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Divulgacao

THE CHEMISTRY OF PHOSPHATE ESTERS. This work summarizes important aspects of the chemistry of phosphate esters,
with special emphasis on: i) advances in the design of enzymatic models for phosphatases; and ii) nerve agents and currently
used strategies for detoxification. The physical organic chemical aspects that are responsible by the reactivity of phosphate esters

are also discussed.
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INTRODUCAO

O fésforo é um elemento vital na composi¢io da matéria viva e
ndo se conhece um organismo vivo que ndo utilize a quimica deste
elemento. Os animais absorvem o fésforo a partir do alimento inge-
rido e grande parte do P encontra-se nos mesmos como “fosfato or-
ganico”, nas formas de mono e diésteres (ligagdes C-O-P). Além de
fosfatos organicos ha polifosfatos inorginicos e uma variedade de
compostos importantes com ligacdes N-P (fosfocreatinina, fosfoar-
ginina), bem como em microorganismos tém sido caracterizados
compostos contendo ligagdes P-C'.

O corpo humano contém aproximadamente 1% em massa deste
elemento e, embora esta quantidade de fésforo organico seja peque-
na, seu papel é essencial nos processos celulares. Os ésteres fosféricos
sd0 os principais responsdveis pelo armazenamento e transmissao de
informacéo genética (os fosfodiésteres DNA e RNA)?, participam na
estrutura de vérias coenzimas® e, anidridos fosféricos e compostos
organicos contendo ligagdes N-P servem como principal reserva de
energia [trifosfato de adenosina (ATP), creatina fosfato, acetilfosfato
(AcP), fosfoenolpiruvato e polifosfato inorginico]**. Além da sua
importincia em processos bioldgicos, os ésteres fosforicos encon-
tram aplicagdes como plastificantes, reagentes na preparagdo de
polimeros organofosforados, complexantes para a extragdo de cdtions
de metais pesados, inseticidas, pesticidas e compostos toxicos utili-
zados em armas de guerra®.

Os ésteres fosforicos sdo extremamente numerosos e podem ser
classificados em mono-, di- e triésteres, de acordo com o nimero de
grupos ésteres presentes, sendo que os triésteres ndo participam em
processos bioldgicos. Os mono- e diésteres do dcido fosférico con-
tém grupos hidroxila na sua estrutura caracterizando-se, portanto,
como ésteres com uma funcionalidade adicional equivalente a de
dcidos dipréticos ou monoprdticos, respectivamente.
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A solucdo encontrada pela natureza para garantir aos seres vivos
a sua perpetuacio deu-se pelo uso das ligagdes P-O para formar os
fosfodiésteres DNA e RNA. A evolugdo encontrou esta ligagdo como
a ideal para este propdsito devido a estabilidade dos diésteres de
fosfato. E interessante observar que compostos organofosforados
foram selecionados pelo homem para desenvolver pesticidas, inseti-
cidas e gases de guerra. As ligacdes P-O sdo ideais para o desenho
destas classes de compostos, ji que os tornam resistentes a acdo da
agua, do solo e do ar, a fim de que possam atingir o seu alvo sem
serem alterados quimicamente, ficando aptos para acumular nos te-
cidos e provocar danos aos seres vivos. O presente trabalho concen-
tra-se sobre este aspecto dualistico dos ésteres de fosfato enquanto
agentes responsaveis pela vida e, circunstancialmente, por danos em
nosso planeta. Assim, apresenta-se uma revisdo ampla da quimica
dos ésteres de fosfato, em especial sobre os aspectos referentes a
agentes neurotdxicos e sobre os estudos de modelos para as enzimas
responsdveis pela formag@o e quebra das ligagdes envolvendo dto-
mos de fésforo e oxigénio. Inicialmente, serd feita uma abordagem
fisico-quimica organica dos processos de substituicdo nucleofilica
em ésteres de fosfato.

REACOES DE SUBSTITUICAO NUCLEOFILICA EM
ESTERES FOSFORICOS

As ligacoes encontradas nos fosfodiésteres podem ser muito es-
téveis. O tempo de meia vida (f,,) para a hidrélise de certos €steres
fosféricos de longe excede o tempo de vida alcangado por um ser
humano. Assim, por exemplo, o ¢, , para a reagdo de hidrélise espon-
tanea do difenilfosfato é de 180 anos a 100 °C’. A hidrélise esponta-
nea do DNA em solu¢@o neutra € tdo lenta que a constante de veloci-
dade para este processo é desconhecida®. Tal estabilidade é coerente
com o papel fundamental do DNA na preservagdo da informacio
genética.

Em esséncia, dois mecanismos fundamentais para uma reacio
de substitui¢do nucleofilica de ésteres fosféricos sdo conhecidos. No
primeiro, o dtomo de carbono da liga¢do P-O-C do éster pode servir
como eletréfilo, sendo todo o grupo fosfato substituido pelo
nucleéfilo. No segundo, o nucledfilo ataca o atomo de fésforo cen-
tral e desloca o dlcool ou o alcéxido via quebra da ligagdo P-O,
mantendo a ligacdo C-O intacta (Esquema 1).

O mecanismo de quebra da liga¢@o alquil-oxigénio somente é o
caminho principal em pH baixo, onde o grupo de saida é o 4cido
fosforico neutro. A hidrolise de ésteres fosforicos, tais como o benzil
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e o terc-butilfosfato, que possuem grupos alquilicos que formam
carbocdtions estdveis pela quebra da ligacdo C-O (alquilfosfatos
tercidrios), ocorre via um processo de ionizagdo S 1.

