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Abstract: The anti-cholinesterase activity exhibited by several organophosphorus
compounds brings interest to the development of new antidotes for poisoning cases
with such chemicals. The advance of more efficient methods for destruction of
stockpiles of chemical warfare agents is also currently important. In this sense, the aim
of this work is to present a review of the recent progress in the investigation of the
reactivity of phosphate triesters in several different systems, which can give insights
into the development of novel strategies for application in chemical defense.
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Resumo

A atividade anticolinesterase exibida por diversos organofosforados atrai interesse
para o desenvolvimento de novos antidotos contra o envenenamento por tais
compostos. O desenvolvimento de métodos mais eficientes para a destruicdo de
estoques de armas quimicas também é importante atualmente. Nesse sentido, o
propdsito deste trabalho é revisar o progresso recente no estudo da reatividade de
triésteres de fosfato em diversos sistemas, o que pode fornecer informacdes
importantes para o desenvolvimento de novas estratégias para aplicacdo em defesa
guimica.
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1. Introducdo através de acordos

Os compostos organofosforados foram
desenvolvidos ao longo do século passado
para aplicagdo como armas quimicas e
pesticidas. Basicamente, estes compostos
inibem o funcionamento de algumas
enzimas, principalmente do sistema nervoso,
podendo causar a morte dependendo do
grau de intoxicacdo do individuo."* Embora o
desenvolvimento e a utilizacdo de armas
quimicas sejam fortemente rechagados

internacionais, ainda
existem grandes quantidades estocadas de
organofosforados em diversos paises. No
entanto, a destruicdo dos estoques nao é
trivial, pois ainda ndo sdo conhecidos
processos de baixo custo que transformem os
organofosforados unicamente em produtos
de menor toxicidade e que possam ser
devolvidos diretamente ao meio ambiente.>*
A Figura 1 apresenta alguns exemplos de
agentes neurotoxicos fosforados utilizados
com fins militares.
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Figura 1. Exemplos de organofosforados utilizados para fins militares

A Figura 2 apresenta a estrutura de alguns
compostos organofosforados que encontram
aplicagbes como agroquimicos."”5 Como se
pode observar, a estrutura desses compostos
é relacionada aos da Figura 1 e, portanto, a

maioria exibe elevada toxicidade em
humanos. Assim, agéncias reguladoras
controlam a venda e utilizacdo de

agroquimicos, quer limitando a venda para
uso agricola somente, quer estabelecendo
limites de concentragdo seguros para uso

agroquimicos é ainda realizada de modo
indiscriminado em muitos paises, a exemplo
do Brasil, e inUmeros casos de intoxicacdo
aguda sdo reportados como consequéncia da
utilizacdo em grandes quantidades e da falta
de equipamentos de protecdo adequados
para aplicagdo dos produtos.” Nesse sentido,
reforca-se a importancia do estudo em
detalhes da reatividade de organofosforados,
cujos resultados podem nortear o
desenvolvimento de sistemas eficientes para

doméstico. No entanto, a aplicacdo de defesa quimica.
S
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Figura 2. Exemplos de organofosforados utilizados para fins agricolas. A paraoxona-metilica é
proveniente da biotransformag3o da parationa-metilica®

Assim, existe motivacdo na comunidade
cientifica na busca por: (i) novos antidotos

para o envenenamento por organofosforados
e compostos correlatos, e (ii) novos
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processos de destoxificacdo de tais
compostos, visando a destruicdio dos
estoques de armas quimicas. Para alcancgar
tais objetivos é necessario que se conhega
em detalhes a reatividade intrinseca dos
organofosforados, e as ferramentas da fisico-
quimica organica tém sido de grande valia
nesse sentido. Dentre as estratégias
experimentais adotadas pelos pesquisadores,
destacam-se o acompanhamento cinético de
diversos tipos de reacoes de
organofosforados, a caracterizacdo detalhada
dos produtos reacionais e a investigacao de
correlacdes estrutura-reatividade.
Adicionalmente, realiza-se a modelagem
tedrica das reacdes por métodos
computacionais.

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado
ao estudo cinético e mecanistico de reacbes
de substituicdo nucleofilica em triésteres de
fosfato em diversos sistemas. A paraoxona-
metilica é um exemplo dessa classe de
substancias que podem ser descritas como
derivados organicos do acido fosférico, onde
os trés hidrogénios encontram-se
substituidos por grupos alquilicos ou arilicos,
mantendo-se o grupo fosfato e as ligacGes P—
0.2 O propésito do presente texto é revisar
nosso avango recente nessa area. Os
resultados contribuem para a evolugdo da
tecnologia atual para clivagem de triésteres
fosféricos na medida em que abrangem uma
série de aspectos relevantes, por exemplo, a
recuperagao de catalisadores ao término da
reacdo. O leitor encontrara mais informagoes
sobre diversos sistemas desenvolvidos em
revisdes detalhadas sobre defesa quimica.™*’

2. Mecanismos de substituicao
nucleofilica em ésteres de fosfato

J& que grande parte dos sistemas
propostos para destoxificagdo e defesa
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guimica sdo desenvolvidos em sistemas
aquosos, é natural que a reatividade dos
substratos frente a reacdo de hidrdlise seja
ponto de partida. Além disso, as reacées em
sistemas bioldgicos ocorrem em sistemas
aquosos. Portanto, os mecanismos cldssicos
de substituicdo nucleofilica em ésteres de
fosfato serdo inicialmente revisados e, em
seguida, foco especial serd dado na evolugao
do entendimento sobre a hidrélise de
triésteres de fosfato.

