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RESUMO

As reacdes que envolvem a transferéncia de grupos fosforila estdo entre as mais
estudadas em quimica e bioquimica devido a sua relevancia em muitos processos
guimicos e biolégicos. O controle e 0 aumento da velocidade reacional dessas
reacdes sdo governados por uma vasta maquinaria enzimatica que usa as cadeias
laterais de alguns residuos de aminoacidos presentes no sitio ativo como
nucledfilos. As enzimas sao macromoléculas e sua complexidade estrutural,
sensibilidade a temperatura e pH dificultam os estudos de seu mecanismo de
catalise. Na busca pelo entendimento do poderio catalitico da fosfolipase D, este
trabalho focou no estudo do mecanismo reacional de diésteres de fosfato, p-
nitrofenil fosfatos de orto-(1H-imidazol-2-il)naftilas, denominados 1Ni2P-pNP, 2NilP-
pNP e 3Ni2P-pNP, que séo trés novos modelos ndo-miméticos do mecanismo da
fosfolipase D. Avaliou-se os efeitos de proximidade e direcionalidade do grupo
imidazol na reacdo dos trés diésteres de fosfato. Esses isdbmeros reagem aos
respectivos monoésteres, orto-(1H-imidazol-2-il)naftil fosfatos, em duas etapas: i. a
clivagem do fosfodiéster com o ataque nucleofilico intramolecular do grupo imidazol
neutro ou anidénico sob o 4&tomo de fosforo com a formacédo de p-nitrofenolato e de
um intermediario fosfoimidazol; ii. a hidrélise do fosfoimidazol ciclico (grupo imidazol
protonado) para render os respectivos monoésteres do 1Ni2P-pNP, 2NilP-pNP e
3Ni2P-pNP. Neste caso, observou-se que o fosfoimidazol ciclico (grupo imidazol
desprotonado) reage lentamente com agua ou com outros nucleéfilos oxigenados.
Dentre os trés diésteres, o isdbmero 3Ni2P-pNP foi o mais reativo na primeira etapa,
apresentando uma molaridade efetiva 6,5 vezes maior do que o 1Ni2P-pNP. A
primeira etapa foi avaliada computacionalmente, com uma 6tima concordancia com
0s parametros termodinamicos experimentais, mostrando que a reacdo dos trés
isdmeros apresenta um estado de transicdo sincronico. Na etapa de hidrélise dos
fosfoimidazéis ciclicos, os baixos valores obtidos de Bnuc, indicam um estado de
transicdo adiantado. Por fim, baseado nos resultados deste e de outros estudos,
propde-se, conforme a teoria espaco-temporal, que o cone reacional para o ataque
nucleofilico sobre o atomo de fosforo € menos dependente de direcionalidade em
relacdo ao ataque sobre o atomo de carbono.

Palavras-chave: Catalise intramolecular, Fosfoimidazol, Fosforila, Fosfolipase D.



ABSTRACT

SPATIAL EFFECT OF IMIDAZOL GROUP IN PHOSPHATE DIESTERS
REACTIONS AND FOSFOIMIDAZOLS: NON-MIMETICS MODELS OF
PHOSPHOLIPASE D

The reactions involving phosphoryl transfer are among the most studied in chemistry
and biochemistry because their relevance in many chemical and biological
processes. The control and increase of the reaction rate of these reactions are
governed by extensive enzymatic machinery using side chains of some amino acid
residues present in the active site as nucleophiles. Enzymes are macromolecules
and their structural complexity, sensitivity to temperature and pH interfere in studies
of its mechanism of catalysis. In order of better understand the catalytic power of
phospholipase D, this work focuses on the study of the reaction mechanism of the
phosphate diesters, p-nitrophenyl phosphate ortho-(1H-imidazol-2-yl)naphthyles,
named 1Ni2P-pNP, 2NilP-pNP and 3Ni2P-pNP, which are three new non-mimetic
models of the mechanism of phospholipase D. We evaluated the effects of
directionality and proximity of the imidazole group in the reaction of the three
phosphate diesters. These isomers react to their monoesters, ortho-(1H-imidazol-2-
ylnaphthyl phosphate in two steps: i. phosphodiester cleavage with intramolecular
nucleophilic attack of the neutral or anionic imidazole group on the phosphorus atom
with formation of p-nitrophenolate and an phosphoimidazol intermediate; ii.
hydrolysis of cyclic phosphoimidazol (protonated imidazole group) to yield the
respective monoesters of 1Ni2P-pNP, 2NilP-pNP and 3Ni2P-pNP. In this case, it
was observed that the cyclic phosphoimidazol (deprotonated imidazole group) reacts
slowly with water or other oxygen nucleophiles. Among the three diesters, the 3Ni2P-
pNP isomer was the most reactive in the first step, presenting an effective molarity
6.5-fold greater than 1Ni2P-pNP. The first step was studied computationally, with a
good agreement with the experimental thermodynamic parameters, showing that the
reaction of the three isomers presents a synchronous transition state. In the
hydrolysis step of the cyclic phosphoimidazol, low Bnuc values indicate an early
transition state. Finally, based on the results of this and other studies, it is proposed
that, according to the spatiotemporal theory, the reaction cone to the nucleophilic
attack on the phosphorous atom is less dependent on directionality in relation to the
attack on the carbon atom.

Keywords: Intramolecular catalysis, Phosphoimidazole, Phosphoryl transfer,
Phospholipase D.
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1 INTRODUCAO

Os esforgos no entendimento da acédo enzimatica iniciado no século passado
renderam teorias e modelos que serviram de alicerce para grandes avancos na
guimica e biotecnologia. Este trabalho explora fatores conformacionais de grupos
reativos em modelos ndo-miméticos da fosfolipase D, tendo como objetivo o

entendimento dos fatores que governam a catalise enzimatica nessas enzimas.

