢do do &tomo de nitrogénio, de acordo com o
Esquema 10.

N N
— s
o_ P o_ PO
S ~ ~g7
| "o\ _J @ - ~ O o\
=~ = . | ' Q
/ \ H,0, Cu®* N/ / \
3-TPP N— 3-hidroxipiridina N=— 3-DPpP
Esquema 10

Para essa reacdo em particular, observou-se um aumento de
apenas 50 vezes na velocidade da reacdo em meio micelar na presenca
de Cu®*, quando comparada com a reacdo em &gua para 0 Mesmo
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substrato (3-TPP, Tabela 4). Esse aumento é muito inferior ao obtido
na reacdo de hidrélise do 2-TPP, nas mesmas condi¢des. Uma vez que
os fons Cu®* ndo apresentam um efeito catalitico significativo para a
hidrolise do 3-TPP, propde-se que o complexo formado no estado
fundamental da reacdo de hidrélise do 2-TPP na presenca de Cu®*, deve
ter uma constante de estabilidade significativamente maior que um
possivel complexo com 3-TPP e seja responsavel pelo o efeito catalitico
observado.

Tabela 4 — Efeito da catalise micelar para a reagdo de hidrélise do 3-
TPP na presenca de fons Cu?* em pH 6, & 25°C.

Meio Reacional Kobs (5™) Kobs/Ko
H,0 (ko) 2,88x10™ -
SDS 2,13x10° 7

SDS + Cu®* 1,48x10% 50
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Catalise Nucleofilica

O estudo cinético realizado para as reacdes do BDNPP
evidenciam que as oximas 5 e 6 se tornam nucleéfilos muito
potentes em meio micelar catiénico (CTABY). Esse efeito foi
explicado pela natureza altamente hidrofébica dos reagentes,
conforme avaliado por eletroforese capilar, que permite a
aproximacdo efetiva na superficie da micela, além das
interacBes eletrostdticas entre a superficie carregada
positivamente e os ions OH" carregados negativamente
(Esquema 11).

o,N

CTABr Ar= {—@—NOZ

Esquema 11

O modelo de pseudofase com troca ibnica permitiu descrever
com éxito as reacBes em sistemas micelares aqui estudados. A
eficiéncia dos ajustes pode ser atribuido as equaches
envolvendo diversas variaveis, que representam a modelagem
tedrica desse sistema complexo.

Em continuacdo a este trabalho, pretende-se realizar o estudo
cinético com outras oximas analogas, porém com diferentes
grupos substituintes no anel aromaético, possibilitando uma
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andlise mais detalhada da relac@o entre pKa e reatividade. Além
disso, serdo realizados os estudos para identificacdo de produtos
e intermediarios da reacdo por técnicas avancgadas, que
permitirdo investigar os mecanismos da reacdo de maneira mais
aprofundada.

Catalise por fons Cu®*

Dentre os fons metélicos divalentes avaliados (Cu®*, Zn**, Ca*"
e Mg?), os fons Cu®* foram os que apresentaram um efeito
catalitico significativo na reacdo de hidrolise do 2-TPP. Além
disso, esse efeito mostrou-se ainda maior quando os fons Cu?*
sdo confinados na superficie micelar anidnica do SDS, devido
as atracbes hidrofobicas e eletrostaticas  discutidas
anteriormente (Esquema 12).

SDS Ar=

Esquema 12

A reacdo de hidrélise do 3-TPP apresentou um efeito catalitico
muito inferior ao observado para o isdmero 2-TPP, em relacdo
as reacfes em agua. Isso indica que a posicdo do atomo de
nitrogénio no anel aromético possui um papel fundamental
como centro de coordenacdo para os fons Cu®* no estado de
transicdo.
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» Futuramente pretende-se avaliar com detalhes o efeito da
concentragdo de fons Cu?* na reacéo de hidrélise do 2-TPP e 3-
TPP na auséncia e presenca de SDS. Além disso, sintetizar e
realizar o estudo cinético de triésteres e diésteres assimétricos,
€omo passos para a elucidagéo dos mecanismos da reacéo.
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