Considerando o atomo de fésforo como o
centro eletrofilico da reacdo, os mecanismos
das reacbes de substituicdo nucleofilica em
ésteres de fosfato costumam ser classificados
em associativo, dissociativo ou concertado,® e
podem ser representados através do
diagrama de More O’Ferrall-Jencks,’ ilustrado
na Figura 3. No diagrama, o mecanismo (i)
corresponde ao mecanismo associativo (Ay +
Dy), em que o ataque nucleofilico ocorre em
uma primeira etapa, levando a formacdo de
um intermedidrio fosforano, e a eliminagdo
do grupo de saida ocorre em uma segunda
etapa. O mecanismo (ii) é denominado
dissociativo (Dy + Ay) € também ocorre em
duas etapas, sendo que a primeira
corresponde a eliminagdo do grupo de saida,
havendo a formacdo de um intermediario
metafosfato, ao qual o nucledfilo ¢é
adicionado na segunda etapa. Por fim, o
mecanismo (iii) € denominado concertado
(AnDy), e o ataque nucleofilico e a eliminagdo
do grupo de saida ocorrem de forma
simultanea, havendo a formagdo de um Unico
estado de transicdo. O diagrama ainda
exemplifica  outros dois  mecanismos
possiveis, (iv) e (v), que também ndo passam
por intermedidrios, mas que variam no grau
de sincronicidade para formacdo do estado
de transicdo. Em (iv), a formacdo da ligacdo
com o nucledfilo ocorre antecipadamente a
guebra da ligagdo com o grupo de saida, ao
passo que (v) representa um caminho
concertado em que a quebra da ligagdao com
o grupo de saida é favorecida.
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Figura 3. Diagrama de More QO’Ferrall-Jencks para rea¢des de substituicdo nucleofilica em
ésteres de fosfato, exemplificado com um monoéster. De acordo com a nomenclatura IUPAC,
Ay, Dy e A\Dy referem-se as etapas associativa, dissociativa e concertada®™

Ndo é possivel estabelecer um padrao
rigoroso de reatividade de ésteres de fosfato
frente a reagdes de substituicdo nucleofilica,
j@ que a reatividade depende de diversas
variaveis, por exemplo, as habilidades do
nucledfilo e do grupo de saida. Ainda assim,
observa-se uma tendéncia geral de que
monoésteres de fosfato reagem via
mecanismos  concertados de  carater
dissociativo, ao passo que diésteres de
fosfato mostram uma preferéncia por
caminhos concertados de carater
associativo.”®'* A reatividade de triésteres
fosfdricos sera revisada na segdo seguinte.

11,12

O ataque de um dado nucledfilo pode
ocorrer também em um dos substituintes do
éster de fosfato, no atomo de carbono
vizinho ao oxigénio do grupo fosfato. Nesse
caso, o grupo fosfato é substituido pelo
nucledfilo, e as possibilidades mecanisticas
em geral pertencem a uma das categorias:
substituicdo  nucleofilica em  carbono
tetraédrico, ou substituicdo nucleofilica
aromatica.’

3. Hidrolise de triésteres fosforicos

As reagdes de substituicao nucleofilica em
triésteres de fosfato foram inicialmente
estudadas de forma sistematica por Khan e
Kirby.15 Esses autores reportaram em 1970 as
reacoes de uma série de triésteres derivados
do 1,3-propanodiol com diversos nucledfilos,
incluindo a 4gua (Esquema 1). Os substratos
dialquil arilicos foram convenientemente
escolhidos porque a liberacdo do grupo de
saida arilico é favorecida na faixa de pH, em
detrimento dos substituintes alquilicos, e
facilmente acompanhada por
espectrofotometria de UV-Vis. As reagGes de
hidrélise foram estudadas com Ar = a—d
(Esquema 1), e experimentos de marcagdo
isotdpica confirmam que as substituicdes em
(1) procedem via quebra de ligagdo P-0."
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Esquema 1. Substituicao nucleofilica em triésteres de fosfato derivados do 1,3-propanodiol

Nas reacbes de hidrolise de (1), as
constantes de velocidade (k) aumentam a
medida que os substratos tornam-se mais
reativos, isto é, com melhores grupos de
saida, e a sensibilidade de k; em relacdo ao
pK, do grupo de saida foi avaliada em termos
de uma correlagdo de Brgnsted para grupo
de saida, a 39 °C: log kg 0,82 — 0,99 pK,
(min)(Figura 4).”® Embora essa correlacdo

NO,
-0 ;

log (k,, min™)

tenha sido obtida para uma série de
triésteres dialquil arilicos, ela foi utilizada por
décadas para estimar a constante de

hidrolise de novos triésteres, independente
da natureza dos grupos espectadores, ja que
a reatividade nas reagbes de transferéncia do
grupo fosforila era essencialmente avaliada
em funcdo das habilidades do nucledfilo e do
grupo de saida.