1.1 Catdlise Enzimética

As enzimas sdo macromoléculas com massa variando de 5 a 200 kDa, que
atuam como catalisadores biolégicos e sdo constituidas basicamente por
combinacdes de 20 tipos diferentes de aminoacidos, apresentando em certos casos
cofatores, moléculas nao-proteicas, que sdo essenciais para o funcionamento
adequado da enzima. As enzimas sdo em sua maioria constituidas de 50 a 2000
residuos de aminoacidos unidos covalentemente em longas sequéncias contendo
multiplas ligacBes amidicas, ditas peptidicas. A ampla possibilidade de combinacfes
dos 20 tipos de aminoéacidos possibilita a obtencdo de uma vasta quantidade de
enzimas que catalisam o0s mais variados tipos de reacdes em sistemas
biolégicost* 2.

O sitio ativo ou catalitico, que € responsavel pela interacdo e reacao de
conversédo de substrato em produto, corresponde a uma pequena regido da enzima
gue apresenta alguns poucos residuos de aminoacidos. O sitio ativo, em forma de
fenda, especifica para interacdo com o substrato, tem a capacidade de se ligar ao
estado de transicdo. Dessa forma, promove o0 aumento da concentracdo de tal
estado no meio reacional e, consequentemente, aumenta a velocidade da reacdo.

Dentro desse sitio, o substrato (S) complexa-se de modo ndo-covalente a
enzima (E), formando um complexo enzima-substrato (ES), que reage para dar os

produtos conforme mostrado no Esquema 1.
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Esquema 1. Modelo de catalise enzimatica em que k; € denominada constante de
velocidade de formacdo do complexo enzima-substrato, k, € a constante de velocidade de
dissociacdo desse complexo e ks é a constante relacionada com a taxa de formacao dos
produtos da reacdo e a liberagdo de enzima livre sendo esta, usualmente a etapa
determinante da reacao.

De modo geral, pode-se dizer que o poder catalitico das enzimas depende de
trés fatores principais*

a) Proximidade e orientacdo, atravées de interacdes ndao-covalentes
estabelecidas com o substrato, as enzimas conseguem orientar o substrato em uma
posicdo em que os residuos no centro catalitico encontram uma posi¢cdo adequada
para dar inicio a reagcdo e promover a estabilizacdo do estado de transi¢ao;

b) Distorcdo, a enzima faz com que o substrato atinja uma conformacao
parecida com o estado de transicdo, promovendo uma diminuicdo da demanda
energeética;

c) Efeito do meio, no sitio ativo da enzima o substrato sofre uma mudanga em
sua solvatacdo, que consiste geralmente em um meio de menor polaridade com
interacdes dipolares mais eficientes. Por exemplo, o efeito do meio provoca um
aumento na nucleofilicidade de certos grupos reativos, tais como hidroxilas, e torna
as ligacdes de hidrogénio mais fortes!®.

Esses fatores favorecem a reacao quimica criando um caminho reacional de
menor energia como exemplificado pela Figura 1. Independentemente de ser uma
catélise enzimatica ou quimica, esse é o ponto primordial para a capacidade e

eficiéncia de um catalisadort.
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Figura 1. Diagrama de energia livre hipotético para uma reacdo ndo-catalisada e catalisada
representando a diminui¢do do valor de energia livre devido a processos cataliticos.

Desde o século passado o interesse cientifico € crescente em descobrir o
mecanismo de acdo enzimatica e as razdes de seu alto poder catalitico. Porém o
grande numero de variaveis encontradas ao se trabalhar com sistemas tao
complexos e as limitacdes técnicas no inicio do século passado dificultaram a
formulacdo de reacdes modelo que pudessem descrever as transformacoes
ocorridas no sitio ativo. A evolucdo de muitas técnicas de analise como, por
exemplo, a cristalografia de raios-X, a ressonancia magnética nuclear, e o dicroismo
circular, aplicadas na tentativa de elucidar a estrutura tridimensional da enzima e
entender o seu funcionamento!”, facilitaram a formulacdo de modelos que possam
imitar as caracteristicas do sitio ativo das enzimas.

O entendimento do funcionamento das enzimas, sua especificidade e
eficiéncia catalitica em condicdes brandas de temperatura e pressdo € uma questao
fundamental em biologia e hoje é uma area de fronteira dentro da quimica, com
implicacBes cientificas e comerciais importantes®. Esse entendimento do
mecanismo catalitico de enzimas motivou a abertura de importantes areas de
pesquisa visando o desenvolvimento e sintese de compostos que mimetizem a
estrutura e funcéo das enzimas'®.

Dentre a gama de estratégias existentes, podem-se citar os miméticos, que
correspondem aos modelos que tentam imitar o sitio ativo das enzimas como um
todo, e 0s ndo-miméticos, que visam o0 estudo de uma determinada acdo

enzimatical’. Os estudos dos modelos ndo-miméticos seguem duas linhas de
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pesquisa: uma voltada para os estudos dos complexos de inclusdo, que modelam
as interacdes enzima-substrato, como por exemplo, as ciclodextrinas*! e
calixarenos™ e outra voltada para os principios fisico-quimicos que governam as

reacdes no sitio ativo, tais como, as reacdes intramoleculares!*?.

1.2 Modelos de estudo da catalise enzimatica

Os estudos do mecanismo de reacdo enzimatica podem ser feitos com a
enzima in vitro ou utilizando de reacdes modelo, especificas ao mecanismo
enzimatico proposto, que aplicam um ou mais modos de catéalise descritos abaixo:

Catalise acida ou basica geral: 0 mecanismo ocorre via transferéncia de um
proton de alguma espécie do meio, durante ou até a etapa determinante da
velocidade de reacdo. Varias reacfes de adicdo nucleofilica em aldeidos, cetonas,
ésteres e amidas, entre outras, apresentam 0s mecanismos acido e/ou base

geral*®,

(a) Catalise dcida geral

f\

H—A A _H
o] C
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A . L i
/ \ _— /‘\ —_— (o}
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(b) Catéalise basica geral

O
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N H” R o + R,OH +HB
Y !
H H X HB'

B

Esquema 2. Mecanismo de reacgao via catalise acida e basica geral.