Em pH baixo, os alquilfosfatos primdrios e secunddrios sio
hidrolisados através de dois mecanismos competitivos, por S 2 com
clivagem da ligacdo alquil-oxigénio ou por quebra da ligagdo P-O°.
Acima de pH 1,5, onde o grupo de saida fosfato possui pelo menos
uma carga negativa, a hidrélise processa-se principalmente via me-
canismos de clivagem da ligagdo P-O". As reagdes enzimdticas ocor-
rem, na sua grande maioria, por clivagem da ligacdo P-O do éster
fosférico!'. Entretanto, hd um grupo importante de enzimas, envol-
vidas na transferéncia de unidades de glicose e fucose, onde a reacéio
procede por um mecanismo que envolve a quebra da ligagdo C-O".

As reacdes de substitui¢do em ésteres fosféricos com quebra da
ligagdo P-O tém sido, por muito tempo, consideradas mecanistica-
mente andlogas aquelas envolvendo substitui¢@o no carbono tetraédri-
co, do tipo S 1 ou S 2'. Estes mecanismos tém sido descritos na
literatura'®'* como pertencentes a duas classes: dissociativo e associa-
tivo.

O mecanismo dissociativo procede através da liberagdo do fon
metafosfato hidratado (PO,’), sendo andlogo ao processo S 1 na qui-
mica do carbono. O anion metafosfato gerado é uma espécie trigonal
e pode reagir com um nucleéfilo por ambas as faces (Esquema 2).
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Os mecanismos associativos de adi¢do-eliminag¢do, denomina-
dos S 2(P), sdo andlogos a0 mecanismo S 2 para a substitui¢do no
atomo de carbono. A espécie formada no ataque do nucleéfilo sobre
o atomo de fosforo tetraédrico é pentacoordenada com geometria do
tipo bipiramide trigonal (BP.T.), sendo esta espécie um intermedid-
rio ou um estado de transicdo. Os mecanismos associativos podem
ser representados de acordo com o Esquema 3.
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O mecanismo representado em (a) mostra um processo associativo
em linha, onde o estado de transi¢do (E.T.) é pentacoordenado, com
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o nucledfilo e o grupo de saida nas posi¢des apicais parcialmente
ligados ao dtomo de fosforo central, levando a inversdo de configu-
ra¢do. O mecanismo (b) também apresenta um processo associativo
em linha, mas leva a um intermedidrio pentacoordenado estdvel e a
inversdo de configura¢do. Finalmente, o mecanismo apresentado em
(c) mostra retencdo de configuracdo em um processo associativo
adjacente, pelo qual o intermedidrio pentacoordenado sofre uma
pseudo-rotagdo para que o grupo de saida fique na posi¢do apical.

E importante lembrar que a posicio apical de um fésforo numa
geometria BP.T. é favordvel sobre a posi¢do equatorial, tanto para o
ataque do nucledfilo quanto para a partida do grupo de saida. S@o
duas as razdes para justificar esta preferéncia: primeiramente, a liga-
¢do apical € o resultado da interacdo do nucledfilo com uma determi-
nada face do dtomo de fésforo tetraédrico no estado fundamental
para providenciar um impedimento estéreo reduzido dos grupos vi-
zinhos. Além disso, as liga¢des apicais possuem comprimentos maio-
res e sdo mais fracas que as equatoriais'®.

Os mecanismos de substituicio nucleofilica de ésteres fosféricos
sdo complexos devido ao possivel envolvimento de diversas espéci-
es. O substrato corresponde, normalmente, a uma mistura de ésteres
fosféricos neutros, monoanidnicos e/ou dianidnicos, dependendo do
pH. Um método bastante ttil para visualizar estes mecanismos,
dissociativo e associativo, e suas variantes, corresponde ao diagra-
mas simplificado de coordenada de reacdo mostrado na Figura 1.
Neste diagrama, o progresso do ataque do nucledfilo providencia
uma coordenada (ligacdo P-X), sendo que a partida do grupo de sai-
da providencia a segunda coordenada (ligagao P-Y).
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Figura 1. Diagrama simplificado de coordenada de reag¢do para a
transferéncia do grupo fosforila entre os grupos axiais X e Y

No diagrama, os mecanismos com mais de uma etapa envolvem
os caminhos ao longo das bordas do diagrama, enquanto os meca-
nismos concertados envolvem caminhos que desviam das bordas.
Em uma das arestas do diagrama estd o dtomo de fésforo
pentacoordenado (ii), cuja existéncia tem sido demonstrada experi-
mentalmente'®. As reagdes concertadas esquivam-se desta aresta, mas
muitos mecanismos de reacdes de substitui¢do apresentando mais
de uma etapa envolvem estas espécies como intermedidrios. A aresta
diagonalmente oposta ao atomo de fésforo pentacoordenado é ocu-
pada por uma espécie trigonal do fésforo (iii), que € ou o metafosfato
monomérico (no caso da reacdo de um monoéster) ou um derivado
substituido. Contudo, ndo tem sido demonstrado experimentalmen-
te o envolvimento de tal espécie em um processo de substitui¢cdo
apresentando mais de uma etapa em solugao aquosa.