pK

a

Figura 4. Grafico de Brgnsted para a hidrdlise dos triésteres 1a-d (Esquema 1), a 39 °C." Para

fins didaticos, somente as estruturas

De fato, a correlacio de 1970 foi
recentemente utilizada para estimar a
constante de velocidade de hidrdlise do
triéster tris-2-piridil fosfato (TPP), Esquema 2,
considerando o pK, de 9,09 para o grupo de
saida 2-hidroxipiridina.16 No entanto, o valor
experimental obtido (ko = 2,35 x 10° st a 25
°C) é aproximadamente 10° vezes maior que

dos grupos de saida sdo mostradas

o valor previsto. Inicialmente, a reatividade
atipica do substrato foi explicada através de
um mecanismo eficiente de catdlise bdsica
geral intramolecular promovida pelos grupos
piridinicos espectadores, que assistem o
ataque nucleofilico da adgua no atomo de
fosforo (Esquema 2). O valor bastante
negativo de entropia de ativagdo e resultados
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de efeito isotépico cinético de solvente,
incluindo um estudo de inventario de
protons, eram a priori consistentes com um
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mecanismo com a transferéncia de dois
prétons para a formagdo de um estado de
transic3o ciclico.™
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Esquema 2. Hidrélise do triéster de fosfato TPP

No entanto, resultados complementares
mostraram que a hidrélise do TPP é sensivel a
presenca de tampdes, isto é, a hidrdlise do
substrato  sofre catdlise bdasica geral
promovida por bases externas em reagdes
intermoleculares.'” Tais resultados contestam
0 mecanismo inicialmente proposto, ja que
reacOes intermoleculares geralmente nao
competem com reagdes intramoleculares
altamente eficientes, que exibem vantagens,
como proximidade e geometria apropriada
entre grupos funcionais reativos. De fato,
considerando a baixa basicidade do
nitrogénio do grupo piridinio espectador (pKj,
= 13,78), uma contribuicdo minima do
mecanismo do Esquema 2 deve ser esperada.

Além da catdlise por tampdo, outros
resultados indiretos colocaram em cheque o
mecanismo de catalise intramolecular na
hidrélise do TPP. Em particular, obteve-se
uma constante de hidrélise de mesma
magnitude que a do TPP para o triéster tris-3-
clorofenil fosfato, cujo grupo de saida possui
pK, = 9,02, préximo ao da 2-hidroxipiridina
(pK, = 9,09)." Considerando que o tris-3-

clorofenil fosfato ndo dispée de grupos
funcionais cataliticos, os resultados sugerem
que as constantes de hidrélise
substancialmente maiores de tais triésteres,
comparadas aos valores estimados pela
correlagdo de Khan e Kirby para triésteres
com grupos de saida de pK, 9, sao
consequéncia direta de efeitos eletrénicos
dos substituintes espectadores
arilicos.”’Nesse  sentido, investigou-se a
hidrélise de novas séries de triésteres
fosforicos, cujas estruturas mais
representativas sdo mostradas na Figura 5, e
comprovou-se  recentemente que  as
constantes de hidrdlise sdo
significativamente influenciadas pela
natureza dos grupos espectadores (alquilicos
ou arilicos).”” Consequentemente, concluiu-
se que o TPP ndo possui constante de
hidrélise maior do que a esperada para um
triéster com grupo de saida de pK,= 9,09, isso
porque o valor de k, foi estimado por uma
correlagdo para triésteres diaquil arilicos, ja
gue o efeito dos grupos espectadores ndo
havia sido quantificado até ent3o.

Rev. Virtual Quim. |Vol 6] |No.3| |632-652|
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X = p-NO, (4-nitrofenol)
m-NO, (3-nitrofenol)
m-Cl (3-clorofenol)
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Figura 5. Familias de triésteres de fosfato estudadas

A fim de quantificar o efeito dos grupos
espectadores, novas correlagbes foram
obtidas para a hidrdlise de triésteres de
fosfato, considerando ambos valores de pK:
do grupo de saida e dos grupos
espectadores.”’ A Figura 6 apresenta duas
novas relacdes lineares de energia livre para
grupo de saida (arilico), juntamente com a
correlacdo de 1970. Observa-se que as retas
apresentam inclinagcbes semelhantes, mas,
para um dado grupo de saida, os valores de
ko das novas correlacdes sdo maiores em
varias ordens de magnitude em comparagao
com a correlagdo dos triésteres (1). Essa
observacdo é bastante evidente para o 4-
nitrofenol como grupo de saida (pK, = 7,14).
Os resultados indicam que a reatividade dos
triésteres frente a reacdo de hidrdlise cresce
com o carater elétron-retirador dos
substituintes, que devem elevar o nivel de
energia dos reagentes e estabilizar a
densidade de carga negativa em
desenvolvimento no atomo de fdsforo no
estado de transicdo. Em particular, para a
série de triésteres triarilicos, a inclinagdo da
reta deve ser funcdo de dois termos, a
sensibilidade ao grupo de saida (B) e a
sensibilidade ao grupo espectador (Bne), €,
portanto, deve corresponder a soma B +
2Bne, embora o coeficiente angular obtido

seja coincidentemente igual ao reportado
para a série de triésteres (1)."