Catélise nuclecfilica: esse mecanismo se da pela utilizacdo de compostos
gue atuam como bons nucledfilos no meio reacional para formar um intermediario
reativo. No Esquema 3 estd um exemplo no qual a piridina atua como catalisador

nucleofilico em uma reacéo de esterificacdo!™:
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Esquema 3. Mecanismo de reacao de esterificacdo via catalise nucleofilica.

Os modos de catélise acima podem ter tanto o catalisador como o0 centro
reativo em uma mesma molécula, possibilitando que esses grupos tenham uma
proximidade favoravel para que a reagéo quimica sofra um incremento consideravel
na velocidade de reacdo. Esse efeito € denominado catélise intramolecular e, as
moléculas que promovem esse efeito, sdo utilizadas como modelos de estudo para

a catélise enzimatica que sera detalhado a seguir.

1.2.1 Catalise intramolecular e modelos miméticos

As reacOes intramoleculares e modelos miméticos racionalizam de forma
simples o grande poder catalitico das enzimas em sistemas biolégicos. As bases
gue norteiam tais estudos estabelecem que os mesmos parametros fisico-quimicos
gue governam a reatividade entre dois grupamentos funcionais em uma reacao
intramolecular, também estdo presentes para estes mesmos grupamentos quando
constituem o sitio ativo de uma enzima.

A lactonizagdo, hidrélise de ésteres carboxilicos e fosforicos estdo entre
reacdes intramoleculares muito utilizadas como modelos para catélise enzimética. O
estudo dessas reacfes levou ao surgimento de teorias para explicar o poderio
catalitico das enzimas, a saber: Direcionamento de Orbitais, Controle
Estereopopulacional e Teoria Espaco-Temporal, que serdo detalhadas adiante.
Essas teorias primam pela busca do entendimento dos efeitos de aumento de
velocidade observados em sistemas intramoleculares quando comparados as
respectivas reacdes intermoleculares e estabelecem um comparativo com os fatores
gue determinam o0s enormes efeitos cataliticos exercidos pelas enzimas. A
importancia desses fatores pode ser inferida pelo calculo da Molaridade Efetiva.

A Molaridade Efetiva (ME) é um calculo que define a razédo entre a constante
cinética de primeira-ordem da reacado intramolecular em relagdo a constante cinética

de segunda-ordem de uma reacdo intermolecular que ocorre via mecanismo e



condicdes idénticas (Equacdo 1) tendo como unidade de mol.L . Dessa forma, a

molaridade efetiva € interpretada como sendo a concentracdo necessaria de
nucledfilo, ou eletréfilo, na reacdo intermolecular para que esta tenha velocidade

equivalente a intramolecular®.

ME — kkintramolecular (s_l) Eq.l

intermolecular (M~—1s~1)

Segundo esse calculo, um dos fatores relacionados a altos valores de ME e
gue explicam a maior eficiéncia catalitica dos sistemas intramoleculares em
comparacao a sistemas intermoleculares € a dependéncia com fatores entrépicos.
As caracteristicas de sistemas intramoleculares fazem alusdo a sistemas
enzimaticos e sugere que na formacdo do complexo enzima-substrato ha perda de
graus de liberdade do substrato que seriam compensados da energia total utilizada
para alcancar o estado de transic&o’®. Além disso, Page e Jencks!® mostraram
gue ha diminuicdo da entropia na formacao do estado de transicdo de uma reacao
intermolecular, pois graus de liberdade translacionais e rotacionais sao perdidos,
gue, em contrapartida, ndo seria observado em uma reacdo intramolecular de

entropia mais baixa (Figura 2).

intermolecular

'

ASinter > ASintra

intramolecular
_

Figura 2. Representagdo da diminuicdo entrOpica em sistemas intramoleculares em

comparacédo a sistemas intermoleculares.

A proposta de direcionamento de orbitais de Koshland afirma que a alta
capacidade catalitica das enzimas esta intimamente ligada ao direcionamento dos
angulos de aproximacao dos orbitais dos grupos reacionais, sendo que um pequeno

desvio nestes angulos provocaria uma diminuicdo na velocidade de reacéo*’*%. O
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fator utilizado para estimar a catalise de uma reacéo intramolecular, em relacédo a
catalise enzimatica é a relagéo 1/8. O angulo 6 é definido por uma pequena fracéo
da superficie solida que possui o direcionamento espacial correto dos orbitais de um
atomo esférico que participaria da reacdo conforme mostrado na Figura 3.

Qe

-

) -~

Figura 3. Representacdo de um grupo de simetria esférica, a area sombreada indica a parte
reativa do grupo de acordo com a orientac&o dos orbitais™®.

A teoria denominada de Controle Estereopopulacional, foi cunhada a partir de
estudos conduzidos por Milstien e Cohen com reacfes modelo de lactonizacdo de
derivados do acido o-hidroxihidrocinamico, ciclizacdo de mesilatos de 3-(o-
hidroxifenil)-1-propila e formacao de anidridos derivados do acido homoftalico. Em
todos 0s casos, ao se colocar um grupo metila em uma determinada posi¢ao houve
um aumento consideravel na velocidade de reacdo. Os pesquisadores atribuiram
esse efeito ao aumento da concentracdo do conférmero reativo gracas a presenca
da metila que, por questdes estéricas, “congela” no conférmero mais reativo dentre
as varias possibilidades que uma molécula pode assumir ?%. Considerando esse
efeito em reagBes enzimaticas, a rigidez conformacional pode ajudar a explicar o
incremento da velocidade e a modelar o sitio ativo de uma enzima!*®.