Apesar de haver evidéncias que favorecem cada um dos meca-
nismos descritos acima'® 17, ainda ndo h4 consenso em relagdo aos
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verdadeiros mecanismos. O ponto de vista dominante atual com re-
lacdo as reacdes de hidrdlise e de transferéncia do grupo fosforila
dos ésteres fosforicos em solucdo considera que os diésteres e
triésteres seguem um caminho associativo, enquanto os monoésteres
seguem um mecanismo com caracteristica dissociativa. Esta dltima
reagdo procede sem que o metafosfato livre seja formado, necessaria-
mente, como intermedidrio, mas o E.T. da etapa determinante envol-
ve principalmente a quebra da ligacdo do grupo de saida com peque-
na formagdo da ligacdo com o nucleéfilo'. Em termos do diagrama
na Figura 1, este mecanismo envolve caminhos de rea¢do que se
aproximam da aresta ocupada pelo intermedidrio metafosfato, mas
nao o alcanga.

Usando célculos ab initio, Floridn e Warshel®® estudaram a
hidrélise ndo enzimdtica do monofosfato de metila (neutro,
monodnion e didnion) verificando as energias associadas ao ataque
nucleofilico, pela dgua ou pelo fon hidréxido, ao dtomo de fésforo
central. Os resultados indicam que a hidrélise do fosfato de metila
neutro procede via mecanismo associativo. Em relacdo a reacio de
hidrélise do fosfato de metila mono- e dianidnico, os célculos tedri-
cos mostram que as barreiras de ativagdo dos caminhos associativo e
dissociativo sdo similares, indicando que o sitio ativo de uma enzima
poderia selecionar entre estes mecanismos, dependendo particular-
mente do ambiente eletrostético’.

O estudo fisico-quimico organico de rea¢des modelo pode con-
tribuir significativamente para a compreensio do mecanismo de acao
de muitas enzimas. Compostos organofosforados, tais como o ATP e
0 AcP, desempenham um papel biolégico muito importante em pro-
cessos de transferéncia de energia. Assim, os mecanismos da reacao
de hidrélise de AcP e outros anidridos relacionados tém sido ampla-
mente investigados®. A idéia recente de que estes compostos séo for-
mados espontaneamente no sitio ativo das enzimas responsaveis por
sua sintese, em uma regido hidrofébica, tem modificado a maneira
clédssica de se descrever a sua formag@o™'°. De acordo com esta nova
descri¢do, amparada no conceito de que a constante de equilibrio
depende do meio, a energia é necessdria somente para provocar uma
mudanca conformacional que leva a entrada (ou saida) de dgua no
sitio catalitico e a descomplexacdo do éster de fosfato formado no
sitio ativo da enzima. Assim, considerando-se a importincia do pa-
pel da dgua (e de sua auséncia) na formagao bioldgica de compostos
ricos em energia, mostrou-se que o fon n-decilfosfato em acetonitrila
anidra reage facilmente com acetato de 2,4-dinitrofenila para formar
o acetilfosfato correspondente, em rendimento quantitativo (Esque-
ma 4)%. Esta reagdo é fortemente inibida pela adi¢ao de pequenas
quantidades de dgua e, em solucio aquosa, os produtos sdo os fons
acetato e 2,4-dinitrofenolato formados pela hidrélise do éster. Este
modelo ndo-enzimdtico representou o primeiro sistema bioorganico
que mimetizou com sucesso a sintese de um acilfosfato e demons-
trou a importdncia do meio ndo somente para aumentar a
nucleofilicidade do fosfato, como também para mudar o curso da
reacdo. Este resultado é importante porque demonstra que a solvatagcdo
deve exercer um papel principal no mecanismo de acdo de enzimas
responsdveis pela transferéncia de energia em sistemas bioldgicos,
em consonancia com as discussdes recentes sobre o assunto'?'.
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AGENTES NEUROTOXICOS

Segundo a histéria, a primeira utilizacio de armas quimicas ocor-
reu quando a Alemanha, em 1915, durante a Primeira Guerra Mun-
dial lancou o gas mostarda sobre as tropas aliadas na cidade de Ypres,
na Franca®. Desde entdo, o desenvolvimento de agentes asfixiantes
que afetam o sistema nervoso (agentes neurotoxicos) foi considera-
vel, destacando-se os estudos sobre os agentes neurotoxicos do tipo
G (Figura 2a) realizados na Alemanha, ao final da década de 30.
Apesar disso, estes agentes, assim como o gas mostarda, ndo foram
utilizados durante a Segunda Guerra Mundial.

Na década de 50, foram desenvolvidos compostos mais téxicos
e persistentes que os do tipo G, que foram classificados como agen-
tes neurotéxicos do tipo V (Figura 2b). A maioria sdo ésteres
fosféricos e, para o nosso desconforto, possuem estrutura similar
aquelas dos compostos utilizados como inseticidas e pesticidas (Fi-
gura 2¢)%.
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Figura 2. Estruturas de (a) agentes neurotoxicos do tipo G, (b) agentes
neurotoxicos do tipo 'V e (c) pesticidas e inseticidas

Estes compostos organofosforados inibem a acdo de diversas
enzimas, principalmente a acetilcolinesterase, enzima que catalisa a
hidrélise da acetilcolina, um importante neurotransmissor. Assim,
na auséncia da acetilcolinesterase, a acetilcolina liberada acumula-
se, provocando um colapso no sistema nervoso central, a perda da
coordenac¢do muscular, convulsdes e, finalmente, a morte**. Com
apenas uma gota na pele, o agente nervoso VX [O-etil metilfos-
fonotioato de S-2-(diisopropilamino)etila] pode matar um ser huma-
no em poucos minutos®. Existem hoje dois agentes neurot6xicos do
tipo-V estocados em larga escala: o VX, com milhares de toneladas
nos Estados Unidos da América, e um isomero andlogo, o R-VX
[Russian-VX, O-isobutil metilfosfonotioato de S-2-(dietilamino)
etila], na Russia (Figura 2b)*7.