A sensibilidade aos grupos espectadores
(Bng) foi avaliada através dos dados de
hidrélise de uma série de triésteres de
fosfato com grupo de saida arilico constante
(4-nitrofenol) e diferentes grupos
espectadores.”’” A Figura 7 mostra que s3o
obtidas duas correlagdes entre os valores de
ko e o somatdrio dos pK,s dos grupos
espectadores, indicando maior sensibilidade
das constantes de hidrdlise a substituintes
alquilicos (sistemas dialquil arilicos) em
comparagdo aos  substituintes  arilicos
(sistemas triarilicos). Em outras palavras,
confirma-se que grupos espectadores
exercem efeito substancial na hidrélise de
triésteres, comparavel ao efeito do grupo de
saida, e os resultados mostram reatividade
diferenciada dos substratos para a série com
grupo de saida arilico constante, e com
grupos espectadores dialquilicos ou diarilicos.
Assim, no panorama mais recente da
hidrélise de triésteres fosforicos, os
parametros de sensibilidade para os sistemas
triarilicos sdo B = — 0,42 e By =— 0,28, €
para os sistemas dialquil arilicos, B = — 0,99
e B =- 0,61.%®
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Figura 6. Gréficos de Brgnsted referentes aos grupos de saida arilicos (‘OAr) para a hidrdlise de
trés séries de triésteres de fosfato, obtidas a 25°C ou, para a série de triésteres (1),
normalizada a 25°C.'® As estruturas para as novas correlaces s3o mostradas na Figura 5
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Figura 7. Gréficos de Brgnsted referentes ao somatério dos pK,'s dos grupos espectadores
para a hidrdlise de triésteres de fosfato com grupo de saida 4-nitrofenol e grupos espectadores
arilicos (simbolos ndo-preenchidos) e grupos espectadores alquilicos (simbolos preenchidos),
com dados obtidos (ou estimados) a 25°C." Para fins didticos s30 mostradas as estruturas dos
grupos espectadores
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Sequencialmente, as reag¢Ges de hidrélise
do TPP e de uma série de triésteres cujo
grupo de saida é o 4-nitrofenol (Esquema 3)
foram estudadas através de calculos
computacionais, com a finalidade de
investigar o mecanismo de hidrdlise e
detalhar o efeito dos grupos espectadores.™
Utilizou-se a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT), nivel B3LYP/6-31+G(d), e
avaliou-se a superficie de energia potencial a
fim de localizar reagentes, estados de
transicao, intermedidrios e produtos, e obter
valores tedricos de parametros de ativacao,
os quais foram comparados com dados
experimentais previamente obtidos. Para
todos os triésteres investigados, os autores
propdem um mecanismo associativo de duas
etapas, passando por um intermedidrio
fosforano, Esquema 3, e observa-se excelente
concordancia entre os valores tedricos e
experimentais de energia livre de Gibbs de
ativacdo quando sdo consideradas trés
moléculas de dgua discretas com papéis bem
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definidos. Na primeira etapa, determinante
da velocidade de reacdo, ocorre o ataque
nucleofilico de uma molécula de dgua sobre o
atomo de fésforo, assistido por uma segunda
molécula de d4gua, que permite a
transferéncia simultanea de dois prétons
para a formag¢do de um intermedidrio
fosforano neutro através de um estado de
transicao ciclico de seis membros. Através de
uma ligacdo de hidrogénio intermolecular,
uma terceira molécula de agua estabiliza a
densidade de carga negativa desenvolvida no
oxigénio fosforilico para formacdao do estado
de transicdo. Na segunda etapa, ocorre a
quebra do intermedidrio  fosforano,
novamente assistida por uma molécula de
dgua via um estado de transicdo ciclico
(Esquema 3). O mecanismo do Esquema 3 é
coerente com os dados experimentais
previamente reportados (entropias de
ativacdo bastante negativas e expressivos
valores de efeito isotdpico cinético de
solvente).”

JoX T nn 0.

Esquema 3. Estruturas e mecanismo de hidrélise para triésteres de fosfato com grupo de saida
4-nitrofenol. 0 mesmo mecanismo é proposto para o triéster TPP
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A investigacdo tedrica da hidrdlise dos
triésteres forneceu também informacdes
detalhadas dos efeitos dos substituintes
espectadores sobre o mecanismo do
Esquema 3. Dentro de um grupo de quatro
triésteres representativos derivados do 4-
nitrofenol, sdo observados no estado de
transicdo da etapa determinante, para cada
substrato, valores quase idénticos de
comprimentos de ligacdo entre o fésforo e os
atomos de oxigénio do nucledfilo e do grupo
de saida (ligagbes em posicdo axial, P10, e
P,—0, Figura 8)."° Verifica-se que tais
comprimentos de ligagdo  diminuem
gradualmente com a diminuicdo do pK, do
grupo espectador, isto é, o aumento do