A teoria Espaco-Temporal defendida por Menger® racionaliza que o
aumento da velocidade de reacdes enzimaticas e intramoleculares € proporcional ao
tempo em que 0s grupos reativos A e B permanecem préximos o suficiente um do
outro, impedindo que as moléculas de solvente fiquem entre estes, o que poderia
comprometer o progresso da formacdo do complexo ativado. As conformacdes e
distancias que esses grupos podem adquirir sem perder sua reatividade foi

denominada como “cone reacional”?3.



Reagentes solvatados Complexo ativado Produtos

Figura 4. Representacéo do postulado da teoria espaco-temporal®!,

Esse modelo também pode ser aplicado sob o escopo de mecanismos
enzimaticos, uma vez que nas enzimas, os residuos de aminoacidos e o substrato,

sofrem dessolvatacdo em um ambiente confinado .

1.3 Reacdes envolvendo transferéncia de grupos fosforila

As reacOes envolvendo a transferéncia de grupos fosforila abrangem uma
série de compostos extremamente importantes em processos biologicos, esse
campo de estudo existe a mais de 50 anos e utiliza os conhecimentos e ferramentas
da quimica para o entendimento desses processos bioldgicos.

Os ésteres de fosfato compbem uma classe abrangente de compostos
subdividida em monoésteres, diésteres e triésteres de acordo com o namero de
grupos substituintes alquilas e/ou arilas substituindo as hidroxilas do acido fosforico
(Figura 5). Triésteres sdo em geral neutros, mas os mono e diésteres de fosfatos
apresentam hidrogénios ionizaveis que lhes conferem reatividades diferenciadas em

funcdo do pH?> 24,
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Figura 5. Estrutura dos ésteres de fosfato.

A ligacdo P-O nestes ésteres, em especial mono e diésteres de fosfato,
possui uma estabilidade elevada, da ordem de milhdes de anos em condi¢cdes nao-
catalisadas'®®. Devido a essa alta estabilidade, a perpetuacdo dos seres vivos é
garantida por ligacdes fosfodiésteres nas estruturas do DNA e RNA. Estudos
relacionados a essa estabilidade mostram que o tempo de meia vida (t12) para a
hidrélise de diésteres de fosfato é da ordem de 3,1x 10’ anos®®®, o que é coerente
com o papel fundamental do DNA na conservacao da informacao genética.

Ha véarias enzimas altamente especializadas que catalisam a clivagem da
ligagdo P-O, com isso, os estudos mecanisticos envolvendo as reacgfes de
transferéncia de grupos fosforila tornaram-se um amplo campo de estudo de
enzimas?”! e reacdes-modelo que permitem a racionalizacdo de seus mecanismos
reacionais’®®. A seguir serdo apresentadas as propostas mecanisticas utilizadas
para o entendimento dessas reagoes.

1.3.1 Mecanismos de reacfes de transferéncia do grupo fosforila

A fosforilagdo pode resultar na alteracdo da conformacdo espacial ou
dindmica da enzima, consequentemente, promove a modificacdo da reatividade da
proteina, podendo ativa-la ou desativa-la para uma determinada reacdo. Tais

reacoes podem ser reguladas por sistemas de segundos mensageiros ou por



ligantes extracelulares (no caso de fatores tréficos e hormonios)®®, entre outros
processos de estimulagao 7.

A transferéncia do grupo fosforila ocorre via substituicdo nucleofilica e pode
ocorrer de dois modos: (a) com o ataque do nucledfilo (Nu) ao atomo de carbono
presente na ligacdo P-O-C, levando ao rompimento da ligacdo C-O tendo o grupo
fosfato como grupo abandonador, formando uma nova ligacdo C-Nu; (b) via ataque
do nucledfilo no &omo de fésforo central onde o alcoxido ou &lcool € grupo

abandonador, levando a formacéo de uma nova ligacao P-Nu (Figura 6).

(@)

o) O
Nu ‘ L|
R_O/P‘””OH I Ho/ ‘dll//OH + R-Nu
OH OH
(b)
i I
Nu’\
/'U"""MOH /P""’”'OH + R-OH
R—0 Nu

OH OH

Figura 6. Caminhos reacionais envolvendo a transferéncia do grupo fosforila em um
monoéster de fosfato.

A reacdo que ocorre com o ataque do nucledfilo no atomo de carbono é
favorecida em condicbes acidas com valores de pH<O, visto que o
dihidrogenofosfato € um bom grupo abandonador. Em condicbes em que o meio se
encontra acido com valores de pH>0 até a faixa béasica, o grupo fosfato do substrato
possui no minimo uma carga negativa, com isso, o nucledfilo ataca o atomo central
de fosforo e o caminho reacional pode seguir por meio de um mecanismo
associativo, dissociativo ou concertadoY.

O mecanismo dissociativo também conhecido como Sy1P ocorre em duas
etapas, na primeira forma-se no meio reacional o ion metafosfato e em uma
segunda etapa ocorre o ataque do nucleéfilo nesse fon'?®,

Ha uma discussdo sobre o mecanismo ser puramente dissociativo em
condicdes neutras e béasicas para a hidrolise de monoésteres de fosfato, na qual a
formacdo do ion metafosfato é dita como a etapa determinante da velocidade da
reacdo. Porém, o ion metafosfato foi observado somente em fase gasosa em que €

muito pouco reativo e favoravelmente formado® sendo elusivo, até 0 momento em
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sistemas aquosos. De fato, em sistemas aquosos, observa-se uma pegquena
dependéncia da constante de velocidade de reacdo frente a basicidade de
nucledfilos indicando um estado de transicéo sutilmente associado, o que indica que
0 mecanismo ndo seja puramente dissociativo®®. Além disso, a inversdo da
configuracdo observada para ésteres quirais marcados isotopicamente (Figura 7)
reforca essa ideia, pois se o mecanismo fosse puramente Sy1P, haveria a

racemizac&o dos produtost®¥.