A seguranca e o impacto ambiental do processo de destruicdo
destes estoques € de grande interesse e preocupagdo para todos. Foi
neste sentido que, em 13 de janeiro de 1993, 170 paises, entre os
quais o Brasil, assinaram em Paris a Convencao Internacional Mun-
dial sobre a Proibi¢do do Desenvolvimento, Producdo, Armazena-
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mento e Uso de Armas Quimicas (CPAQ). Este tratado entrou em
vigor no dia 29 de abril de 1997.

O texto da Convengdo, além de proibir o desenvolvimento, a
producio, o armazenamento e o emprego das armas quimicas, esta-
belece um prazo de 10 anos para que os paises detentores de tais
armas procedam a sua destrui¢@o. Tal acordo fez crescer, a partir da
década passada, o interesse na quimica destes compostos e em sua
detoxificacdo (entenda-se detoxificar como retirar o cardter toxico
de um composto). Diferentes métodos de detoxificagdo tém sido
empregados ao longo dos anos, mas nenhum com total eficiéncia
que permita produzir residuos sem efeitos adversos para o meio
ambiente.

Detoxificacio quimica

Em 1982, foi adotada a incineracdo como o método preferido
para a destrui¢@o dos estoques norte-americanos. Contudo, o grande
problema deste processo € que produz gases toxicos € corrosivos,
levando a necessidade de filtra-los e purifica-los, com custo bastante
elevado para um processo em larga escala. Assim, tecnologias alter-
nativas, incluindo-se a neutralizacdo quimica, estdo sendo também
empregadas em locais de armazenamento pré-determinados, em res-
posta a preocupagao publica e as recomendacdes do Conselho Naci-
onal de Pesquisa dos Estados Unidos.

Embora muitas reagdes quimicas possam ser empregadas para
detoxificar agentes quimicos de guerra, somente algumas na pratica
podem ser utilizadas em uma neutralizacdo, porque estas reacdes
precisam ser simples e os reagentes empregados devem ser estdveis,
baratos e de baixa massa molar®.

A substitui¢do nucleofilica e a oxidac@o sdo as duas reacdes qui-
micas preferidas para uma detoxificagdo, sob condi¢des brandas dos
agentes toxicos. Um método bastante eficiente para detoxificar quan-
tidades pequenas destes compostos em superficies contaminadas ou
contéineres consiste no uso de uma solu¢do liquida contendo um
excesso de reagentes para converter rapidamente, e a temperatura
ambiente, os compostos em produtos significativamente menos t6-
xicos. Como exemplo, o sarin reage rapidamente com OH", a tempe-
ratura ambiente em uma solugdo bésica, para formar os produtos ndo
téxicos NaF e isopropil-metilfosfonato de sédio (Esquema 5). En-
tretanto, este procedimento ndo € eficiente para a destrui¢@o de to-
dos os agentes neurotoxicos. O VX, por exemplo, tem solubilidade
limitada em meio bésico, reage lentamente com o fon hidréxido
(t,, =31 min com NaOH 0,1 mol L a 22 °C)* e ainda produz um
subproduto estdvel e altamente téxico, o 4cido tidico (Esquema 6).
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Assim, a detoxificacdo do VX requer uma quimica diferente.
Uma alternativa é o uso de peroxiacidos, que oxidam o dtomo de
enxofre e promovem uma rdpida clivagem da ligacio P-O. Por exem-
plo, o fon peroximonossulfato (HSO,), utilizado numa mistura co-
nhecida como oxone (2KHSO,.KHSO,.K SO,), € especialmente til,
porque protege o grupo amino da oxidag@o por causa da protonacio
e também porque o VX protonado é bastante soldvel em dgua®.
Contudo, 0 oxone tem uma massa molar alta, uma solubilidade bai-
xa e € caro. O fon hipoclorito também destréi o VX, mas esta reacido
¢é invidvel porque o oxidante é desperdi¢ado ao reagir com o grupo
amino. Um outro aspecto importante € que, em geral, estes oxidantes
tém um tempo de meia-vida curto. Uma estratégia alternativa con-
siste no uso de nucleéfilos mais estiveis, que produzam clivagem
quantitativa da ligacdo P-O. Dentro desta alternativa, a utilizagdo de
nucledfilos detentores do efeito o parece constituir uma estratégia
bastante vantajosa.

O efeito a é definido como o aumento da reatividade de
nucledfilos que tém pares de elétrons ndao compartilhados sobre o
atomo adjacente ao centro nucleofilico, quando comparados a um
nucledfilo normal (nucleéfilo que ndo possui o efeifo ) de mesma
basicidade. A explicagdo deste tipo especial de efeito tem sido um
desafio continuo para os pesquisadores, desde que este fendmeno
foi trazido a luz por Edwards e Pearson®'.

Dentre as espécies que exibem esta reatividade inusitada, estdo
incluidas a hidroxilamina, a hidrazina, o anion hipoclorito, os acidos
hidroxamicos, as oximas, os hidroperdxidos, o nitrito e o sulfito (Fi-
gura 3).