Vo

espectadores promove um encurtamento
gradual das ligacdes P—O, o que contribui
para a estabilizacdo do estado de transigao.
Naturalmente, a diminuicado dos
comprimentos de ligacdo das posi¢Oes axiais
é acompanhada de um alongamento das
ligacbes em posicdo equatorial (P.—Os, Figura
8), com excecdo da ligagdo com o oxigénio
fosforilico, que possui certo carater de
ligacdo dupla. A andlise de distribuicdo de
cargas, além de comprovar que a
eletrofilicidade do fdsforo aumenta com a
diminuicdo do pK, dos substituintes, mostra
que o catalisador basico geral e o solvente
sdo os principais responsaveis pela dispersao
da carga desenvolvida para formacdo do

cardter  elétron-retirador dos  grupos estado de transicdo.”
4 5 10 O,
HO---H .H H
1 “6”
3H ¥
,bz--—'!?l—o@—Noz
H 85'\8

RO OR

Figura 8. Estrutura geral do estado de transicdo da etapa determinante na hidrdlise dos
triésteres do Esquema 3

Assim, se observa que a descricdo dos
mecanismos de substituicdo nucleofilica em
triésteres de fosfato sofreu significativa
evolugao recentemente, complementado os
estudos classicos realizados nas décadas de
1960 e 1970. Conclui-se que as caracteristicas
estruturais dos triésteres de fosfato sdo
decisivamente importantes para explicar a
reatividade das reacOes de hidrdlise de tais
substratos.”*®* Em  conjunto com o
entendimento mecanistico das reagdes, esses
resultados contribuem para o planejamento
de sistemas artificiais mais eficientes e com
mecanismos melhor delineados, para
aplicagdo em defesa quimica. Destaca-se a
importancia e o aprimoramento gradual das
metodologias computacionais, que
complementam sobremaneira os dados
experimentais, e que certamente permitirao
alcangar no futuro um nivel de sofisticacdo
elevado na descricdo de reagBes organicas
envolvendo ésteres de fosfato.

4. Reagoes de triésteres de fosfato
com alfa-nucleofilos

Uma das alternativas consideradas para a
defesa quimica consiste na utilizagdo de alfa-
nucledfilos, que exibem uma reatividade
excepcional frente a ésteres de fosfato.’>** A
hidroxilamina é um dos alfa-nucleéfilos cuja
reatividade desperta interesse devido a
presenca de dois centros nucleofilicos
(dtomos de oxigénio e nitrogénio), que
apresentam seletividades distintas: as
reacdes de alquilagdo ocorrem via atomo de
nitrogénio, enquanto que, em reacoes
envolvendo ésteres de acila e fosforila, o
ataque nucleofilico acontece
preferencialmente pelo atomo de oxigénio,
mesmo o atomo de nitrogénio sendo
consideravelmente mais basico.”

Estimativas indiretas com base em
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correlagbes de estrutura-reatividade, aliadas
a estudos computacionais e cristalograficos,
indicam que cerca de 20% de hidroxilamina
existem em solucdo aquosa na forma dipolar
idnica, "NHs—0".>** Provavelmente tal forma
é preferida em algumas reagbes devido a

+NH3—O'/—\ OR
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possibilidade de transferéncia de préton do
grupo Hs;N* para o substrato. O Esquema 4
ilustra diferentes equilibrios da hidroxilamina
em solugcdo aquosa, e exemplifica a
reatividade da forma dipolar i6nica frente a
um diéster de fosfato.

OH +
Ka / oL F,) i HgNO. , ~OR
o OAr —> O/-\ +  -OAr
*NH;—OH Ke o
Ko NH,—OH

Esquema 4. Equilibrios dcido-base da hidroxilamina e a decomposicao de um diéster de fosfato
pela espécie dipolar idnica

Além disso, resultados da reacdo da
hidroxilamina com o triéster de fosfato dietil
2,4-dinitrofenil fosfato (DENDPP) mostram
que o ataque nucleofilico ocorre via dtomo
de oxigénio, fornecendo o produto O-
fosforilado, o qual, devido a sua elevada
instabilidade, é rapidamente convertido em
diimina (Esquema 5).° Esta, por sua vez,
reage com outra diimina, gerando N,y e
hidrazina. O mecanismo foi proposto com
base na identificacdo da hidrazina por
métodos colorimétricos e na captura do
intermedidrio diimina, através da redugdo do
acido fumarico para succinico. Esses
resultados constituem uma evidéncia quimica
do ataque nucleofilico da hidroxilamina via
atomo de oxigénio em ésteres de fosfato,
fortalecendo a hipdtese de que a forma
dipolar ibnica seja responsdvel pelo ataque
nucleofilico nesses compostos.” Ressalta-se
que resultados semelhantes foram obtidos
mais recentemente na reagao da
hidroxilamina com o triéster de fosfato TPP.”’

As oximas (Figura 9) constituem uma
classe de alfa-nucledfilos de grande
relevincia do ponto de vista da defesa
qguimica. Nesse caso, tais nucledfilos sdo
importantes porque possuem aplicagdo
direta no tratamento médico em casos de
intoxicacdo por agentes neurotdxicos que
inibem a acdo de enzimas do sistema

nervoso,” especialmente a acetilcolinesterase
(AChE), que catalisa a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina. Com a inibicdo
da AChE, a acetilcolina acumula-se nas
sinapses das células nervosas, levando a um
colapso do sistema nervoso central.