17
18-
0\\ A\O
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Figura 7. Monoéster de fosfato quiral.

Em contrapartida, estudos foram desenvolvidos em solventes aquosos e néo-
aquosos nha busca de racionalizar a existéncia de um processo puramente
dissociativo, sendo que em meio ndo aquoso o ion metafosfato seria pouco reativo
devido & sua baixa interacdo com o solvente? A concluséo foi que o estado de
transicdo da reacdo para 0s meios aquosos e nao-aquosos seriam similares o que
indicaria a presenca do ion metafosfato em ambas as condicdes.

Outra proposta para o mecanismo de hidrolise de ésteres de fosfato
desenvolvida foi que haveria a existéncia de um pré-equilibrio entre o grupo fosforila
e a agua com a transferéncia de um préton da agua para a forma dianidnica, o ion
hidréxido formado atacaria o &tomo central de fésforo posteriormente!®> 3¢/,

Ha uma proposta mecanistica para reacdes que envolvem a espécie
monoanidnica dos monoésteres de fosfato, em que o estado de transicdo envolve a
transferéncia intramolecular de um préton. Esse mecanismo nao é téo
imprescindivel para grupos abandonadores de &cidos conjugados com valores
baixos de pKss, visto que a ligacdo P-O estar relativamente alongada. Entretanto,
com o aumento da basicidade do grupo abandonador ocorre um encurtamento de
ligagdo P-O e a transferéncia do préton é adiantada até a formagdo de um
intermediario dipolar. Na sequéncia da reacao, esse intermediario é clivado na etapa

[37, 38]

determinante da reag&o para formar os produtos . O Esquema 4 ilustra os

caminhos reacionais descritos acima.
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(i) Formacao do ion metafosfato seguida do ataque nucleofilico

(0] (o] O
m F’I — ||:I Do F!
NS \ "o
ro” N\ RO o7 o T\
o OR,
(ii) Trasferéncia de préton intramolecnlar da espécie monoanidnica
- o - i
Il
rKa~4 RO.:""P\‘O'
.0
H
ﬁ [ O - i
pKa~7 I HO-
P RO-R~o B Produtos
RO \ i .0
OH H”

Esquema 4. Proposta para transferéncia de grupo fosforila via mecanismo dissociativo.

O mecanismo associativo denominado Sy2P ocorre em duas etapas, uma
adicdo e posteriormente uma eliminagcdo, sendo a primeira caracterizada pelo
ataque do nucledfilo no atomo central de fésforo tetraédrico, formando um
intermediario ou estado de transicdo pentacoordenado, na segunda etapa, ocorre a

eliminacdo do grupo abandonador RO. Estas etapas sdo mostradas no Esquema 5.

0 e ¥ o]
VR [ H

Py a- Ny —»= |[RO----- P----Nu — o~ + RO
o 1o
R0 \ VAS N \
0 O o (o
O’/—\ OR 0O
| N Ty |
o N0 v Yo \o TRO
Nu
o Nu [e}

Esquema 5. Mecanismo associativo de transferéncia de grupo fosforila.

12



Uma maneira util de racionalizacdo desses mecanismos é o diagrama de

More O’Ferral-Jencks (Figura 8). Esse diagrama esquematiza uma coordenada

referente ao ataque nucleofilico denominada A2, que corresponde & distancia de

ligagdo “P-Nu”, e uma segunda coordenada, referente a eliminacdo do grupo

abandonador, denominada Dn** que corresponde a distancia de ligagdo “P-OR”. Do

ponto de vista energético, no diagrama os reagentes estdo em um poco de energia
sendo que o caminho reacional até o poco de energia dos produtos se da por uma
superficie com a menor energia potencial possivel?.

No diagrama de More O’Ferral-Jencks, 0s mecanismos reacionais que
seguem por mais de uma etapa, a reacdo acompanha as bordas do diagrama e os
mecanismos reacionais concertados, seguem o interior do diagrama. O caminho

puramente dissociativo segue o caminho mostrado i — ii — iv; e 0 caminho
associativo segue o caminho indicado por i — iii — iv.

i AN iii
Q [ (o)
Rt E e (o] |
Mo PR [ i | Nu—P—OR
'D : ‘\\ E -O O-
N =
| 1
i i
“
E 'l
1 E.T concertado '
DN : '\\ : DN
1 \ 1
1 * 1
] \\ !
! . i
i . H
' . 1
i . 1
: N =
0 :. St 0
I 1 ~ I 1)
Nu P OR 1 > ' Nu—P-—~. OR
P v e
O O O e e e e * o] D_
AN

Figura 8. Diagrama de More O'Ferral-Jencks para ataque de um nucledfilo genérico Nu em
um monoéster de fosfato.

Nos mecanismos de transferéncia de grupos fosforila em diésteres e
triesteres de fosfato, o estado de transicdo envolvidos nestas reacdes, estdo entre
0s caminhos associativo e concertado, e 0s mecanismos de transferéncia de grupo

fosforila em monoésteres estdo entre os caminhos dissociativo e concertado.
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Existem duas possibilidades de ataque do nucledéfilo no mecanismo do tipo
associativo: (a) o ataque “em linha” no qual tanto o nucleofilo quanto o grupo
abandonador estéo na posicdo apical da espécie pentacoordenada™”; (b) o ataque
“adjacente” no qual o nucledfilo ataca o atomo de fosforo pela face do grupo
abandonador e a espécie petacoordenada, com o nucledfilo na posi¢do apical e o
grupo abandonador na equatorial, deve sofrer pseudorotacédo de Berry para que o
nucledfilo ocupe a posicao equatorial e o grupo abandonador a posigéo apical, mais
favoravel a sua saida*"! (Esquema 6).