Nucledfilos tipo  X—Y:

0
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RO—RNH, RCN-0 0=N-0
- N e - P
R,N—NH, C=N-0 0=§:

o
:CI—0~ RO-0O

Figura 3. Algumas espécies nucleofilicas que apresentam o efeito o. em
processos nucleofilicos

Diferentes fatores podem influenciar a reatividade nucleofilica e
sdo importantes para o efeito a. E provavel que o 4tomo eletronegativo
que estd na posicdo o com o seu par de elétrons livres contribua
diretamente para o aumento da nucleofilicidade de alguns, sendo to-
dos, destes nucledfilos. A explicacdo proposta mais freqiientemente
para o efeito o é a de que os pares de elétrons sobre os dtomos na
posi¢do o. aumentam a nucleofilicidade pelo aumento da densidade
eletronica efetiva no centro de reacdo. Pode-se ainda argumentar que
a remogdo parcial dos elétrons de Y no nucledfilo X-Y (Esquema 7)
por doag@o ao substrato S, no caminho que leva ao estado de transi-
¢do, cria uma deficiéncia eletronica sobre Y. Esta deficiéncia eletr6-
nica pode ser estabilizada pela doag@o eletronica de X. O resultado
serd um aumento na densidade eletronica efetiva no substrato e, con-
seqiientemente, na nucleofilicidade de X-Y*.

O bis(2,4-dinitrofenil) fosfato (BDNPP) vem sendo utilizado
como substrato para estudar a reagdo de hidrdlise e substituicio
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Esquema 7

nucleofilica ao centro de fésforo do BDNPP na presenca de
hidroxilamina (HA), N-metil hidroxilamina (NMHA), N,N-dimetil
hidroxilamina (NDHA) e O-metil hidroxilamina (OMHA). Os re-
sultados vém mostrando que estas espécies nucleofilicas catalisam
muito eficientemente a hidrélise de BDNPP. Além disso, verificou-
se que as reacdes de substituicdo nucleofilica ao centro de fésforo do
BDNPP ocorrem muito provavelmente com a formagao de um inter-
medidrio HA O-fosforilado, com ataque intramolecular ao dtomo de
fosforo®.

REACOES DE SUBSTITUICAO NUCLEOFILICA EM
ESTERES DE FOSFATO CATALISADAS POR {ONS
METALICOS

Muitas enzimas recebem a denomina¢do de metaloenzimas por-
que empregam fons metdlicos como cofatores para baixar a energia
de ativacdo da quebra de ligagdes quimicas. O mecanismo pelo qual
isso acontece depende de cada metaloenzima. Dentre esta classe de
enzimas, pode-se citar as fosfatases, que usam fons metdlicos para
facilitar a quebra da ligacdo P-O. Diversos complexos metélicos que
tentam modelar a estrutura e funcionalidade destas metaloenzimas
tém sido extensivamente estudados nas ultimas décadas e procuram
elucidar o seu modo de a¢ao***.

Ot,, para a clivagem hidrolitica do DNA, em pH 7 e a 25 °C, tem
sido estimado em milhdes de anos. Por outro lado, o DNA e o RNA
sdo clivados em apenas alguns segundos em condicdes fisiolégicas
quando enzimas ativadas por um, dois ou mais fons metélicos estdo
presentes®. Este fato faz com que um grande nimero de estruturas
empregadas a nivel supramolecular tais como as ciclodextrinas®, os
éteres-coroa®®*’, os calixarenos***?, os dcidos hidroxamicos* e com-
plexos inorgnicos automontados*, assim como diversos compos-
tos ndo-ciclicos, venham sendo estudados como modelos artificiais
para metaloenzimas e suas funcionalidades testadas em uma diversi-
dade de reagdes**¢. No entanto, a maior diferenca entre as enzimas
e seus modelos estd na reatividade, para a qual questdes como as
estruturais sao muito importantes.

Algumas caracteristicas da catdlise enzimadtica, tais como a
complexag¢do do substrato, o aumento de velocidade e a seletividade
alta, t€m levado muitos pesquisadores a desenvolverem moléculas-
modelo para as propriedades estruturais e funcionais das enzimas.

Catalise por ions metalicos

A catdlise por metais de transicdo e compostos organometélicos
faz parte de um campo de investigacdes vasto e relativamente novo,
que vem se desenvolvendo rapidamente devido a sua potencialidade
para fornecer modelos de processos enzimadticos. A catdlise por fons
metdlicos ocorre devido a sua habilidade para se coordenar ao
substrato estabilizando, assim, o estado de transi¢do. Essa estabili-
zacdo € varidvel, dependendo de como o metal atua nas reacdes.

De maneira geral, um fon metdlico pode promover a acelera¢dao
da velocidade de hidrdlise de ésteres de fosfato através da coordena-
¢do do dtomo de oxigénio do grupo fosforila ao fon metdlico; pela
ativacdo do nucledfilo, o qual é coordenado tal como um hidréxido
metdlico; ou ativando o grupo de saida através da coordenagdo deste
ao metal. O {fon metdlico pode se coordenar a grupos hidréxido, pro-
movendo a aceleracdo da velocidade de hidrdlise por meio de uma
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catélise basica geral intramolecular, ou ainda, através da coordena-
¢cdo com moléculas de dgua, numa catdlise dcida geral intramole-
cular®’.

A associacdo de um fon metdlico com dgua ou dlcool tende a
baixar os seus valores de pK . Isto € possivel porque a base conjugada,
hidréxido ou alcéxido, pode dissipar a carga negativa pela interacao
com o fon metélico, por ser melhor nucleéfilo que seu acido conju-
gado. De uma maneira geral, podemos dizer que, quando um fon
metalico se coordena a um fosfato, é observado um aumento no ca-
rater eletrofilico do substrato e o metal atua como um catalisador
dcido geral’.

O Esquema 8 mostra como um fon metdlico pode promover a
reagdo pelo posicionamento correto do nucledfilo para o ataque so-
bre o dtomo de fésforo. Este arranjo promove um aumento da
eletrofilicidade do dtomo de fésforo através da coordenacdo do fon
metdlico a um dos dtomos de oxigénio do fosfato. Por outro lado,
posiciona favoravelmente o hidréxido metdlico para o ataque equa-
torial®®.