A inibicdo da AChE por um agente
organofosforado ocorre no interior do sitio
ativo, no aminoacido serina da triade
catalitica serina, histidina e acido glutamico
(Ser-His—Glu), conforme ilustrado no
Esquema 6. A ligacdo ocorre entre o atomo
de fosforo do agente neurotdxico e o
oxigénio da serina, havendo a eliminag¢do do
grupo de saida (X). Apds a formacgdo da
enzima inibida, ocorre a etapa denominada
envelhecimento, que corresponde a quebra
da ligagdo O-Ry, sendo essa etapa irreversivel.
O tratamento médico para reversdo da
atividade da AChE deve ocorrer antes do
processo de envelhecimento, e consiste na
aplicacdo de oximas que reagem com o grupo
fosfato e regeneram o residuo serina. A 2-
pralidoxima (2-PAM), Figura 9, é uma oxima
amplamente utilizada (comercializada no
Brasil com o nome de Contrathion®) sendo
administrada em conjunto com outras
drogas, que agem no sentido de diminuir os
sintomas decorrentes do acumulo da
acetilcolina no sistema nervoso."’
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(@]
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Esquema 5. Desfosforilacdo do triéster de fosfato DEDNPP por hidroxilamina

-OH

~ |

R R' (H)

2-PAM

Figura 9. Estrutura geral de uma oxima (a esquerda) e da 2-pralidoxima (2-PAM)

Enzima envelhecida

O:P"'HR
\ 2
OR;

Enzima inibida

Esquema 6. Inibicdo da AChE por organofosforado (adaptada da referéncia 1)
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Novas propostas de farmacos para a
reativacdo da AChE tém sido reportadas por
diversos grupos de pesquisa.’®*
Alternativamente, Nnosso laboratorio
investigou recentemente a reatividade do
farmaco deferoxamina (DFO)(Figura 10) ja
disponivel comercialmente, e utilizado para
tratamento de disfungGes de excesso de ferro
e aluminio. Considerando a presenca de trés
grupos acido hidroxamico na estrutura da
DFO e, portanto, de trés potenciais sitios

3

C;)H O O |T| 0
HaNT N (CHz)s N. '
4 \(CHZ);H/\)J\'}'/ N (CHz)s/N\n/CH3 PKao= 8,96
(@) H OH O
2

Deferoxamina (DFO)
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reativos detentores do efeito alfa, estudou-se
a reacao da DFO com o triéster DEDNPP. Os
resultados mostram maior reatividade das
espécies em que os grupos acido hidroxamico
encontram-se anibnicos, de acordo com os
valores de pK, dos equilibrios de dissociacdo
acida, mostrados na Figura 10. O incremento
global promovido por DFO na clivagem de
DEDNPP chega a 10’ vezes, comparado com a
reacdo de hidrélise espontdnea do
substrato.*

1

. PKqi= 8,32

o pK,= 9,55

pKo4= 10,79

Figura 10. FArmaco DFO e valores de pK, dos equilibrios de dissociacdo acida de seus grupos
funcionais nucleofilicos™

Uma vez que a DFO ja é utilizado como
um farmaco, os resultados de alta reatividade
na clivagem de DEDNPP sugerem possivel
utilizacdo adicional para a DFO: na reativacdo
da AChE em casos de intoxicacdo aguda por
compostos organofosforados. Com o objetivo
de reforgar essa hipdtese, foi realizada a
reacdo de desfosforilagdo da paraoxona-
metilica na auséncia e presenga de DFO. Os
dados mostram que, nas condi¢bes
estudadas, a reagcdo de clivagem da
paraoxona-metilica tem um incremento na
constante de velocidade de segunda ordem
em torno de 8 x 10* vezes em presenca de
DFO. Assim, os resultados da reagao de DFO
com da paraoxona-metilica sustentam a
sugestdo de utilizacao adicional de DFO para
tratamento médico da intoxicacdo por
organofosforados, e fornecem perspectivas
para a investiga¢do de outros farmacos como
possiveis antidotos e, eventualmente, como
reagentes para destoxificacdo de estoques de
armas quimicas.*

Considerando a maior complexidade
estrutural de DFO, informagGes mais
detalhadas sobre o seu padrdo de reatividade

frente a triésteres de fosfato foram obtidas a
partir do acompanhamento da rea¢do de
DEDNPP com o alfa-nucledfilo
estruturalmente analogo, acido
benzohidroxdmico (BHA) (Esquema 7).
Observa-se que os nucledfilos apresentam
reatividades similares, ja que a constante de
velocidade de segunda ordem da reagao da
espécie totalmente desprotonada de DFO é
menos de 2 vezes menor que aquela obtida
para a reagdo do anion do Acido
benzohidroxamico (BHA) com o mesmo
substrato. Ressalta-se que o BHA é conhecido
como um dos mais poderosos a-nucledfilos
frente a ésteres de fosfato, e a pequena
diferenca de reatividade observada pode ser
explicada em termos da extensa estrutura da
DFO, que deve apresentar um efeito estéreo
significativo sobre os grupos hidroxamato.
Com base em uma andlise detalhada de
produtos por espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear e espectrometria de
massas, sao observados dois caminhos
principais na reacdao entre BHA e