(a) "Ataque em linha"

_) o)

II/\ ||
N Nu — O_ I\OR — NU/P‘,,,,O_ + RO
OR Nu OR

(b) "Ataque adjacente"

o o 0
/_\ ” RO—I‘L"‘“\O- C’)\' | WOR |P| _
/ \"'© > Yor T CI\NU Il RO
OR Nu Nu

Esquema 6. Possiveis tipos de ataque nucleofilicos em diésteres e triésteres de fosfato.

Varios estudos mostram que o mecanismo de transferéncia de grupo fosforila
raramente segue um caminho reacional puramente dissociativo ou associativo,
porém, um deles serd mais pronunciado, dependendo de fatores como
nucleofilicidade do nucledfilo, impedimentos eletrostaticos e ou estéreos,
nucleofugacidade, pH do meio reacional, etc. Mas, de forma geral, para diésteres e
triésteres de fosfato o carater associativo é mais pronunciado e para monoésteres

de fosfato o carater dissociativo tem um peso maior.

1.4 Papel do grupo imidazol em reacdes enzimaticas

O imidazol € uma amina aromatica que possui dois a&tomos de nitrogénio que
podem atuar como base ou acido, sendo o primeiro pKa em torno de 7 e o segundo
pKa proximo de 11. Com isso, em meio neutro o acido conjugado do imidazol se

encontra 50% na forma desprotonada, que apresenta um par de elétrons
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deslocalizado entre os dois atomos de nitrogénios. Assim, o imidazol é versatil para

atuar como acido, base ou nucledfilo™*®.

+
HNNH  HY e HL B
— +H+ \—/ +H+ \—=/

Figura 9: Equilibrios de desprotonagé&o do imidazol.

A atuacdo do grupo imidazol em reacfes enzimaticas como parte de um
residuo de aminoacido histidina, possui relevancia em processos de sinalizacdo e

1421 reacdes envolvendo a clivagem de RNAM™ e metabolismos

regulacéo celular
relacionados & producdo de ATP™. A seguir serdo detalhadas algumas enzimas

gue utilizam de modo especifico, a versatilidade do imidazol.

1.4.1 Ribonucleases

As ribonucleases sdo enzimas responsaveis pela clivagem de RNA. A RNase
A é uma das enzimas mais importantes na clivagem de RNA"! e seu primeiro cristal
foi obtido ha mais de 50 anos!*”, sendo a primeira enzima a ter sua sequéncia de
aminoacidos elucidada*®, a terceira enzima e a quarta proteina a ter sua estrutura
resolvida por difracdo de raios X"

Vérios estudos foram feitos para a elucida¢do de seu mecanismo de catalise,
gue se sabe depende de dois grupos imidazol, nos residuos de aminoacidos His12
e His119 localizados no seu sitio ativo. Duas propostas mecanisticas para a catélise
da RNase A foram cunhadas (Esquema 7): (a) mecanismo tipo “triéster”,
envolvendo a formacdo de um intermediario pentacoordernado denominado
fosforano!*®. Nesse mecanismo, a His 119 atua como catalisador acido geral e a His
12 como base geral. Na segunda etapa os papéis das histidinas sé@o invertidos na
saida do grupo abandonador do intermediario fosforano; (b) o mecanismo tipo
catélise acido-base geral, as histidinas atuam da mesma forma, porém a histidina
ativa uma molécula de agua do meio para promover a hidrélise sem passar pela

formacéo do intermediario pentacoordenado*®!.
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(a) Mecanismo "tipo triéster"

Base Hase

@ N PHJQ N wam @ase .‘

& bH is12 Jis12
— O /OH
o) = — o__° —
O=p=0 N7\ HN- HOQPCO i N ?«\p/o:N A
L a N: / ‘ (-‘ HO™ % o o L,

HNR Y RO N rd U \O L O SN
& NH* H "' \) (cl,R H
His 119 )
His 119 His 119 fhs 118 ¢

Produtos

(b) Mecanismo acido-base geral

Base Base

‘Jﬁﬁ °© JJFN o Tis12
Higt2.
9 (-OH —» Produtos
D <
o\/p =0 AN wn m/‘)’"‘ L
HN- ¥ RO Ly
& NH* H H

His 119
His 119

Esquema 7. Mecanismos propostos para a atuacéo do sitio ativo da enzima RNase A./*!

O mecanismo tipo triéster fundamenta-se em dados cristalograficos
mostrando que a geometria dos residuos de histidina no sitio ativo favorecem a
protonacdo do oxigénio do grupo fosforila, levando a formacdo de um grupamento
neutro!®. Estudos computacionais também apontam & formacéo de uma geometria

favoravel para este tipo de reacdo™.

O mecanismo acido-base geral é
fundamentado por estudos que avaliam o efeito isotépico cinético *O na clivagem
do grupo fosforila a partir da incorporacdo de **O no substrato. Segundo este
estudo, a presenca deste isétopo alterou a ordem de ligagédo do estado de transicéo,
sendo que os valores obtidos de efeito isotdpico cinético indicaram inconsisténcias
no mecanismo envolvendo a formacgéo do fosforano, visto que a ordem de ligacao
do estado de transicdo deveria ser de 5, diferente do observado®. As conclusées
apontaram para um mecanismo em que o imidazol atua como catalisador basico-
geral sem a formacédo do intermediario fosforano. Estudos computacionais também
mostraram menores valores de energia de formagcdo do estado de transicdo do
mecanismo acido-base geral®?,