2+
Mm% 0+
o~ on o—wm* -

s
RO—P: — |RO- P OH RO" + P—OH
o o o o o o.

Esquema 8

Fife e Pujari® estudaram a influéncia dos fons metélicos Cu**,
Ni?*, Co* e Zn** na hidrélise do monoéster 2-(1,10-fenantrolil)fosfato
(1). O fon metélico tem a fun¢do de aumentar a estabilidade do gru-
po de saida. O valor da constante de velocidade para a hidrélise do
complexo do dianion de 1 com Cu* foi 10® vezes maior que para o
dianion fenilfosfato.

Bruice e colaboradores™® observaram a importancia da questdo
estrutural dos substratos fosfatados em processos hidroliticos. Foi
verificado que os fons metdlicos Ni**, Co** e Zn?* catalisam a reagao
de hidrdlise do bis(8-hidroxiquinolina)fosfato (2), mas nao tém efei-
to sobre a velocidade de hidrélise do bis(6-hidroxiquinolina)fosfato

3).

o 0"
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-

P
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N 0 o) o
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2 3

O mecanismo mais provédvel para a reacdo catalisada pelo fon
metdlico pode ser representado segundo o Esquema 9. A fungdo do
fon metdlico aqui € a de gerar um grupo de saida bom pela sua pré-
associacdo com 2.

Os ésteres 4-nitrofenilfosfato (4) e bis(4-nitrofenil) fosfato (5),
quando complexados a fons Co* coordenados a poliaminas, mos-
tram um aumento nas velocidades de hidrélise de 10" vezes em pH
7, comparativamente com a hidrélise espontanea dos respectivos
ésteres ndo complexados®'. Estes grandes aumentos nas velocidades
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devem-se muito provavelmente as estruturas 6 e 7, nas quais o éster
encontra-se ligado ao fon Co*.

1+2

NO,

As fosfoesterases catalisam a hidrélise de ésteres de fosfato e
dentre elas merecem citag@o as fosfatases dcidas purpuras (PAP’s),
que catalisam a hidrdlise de ésteres de fosfato em condi¢des dcidas
(pH 6timo entre 4,9 e 6,0) e contém um centro dinuclear de Fe-M,
sendo M igual a Fe, Mn ou Zn*. As PAP’s sdo encontradas em uma
grande variedade de plantas e animais, sendo que as mais estudadas
tém sido as encontradas no bago bovino, com funcio bioldgica ain-
da ndo muito bem esclarecida. Diversos pesquisadores tém trabalha-
do em propostas para o sitio ativo das PAP’s, tentando aproximar os
complexos-modelo com a enzima natural®>%. Os centros metdlicos
dinucleares em grande nimero de fosfoesterases ligam-se a fosfatos
e promovem sua hidr6lise®®. A ativagdo do 4cido de Lewis obtida
pela coordenacio dos dtomos de oxigénio do fosfodiéster com uma
variedade de complexos metdlicos dinucleares pode aumentar a ve-
locidade da reacdo de hidrdlise. Sob esta dtica, estudou-se o efeito
catalitico do complexo (8a) sobre a reacdo de hidrdlise do BDNPP
(8b). Este complexo foi sintetizado inicialmente por Erthal®' e apre-
senta em sua estrutura dois fons Fe**. Os resultados mostraram um
efeito catalitico maximo, entre pH 5,0 e 5,5, de aproximadamente
200 vezes em comparacdo com a hidrélise espontinea do éster®.

8a 8b

A baixa velocidade de troca dos ligantes em complexos com Co**
faz com que sejam ideais, tanto para quantificar a ativacdo do acido
de Lewis como para o estudo em detalhes do mecanismo da reagdo.
O complexo 9, que apresenta um diéster de fosfato coordenado a um
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centro dinuclear de Co*, foi empregado no estudo da labilidade
isotépica de 'O para mostrar que a ponte 6xido atua como um
nucledfilo bastante eficiente na hidrélise de fosfato®. A ativagdo do
dcido de Lewis, em combinacéo com a ativacdo da ponte hidréxido,
provoca um aumento de, aproximadamente, 11 ordens de magnitude
na hidrélise do diéster de fosfato no complexo 9%

/,P\

o (' (0]
NH\‘ e — Q| a—NH
o Co
NH ) NH
?

NH PN
9

Os fons hidréxido coordenados a dois fons metdlicos em
aminopeptidases e fosfatases podem funcionar como nucle6filos®.
No entanto, € bastante dificil recolher evidéncias sobre os mecanis-
mos pelos quais as enzimas catalisam as reagdes de hidrélise de ésteres
de fosfato.

Catalise por lantanideos

Nos tltimos anos, os lantanideos t€ém despertado a atencdo dos
pesquisadores como catalisadores em reacdes de hidrélise de ésteres
fosféricos. A forma pela qual estes processos ocorrem e quais s3o as
espécies ativas sdo algumas dentre as muitas questdes que precisam
ainda ser investigadas. H4 vdrias possibilidades sendo discutidas na
literatura® % e é sobre elas que a questdo serd aqui abordada, tentan-
do-se mostrar os pontos de vista dominantes e as bases experimen-
tais para as discussdes.