DEDNPP(Esquema 7) havendo ataque sobre
ambos os atomos de fdésforo e carbono
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aromatico. No caminho (A), o ataque sobre o
carbono aromatico leva a formagdo do
diéster dietil fosfato e do intermediario
aromatico (1). J& no caminho (B), o ataque
sobre o atomo de fésforo desloca o 2,4-
dinitrofenolato (DNP) e gera o intermediario
de benzohidroximato fosforilado (2), que
sofre um rapido rearranjo de Lossen e produz

Z]:

Dietil fosfato

o BHA"
N {///// ///////’
—OEt
DEDNPP N \\\\\\_’// (A)

2

Vo

isocianato de fenila (3), sequencialmente
hidrolisado a anilina (4). Ainda, observa-se a
formacdao de difenilureia (5) e do derivado
carbamilico (6), a partir das respectivas
reacdes do isocianato de fenila com a anilina
gerada e BHA™ (este, em excesso no meio
reacional).*

HNCNH

e @@

Rearranjo de
Lossen

11 I
_P-O-NHC + i
EtO” 1 @ o)

OEt

I
_O/I?—OEt +
OEt

DNP
1
O
1

Dietil fosfato NO,

Esquema 7. Caminhos reacionais na desfosforilagdo de DEDNPP pelo dnion do 4cido
benzohidroxamico

5. Sistemas micro-heterogéneos e
heterogéneos

Além da utilizacdo de alfa-nucledfilos em
sistemas homogéneos, ambientes micro-
heterogéneos também tém sido propostos

para a degradacdo de ésteres fosforicos.
Polimeros, por exemplo, podem atuar como
nanoreatores e promover incrementos nas
constantes de velocidade observadas.

Recentemente, avaliou-se a reatividade
de um polimero contendo grupos funcionais
acido hidroxamico e acido carboxilico (PHA)
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frente ao triéster de fosfato DEDNPP (Figura
11). Os equilibrios de protonagao dos grupos
acidos de PHA geram espécies distintas em
funcdo do pH, sendo os pK,’s dos grupos
acido carboxilico e acido hidroxamico de 5,95
e 9,46, respectivamente, favorecendo a
atuacdo cooperativa dos grupos funcionais.
Assim, dois mecanismos principais podem ser
delineados para as rea¢Ges de PHA com o
substrato, (Figura 11): (i) ataque nucleofilico

Wanderlind, E. H. et al.

do grupo carboxilato diretamente no dtomo
de fésforo, e (ii) ataque nucleofilico do grupo
hidroxamato sobre o fésforo, assistido por
uma catadlise basica geral exercida pelo grupo
carboxilato. O incremento promovido por
PHA na desfosforilagio de DEDNPP, em
relacdo a hidrdlise espontanea do substrato,
chega a ordem de 10* vezes.*

Figura 11. Representag¢do esquematica do polimero PHA e das possibilidades mecanisticas na
reacao com o triéster fosférico DEDNPP

Ainda, o ancoramento de grupos
funcionais  imidazolineos em  cadeias
poliméricas é de interesse, ja que resultados
anteriores de reag¢bes de desfosforilagdao
promovidas pelo imidazol livre mostram que
tal amina comporta-se como auténtico
catalisador nucleofilico, isto é, observa-se a
sua regeneracdo ao término da reacdo.® Por
exemplo, na reacdo do imidazol (Im) com o
triéster DEDNPP, detectou-se por métodos
espectroscopicos um derivado estavel do
fosforilimidazol (Esquema 8) como
consequéncia do ataque nucleofilico do
imidazol exclusivamente no fdsforo. No
entanto, o intermediario é sequencialmente
hidrolisado ao diéster dietil fosfato e
imidazol, caracterizando as rea¢des do
Esquema 8 como um ciclo de catdlise
nucleofilica.®® Nesse sentido, a quimica do
imidazol foi estendida a um sistema mais

complexo, através da funcionalizagdo do
acido  poliacrilico com  grupos  1-(3-
aminopropil)imidazol. Obteve-se um
polimero (PAIM)(Figura 12) e o tratamento
tedrico dos dados de titulagao
potenciométrica indicam que cerca de 47%
do 4acido poliacrilico foi funcionalizado,
resultando em uma propor¢do de
aproximadamente 1:1 entre o0s grupos
funcionais acido carboxilico e imidazol. Dados
cinéticos mostram que PAIM promoveu
incrementos da ordem de 10’ na
desfosforilagcio de DEDNPP, em comparagdo
com a hidrélise espontanea do substrato. Em
particular, dados de efeito isotdpico cinético
de solvente sugerem que a desfosforilagdo de
DEDNPP pelos grupos imidazol de PAIM pode

ocorrer por dois mecanismos
simultaneamente: nucleofilico e basico
geral.*
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Esquema 8. Catdlise nucleofilica promovida pelo imidazol na degradacao de DEDNPP
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Figura 12. Vista lateral da estrutura otimizada de PAIM negativamente carregado. No detalhe,
estrutura do mondmero e valores de pK, dos equilibrios de dissociacdo acida dos grupos
funcionais