Um modelo proposto para o mecanismo da RNase A, envolve o estudo de
grupos imidazol ancorados na [-ciclodextrina, originando a ciclodextrina-

bis(imidazol). Dados cinéticos da hidroélise do composto 4-terc-butilcatecol fosfato na
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presenca desta ciclodextrina, sugerem que 0 mecanismo dessa reacao segue um
mecanismo que envolve uma catalise bifuncional acida-basica geral dos grupos
imidaz6ist®**°l,
1.4.2 Fosfohistidinas

As reacoes que envolvem a fosforilagéo e desfosforilacdo em sistemas vivos,
importantes em processos de sinalizacao celular podem envolver duas classes de
enzimas: a) as cinases, que promovem a fosforilacdo de centros nucleofilicos em
certos compostos, por exemplo, a piruvato cinase; b) as fosfatases, enzimas que
catalisam a hidrolise de monoésteres de fosfato como a proteina tirosina
fosfatase®®. As enzimas dessas duas familias se ligam ao grupo fosfato por
diferentes residuos de aminoacidos que podem formar intermediarios via O ou N
fosforilacdo em que o grupo fosfato se liga ao atomo de oxigénio do residuo de
aminoé&cido ou ao atomo de nitrogénio do residuo de aminoacido. Aqui se dar4 um

foco maior para o fosfoimidato devido ao interesse deste trabalho.

a) Aminoacidos O-fosforilados

[0)
0 0 H,N
H,N H:N OH
CH OH
Q Q Q
P P P
“~0H “\OH “\“GH
076 %% s
Fosfoserina Fosfolreonina Fosfotirosina
b) Aminoacidoes N-fosforilados
(o] [s]
HaN HoN
3 o 3 o
H o
N —
NH O ~p-0
LI,O i
HNZ SN o °
1-Fosfohistidina  3-Fosfohistidina fosfolisina

fosfoarginina

Figura 10. Possiveis formas de fosforilagdo dos aminoacidos (as formas mostradas acima
sdo as espécies mais estaveis).
As duas espécies N-fosforiladas da histidina se formam devido as duas

formas tautoméricas que o grupo imidazol pode assumir gracas a deslocalizacéo

dos elétrons entres os dois atomos de nitrogénio. A literatura reporta que em
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sistemas biolégicos ha uma preferéncia pelo isbmero 3-fosfoimidazol devido a sua

forma protonada estabilizar eletrostaticamente o grupo amino vizinho ao

fosfoimidazol®"1 1581,

+ 0 IIIIII+ o
HiN - O- HaN 6
oL/

A
-
6 /N 0 <, ’
-0 \,N-./
~p HN
1
(0]

1-Fosfohistidina  3-Fosfohistidina

Figura 11: Representacdo da interacdo do grupo fosfato do 3-fosfohistidina com o grupo
amino sendo que a mesma interagdo ndo ocorre no 1-fosfohistidina.

Estudos iniciais da hidrolise de fosfoimidazol mostraram que essas moléculas
se mostram pouco reativas via catalise acida ou basica geral. De modo que, a
hidrélise € mais rapida em condi¢cdes acidas, em que o nitrogénio distal do grupo
imidazol seria protonado em uma etapa de pré-equilibrio antes de ocorrer a
clivagem da ligacdo P-NP%,

Dentro do escopo termodindmico, as fosfohistidinas possuem um AG° de
hidrélise entre -12 e -14 kcal.mol™ na direcéo do estado desfosforilado. Comparado
a ésteres de fosfato, o fosfoimidato tem uma maior capacidade de transferir o grupo
fosforila para outras moléculas sendo um dos motivos da natureza aplicar as
caracteristicas do fosfoimidato no processo de sinalizacdo celular®®’,

A segquir, sdo destacadas algumas enzimas que em suas reacoes catalisadas

formam o fosfoimidazol como intermediario reacional em seu sitio ativo.

1.4.3 Fosfoimidazol como intermediério em reacdes catalisadas por enzimas

A frutose 2,6-bisfosfatase catalisa a reacdo de conversdo da frutose 2,6
bisfosfato em frutose-6-fosfato e fosfato inorganico. A frutose 2,6-bisfosfato € um
potente inibidor da enzima glicolitica frutose-1,6-bisfosfatase. Este substrato possui
papel importante como metabdlito de sinalizagdo e regulagéo entre essas duas vias
opostas do metabolismo dos carboidratos hepaticos®.

A frutose-2,6-bisfosfatase possui em seu sitio ativo dois residuos de histidina
altamente conservados, His256 e His390, sendo que o papel da primeira histidina é

atuar como nucledfilo, na formacdo de um intermediario fosfoimidazol, e o segundo
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residuo atua como catalisador basico-geral, na hidrélise do intermediario formado
(Esquema 8). Existem, ainda, residuos de Arg305 e Arg255 que fazem ligacbes de
hidrogénio e formam pares ibnicos com o grupo fosfato, aumentando a

eletrofilicidade deste grupo que é atacado pela histidina®*.

oH
7 o B
B
O -frutose 6 fosfato HN@\ .
on |[ . >N P—O'
0=P<"0 is 390 Hjs 300 — Produtos
HN= o:""NH 256 His O NH; _\
W oied - U ¥, R
L@ pee N
His 258 12N =G H HZN N H
is 25 \ Arg 255
Arg 255

Esquema 8. Mecanismo proposto para a enzima frutose-2,6-bisfosfatase.

Dentre as enzimas dependentes de um residuo de histidina nucleofilico na reacéo
catalitica estdo aquelas da familia das Proteina Tirosina Fosfatase Histidina
dependentes (PTF Hist-dep). As PTFs normalmente possuem a sequéncia de
aminoacidos C(X)sRST na clivagem de monoésteres de fosfato (C= Cisteina; X =
gualquer aminoacido; R= Arginina; S= Serina e T= Treonina), sendo a cisteina o
residuo nucleofilico na reacéo catalisadal®®. Porém, as PTF Hist-dep é uma classe
distinta, pois a sua sequéncia de aminoacidos de seu sitio ativo sdo: RHGXRXP (R=
Arginina; H= Histidina; G= glicina; P= prolina e X = qualquer aminoécido) .