A carga total do fon metdlico e a sua habilidade para polarizar as
ligagdes P-O sdo fatores importantes no estudo dos mecanismos de
reacdes promovidas por metais. Os lantanideos (Ln**) apresentam
vantagens sobre os metais de transicdo na eficiéncia catalitica devi-
das, em grande parte, ao efeito da carga, ao elevado nimero de coor-
denacgdo em solucdo (entre 8 e 9) e a sua restri¢do geométrica relati-
vamente livre se comparada aos metais de transi¢ao*®.

Os ésteres de fosfato tais como o composto 5, normalmente re-
sistentes a agentes nucleofilicos, sdo facilmente hidrolisados na pre-
senca de lantanideos. Isto ocorre pela capacidade que estes metais
tém para disponibilizar simultaneamente sitios receptores eletrofilicos
P-O e nucleofilicos para o ataque ao grupo P=0%".

O t,, para a hidrélise espontinea dos nucleotideos UpU (10) e
ApA (11) é estimado em 130 anos. Na presenca do lantanideo Tm?*,
o1, passa a ser de apenas 10 min em pH 8 e a 30 °C, tendo um
incremento de velocidade na ordem de 107. No entanto, a catdlise
ndo é observada se o lantanideo for substituido por metais de transi-
¢ao®.

81 NH, NH,
N X
\ /& </ | N </ ‘ SN
HO/WON ) o N/) o N N/)
HO/W HO/W
o b ou [ on
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Os resultados experimentais de Chin e colaboradores® para a
hidrélise do ApA com La*, em valores de pH variando entre 8,4 e
9,9 a 25 °C, sdo consistentes com um complexo em que estdo envol-
vidos dois fons metdlicos associados a cinco moléculas de dgua
desprotonadas, formando um dimero do tipo La (OH),*, que € apro-
ximadamente 10* vezes mais reativo do que os complexos mono-
nucleares correlacionados®. Os autores sugerem dois mecanismos
possiveis. No primeiro caso, um dos fons hidréxido ligar-se-ia ao
metal e faria o papel de um catalisador basico geral intramolecular
(Esquema 10a). Na outra possibilidade, o 2’-alcéxido deslocaria um
hidréxido ligado e agiria como nucledfilo (Esquema 10b).

*la— *La<—0—La
N\ H N\ H
HO \OH HO \OH
a b
Esquema 10

Os resultados de Chin e colaboradores® opdem-se aos resulta-
dos obtidos por Matsumura e Komiyama’ quanto a espécie ativa
formada entre o metal e fons hidréxido. Segundo os dltimos
autores, a espécie ativa teria uma estrutura tetracationica do tipo
[Ln,(OH),]*". Embora tenha se mostrado bastante complicada a
defini¢do precisa das espécies que se formam em solucdo, todos os
experimentos convergem para a existéncia de espécies altamente
agregadas. Esses oligdmeros podem ser representados como
[Ln (OH) ]*™, nos quais a estrutura depende em grande parte dos
dados de solvolise para cada metal.

A sugestdo de que espécies bimetdlicas atuam ativamente na
clivagem de ribonucleotideos ¢ reforcada por outros pesquisado-
res®72. Além disso, a cooperatividade bimetalica observada nestes
trabalhos lembra os mecanismos observados por algumas
metaloenzimas naturais®®. A substitui¢io do grupo de saida 5’-
alcoxido da ApA por um grupamento fenila Ap¢ (12) faz com que a
hidrélise tenha um incremento de velocidade na ordem de 10°. Em
contraste com a ApA, que tem aumentos de velocidade de hidrélise
extremamente grandes na presenga de lantanideos, como ja foi ano-
tado anteriormente, a velocidade da reacdo da Ap¢ na presenca de
Tm* é somente trés vezes maior do que para a reagdo sem metal.
Este resultado sugere, aparentemente, que a etapa determinante na
velocidade da reagdo ¢ diferente para ambos os compostos ApA e
Ap¢ e evidencia, também, a importante participagdo do grupo de
saida na velocidade das reacdes de substitui¢cdo nucleofilica dos
ésteres de fosfato™.

Muitos trabalhos levam a evidéncias de que a hidrdlise de ésteres
de fosfato promovida por metais ocorre via mecanismo concertado,
através de um complexo formado entre um cation metdlico e um
nucleéfilo (OH ou RO")3*3073,

Para gerar complexos lantanideo/hidroxo ativos, um meio bési-
co ¢é requerido. No entanto, a baixa estabilidade dos hidréxidos de
lantanideos nesse meio torna necessario o uso de ligantes apropria-
dos que estabilizem a espécie reativa. Este €, sem ddvida, um dos
fatores mais importantes no desenvolvimento de catalisadores ati-
vos. Aminas, aminoésteres e poliéis, quando usados como ligantes
complexando o fon Eu** na reacdo de hidrélise do composto 5, ndo
afetam significativamente a velocidade da reagdo™7. Este resultado
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evidencia que ligantes neutros, como os amino-alcoois, podem fun-
cionar como bons estabilizantes dos complexos, sem diminuir a efi-
ciéncia catalitica dos mesmos em valores de pH elevados. Devido a
este fato, amino-dlcoois simples como os derivados de tris(hidroxi-
metil)-aminometano (13; tris) t&ém recentemente despertado muito a
aten¢do e sido empregados com sucesso. O tris mostra-se bastante
eficiente na estabilizacdo de complexos de Zr* altamente dcidos™
enquanto o bis-tris (14) e o bis-tris-propano (15) formam complexos

hidroliticamente ativos com La3* 16677,
HO, HO, S HO, OH
H H
HO#NHZ HO HO/% Ne_~_ N%\OH
OH OH HO
15

N
OH
14

OH

OH
13

Efeito de Ln* com espécies nucleofilicas nas reacdes de
substituiciio envolvendo ésteres de fosfato