A utilizacdo de sistemas heterogéneos
também constitui uma alternativa para a
degradacdo de compostos organofosforados
e diversos tipos de sdlidos podem ser
utilizados como catalisadores para essa
finalidade.>>® Recentemente, foram
preparados Oxidos mistos Al,0;-MgO pelo
método de co-precipitagdo, que foram
empregados como catalisadores na reagdo de
propandlise da paraoxona-metilica(Esquema
9).*” Dentre os diversos dxidos obtidos, que
foram caracterizados por diversas técnicas,
observou-se melhor atividade catalitica da
forma espinélio incipiente (MgAl,0,), que
promove incrementos na ordem de 10° vezes
na degradac¢do do substrato em comparagao
com a propandlise espontanea do mesmo. O
mecanismo de propandlise da paraoxona-
metilica utilizando o espinélio MgAl,0, como
catalisador é proposto com base na fungdo
dos ions metdlicos em mecanismos
enzimaticos, a saber, aumento da

nucleofilicidade de wum dado residuo,
estabilizacdo de intermedidrios e estados de
transicdo, e assisténcia a eliminacdo do grupo
de saida. Assim, conforme demonstrado na
Figura 13, a paraoxona-metilica pode se
coordenar a  superficie do  sdlido,
principalmente em funcdo da deficiéncia de
elétrons do centro tetraédrico Mg*. Os ions
do propanol podem se coordenar a superficie
em posicoes vizinhas ao sitio de coordenacdo
do substrato, de modo a favorecer o ataque
nucleofilico no atomo de fésforo.
Naturalmente, a organizagao dos
substituintes do triéster, em particular do
grupo de saida 4-nitrofenolato, deve ser
igualmente apropriada e também deve
envolver os ions metdlicos do sélido.
Ressalta-se que resultados de espectrometria
de massas (ESI-MS/MS) cofirmam a formacéo
do produto dimetil propil fosfato, um triéster
de fosfato estruturalmente andlogo a uma
familia de retardadores de chamas.”’
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Esquema 9. Propandlise da paraoxona-metilica catalisada por dxidos mistos Al,0;-MgO

Catalisador e reagentes

Figura 13. Representac¢do esquematica da reagdo de propandlise da paraoxona-metilica na
superficie do espinélio incipiente de Al,0s;-MgO. As estruturas dos reagentes foram otimizadas
ao nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d)

6. Conclusodes e perspectivas

A toxicidade exibida por diversas classes
de organofosforados ao organismo humano
levou, ao longo do século passado, ao
desenvolvimento de agentes neurotdxicos
potentes para aplicagdo como armas
guimicas. Nesse sentido, parte dos esforgos
dos pesquisadores dedica-se a busca por
metodologias eficientes e de baixo custo para
a destruicao de estoques de armas quimicas.
Ainda, a acdo neurotdxica dessas armas,
somada aos inumeros casos de intoxicagdo

por agroquimicos, motivam o]
desenvolvimento de  antidotos mais
eficientes para envenenamento por
organofosforados. A pesquisa em defesa
qguimica abrange o estudo cinético e
mecanistico de reagcbes  envolvendo

organofosforados em solugdo aquosa e em
ambientes micro-heterogéneos, bem como
em sistemas heterogéneos.

Diversos pesquisadores tem trabalhado
continuamente no desenvolvimento de

novos candidatos a farmacos como antidotos
para envenenamento por organofosforados.
Nesse sentido, buscam-se alfa-nucledfilos
mais eficientes em relagdo aqueles
atualmente empregados.”®2%383 A
reatividade dos compostos é em geral
avaliada por meio do estudo cinético e
mecanistico das reagdes entre os nucledfilos
e organofosforados representativos, bem
como através da quantificagdo direta da
reativagdo de enzimas especificas inibidas em
laboratdrio.”® O estudo de modelos em meios
micro-heterogéneos é  particularmente
interessante, pois contribui para a
mimetizacdgo do  cardter  hidrofébico
caracteristico de sitios enzimaticos. Além
disso, tem-se investigado a clivagem
enzimdtica de  organofosforados  por
fosfotriesterases, enzimas capazes de clivar
tais substratos, ainda que estes nao sejam de
ocorréncia natural.** Um aspecto relevante
que contribui para o aprimoramento dos
estudos realizados ¢é a utilizacdo de
metodologias computacionais.****

Mais recentemente, destaca-se o
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desenvolvimento de sistemas cataliticos
heterogéneos.®*” A catalise heterogénea é
vantajosa em diversos aspectos, em
comparacdo a catalise homogénea, por
exemplo, na separacdo dos catalisadores do
meio reacional visando o reuso dos mesmos.
Ainda, esses aspectos tornam-se
particularmente  atraentes quando o
substrato tdxico é convertido em produtos de
baixa toxicidade e com possivel aplicacdo
industrial.  Sem  ddvidas a catdlise
heterogénea representa um dos campos mais
promissores para a pesquisa em
destoxificacdo quimica, ja que muitos
aspectos relevantes ainda sdo pouco
conhecidos, por exemplo, as interacdes entre
os substratos e a superficie de 6xidos.
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