Butcher e Westheimer’, ja nas primeiras décadas do século XX,
discutiam o alto efeito catalitico dos lantanideos associados com fons
hidréxido na substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfato. Atual-
mente, o interesse tem se voltado para estes metais pois, além de
atuarem como fons livres, podem se combinar entre si em agua, for-
mando espécies oligoméricas. Com espécies nucleofilicas, como o
peréxido de hidrogénio, podem formar nucledfilos metélicos mais
eficientes, aumentando ainda mais seu poder catalitico®*%. Vdrios
trabalhos na literatura relatam efeitos sinérgicos de velocidade de
hidrélise de ésteres de fosfato, quando lantanideos sdo associados
com espécies nucleofilicas®!#2,

A clivagem do éster fosférico 5 na presenga de La* em pH 7,0 a
25 °C é da ordem de 10* vezes mais rapida em comparagdo com a
hidrdlise na auséncia do lantanideo. No entanto, a mesma reacio
apresenta um incremento na velocidade de hidrélise de aproximada-
mente 10 vezes, quando o perdxido de hidrogénio é adicionado ao
meio reacional®’. O grande aumento observado na velocidade da re-
acdo estd associado a interagdes cooperativas do fon metdlico com o
peréxido de hidrogénio, formando um catalisador (Esquema 10 ou
11) que apresenta uma coroa ativa, a qual consiste em dois fons La**
ligados a dois perdxidos reativos (Esquema 11).

2Lla% + 2H,0, + 4H*

_o } 6
~ N

+ 3+
Laig\/\g}a

b

Esquema 11

A func¢do mecanistica do peréxido de hidrogénio pode estar re-
lacionada a formagdo de complexos dinucleares (Esquema 12), pos-
sibilitando assim a ligacdo do fosfato como ponte entre os centros
metdlicos (Esquema 12a). Adicionalmente, o peréxido pode atuar
como uma base geral intramolecular (Esquema 12b). Finalmente,
pode atuar como um catalisador nucleofilico intramolecular levando
a formagdo de um peroxifosfato (Esquema 12c).
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Esquema 12

Nas condicdes descritas acima para a hidrélise do composto 5 na
presenca de La** e de perdxido, a constante de velocidade mostra-se
de segunda ordem em relacdo ao lantinio e, também, em relacio ao
peréxido e dados de titulacdo potenciométrica sdo consistentes com
0 mecanismo proposto no Esquema 12%. Estudos de efeito isotGpico
com H,"*0, para esta reagdo evidenciam a presenga de *O no produ-
to da reagdo (PO,*), sugerindo que o peréxido atua como catalisador
nucleofilico e forma a espécie peroxifosfato que é, entdo, reduzida
pelo perdxido ao fosfato correspondente®.

A observagdo de que a associagdo dos lantanideos com grupos
nucleofilicos leva a efeitos sinérgicos altamente pronunciados sobre
as velocidades de reacdes de substitui¢io nucleofilica em ésteres de
fosfato estd fazendo com que, nos tltimos anos, outros ligantes’ %338+
sejam estudados, com o intuito de se compreender melhor o meca-
nismo pelo qual estes processos ocorrem. Assim, por exemplo, um
efeito catalitico extraordindrio foi observado para a hidrdlise do éster
8b na presenga de um complexo de Er** com o ligante 15. Em pH
8,5, foi observado um efeito catalitico de 10° vezes em comparagio
com a hidrélise espontinea do éster de fosfato™#,

CONCLUSOES

A importancia da quimica do dtomo de fésforo por si s justifica-
ria o estudo de seus compostos. O fato de que os compostos fosfatados
sdo utilizados como fonte de energia nos processos bioldgicos ddo aos
ésteres derivados do 4cido fosférico um papel fundamental para o de-
sempenho de muitas fungdes vitais nos organismos vivos. De acordo
com Westheimer, “todas as reacdes que envolvam a formagdo ou a
quebra de ligacdes de ésteres fosféricos sdo vitais para o entendimen-
to dos sistemas vivos™!”. Com isso, a busca do entendimento do papel
bioldgico destes compostos tem contado com a contribui¢do de mui-
tos pesquisadores, nas ultimas décadas. Assim, destacou-se aqui a im-
portancia bioldgica dos ésteres de fosfato, a sua reatividade e os meca-
nismos propostos para suas reagdes de substitui¢do nucleofilica. Fica
claro pelo que foi aqui apresentado que, embora tais mecanismos ve-
nham sendo amplamente discutidos ao longo das tdltimas cinco déca-
das, ainda permanecem muitas incertezas.

Outro aspecto de grande importancia, que merece ser melhor
estudado, refere-se ao estudo de estratégias para a degradacdo de
fosfatos de alta toxicidade, baseando-se em reagdes de compostos-
modelo com o-nucleéfilos. Estes estudos devem ainda fornecer im-
portantes subsidios para a compreensdo da origem mecanistica do
efeito a.

Tendo-se em vista a relevancia do uso de lantanideos como
catalisadores das reagdes de substitui¢do nucleofilica envolvendo
ésteres de fosfato, as investigacdes mecanisticas destes processos
catalisados representam um campo que vem tendo um crescimento
vertiginoso, merecendo a atencio de vdrios pesquisadores. E impor-
tante ressaltar que a complexidade destes sistemas modelos apresen-
ta caracteristicas muito similares as de muitas enzimas que exibem o
fendmeno da cooperatividade®®®, o que os torna, por este motivo,
um objeto de estudo sempre atual.
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