Dados estruturais e medidas cinéticas da acdo enzimatica mostram que, no
sitio ativo da PTF Hist-dep, um residuo de histidina e um residuo de &cido aspartico
sdo responsaveis pelo mecanismo catalitico da enzima. O residuo de histidina atua

como nucledfilo formando o intermediario fosfoimidazol e o residuo de acido

aspartico atua como catalisador acido-geral na primeira etapa e basico-geral na
[64, 65]

segunda etapa (Esquema 9)

_ \lq 0—-— Produtos
@—Hls

Esquema 9. Mecanismo de catalise da tirosina fosfatase dependente de histidina.

Fosfo-Tirosina

Outra enzima que possui residuos de histidina nucleofilicos em seu sitio ativo

€ a Fosfolipase D (PLD), uma enzima da superfamilia das fosfodiesterases. A PLD
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catalisa a reacdo de hidrélise da fosfatidilcolina em acido fosfatidico e colina®®. O
acido fosfatidico facilita mudancas morfoloégicas na curvatura das membranas
celulares tendo papel importante em processos de formacdo de vesiculas,
endocitose e fusdo de camadas lipidicas das membranas celulares®®”. O &cido
fosfatidico também € precursor de outros lipideos sinalizadores celulares, incluindo
o diacilglicerol e o acido lisofosfatidico!®®. Além disso, o &cido fosfatidico pode atuar
como mensageiro secundario, ativando proteinas sinalizadoras e servindo de
localizador do ponto em que as proteinas devem se situar na membrana
plasmatica®®.

A fosfolipase D também esta envolvida em um processo denominado
transfosfatidilagdo da fosfatidilcolina, na qual a enzima ativa uma molécula de
alcool, geralmente etanol presente no meio, ao invés de utilizar uma molécula de
agua. Esse processo é utilizado também para determinacdo da atividade enzimatica
in vitrol"?.

O mecanismo reacional proposto para a fosfolipase D tem como nucledfilo
um grupo imidazol de um residuo de histidina altamente conservado, que é assistido
por catalise acida-geral de um segundo grupo imidazol protonado (Esquema 10)!"Y.
O produto desta reacdo € um complexo enzima-substrato, contendo uma ligacao
fosfodiéster que é clivada por (a) &gua em uma segunda etapa ou (b) por um alcool

no processo de transfosfatidilagao 2.

(a) (b)

His297 His115 His297 His115
0 o
O = o Rr = ) o _
O---H—N = ] NEN- 0---H-N -~ R BN
\;N:\&,P—Q_,H'V\-/ H \;N:&‘p_o H'\DI\'/ H
R'O R'O
H,0 R'O
o His297 ROH His297 ROH
) His115 0 His115
('.e &-—}I (:.e Sﬁ
0---H—-N§§E,N o_ I;I = 0-"H"—N@'N o R —
VPO Ay Ny NH VPO Aoy Ny NH
. .\/
R'c')\/ ~/ Rré\/ ~/

Esquema 10. Proposta do mecanismo de catélise da fosfolipase D em (a) o nucledfilo da
segunda etapa € uma molécula de agua e (b) o nucledfilo da segunda etapa é uma
molécula de alcool.
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1.4.3.1 Modelo mimético da fosfolipase D

Como dito anteriormente, uma maneira de estudar os processos de catalise
do sitio ativo de uma enzima é por meio de modelos miméticos. Um dos primeiros
estudos de mimetizagdo da enzima PLD foi o fosfodiéster BMIPP, cujos estudos
mostraram que a clivagem da sua ligacado P-O depende da acéo bifuncional de dois
grupos imidazois. O grupo imidazol desprotonado ataca nucleofilicamente o atomo
de fosforo, enquanto que o outro grupo imidazol protonado transfere seu préton para
o 4tomo de oxigénio da ligacdo P-O que esta sendo rompida*® 3. O intermediario

ciclico é hidrolisado em uma segunda etapa (Esquema 11).

-
Me 1}
o oS N Ny _NMe
\ \ /s Nt Q//\ .
MeN” SN 3P-—0 ~NMe N\_NH O HO
\—/ ¢

: ~
—/ oz MeN"*N— \ —» p—OH
)6 AR NS MIPP [
BMIPP Me IMP Intermedlano O-

L Me-IMP
ciclico

Esquema 11. Mecanismo proposto para reacao do fosfodiéster BMIPP[73].

A dificuldade encontrada em se obter dados especificos desse modelo
mimético se deve aos dois grupos imidazoéis poderem exercer influéncias distintas e
concomitantes na catélise do composto, dificultando a avaliacdo do auxilio de cada
grupo imidazol separadamente no mecanismo proposto. Também, o intermediario
ciclico foi suficientemente estavel para ser observado somente através de técnicas
avancadas de espectrometria de massas. Porém, o estudo deste modelo permitiu a
construcédo dos novos modelos estudados neste trabalho, que possibilitam avaliar a
capacidade nucleofilica do grupo imidazol e as caracteristicas fisico-quimicas do

intermediario ciclico fosfoimidazol.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral determinar o efeito da proximidade e
orientacdo de grupos reativos na catalise nucleofilica intramolecular do grupo
imidazol na hidrolise de p-nitrofenilfosfato de orto-(1H-imidazol-2-il)naftilas e na
reacdo dos seus respectivos fosfoimidazéis com diferentes nucledfilos. Neste
sentido, os estudos focam em modelos bioinspirados no mecanismo catalitico da
fosfolipase D. De acordo com 0 exposto acima, tém-se 0s seguintes objetivos
especificos:

i) Obtencdo dos modelos enzimaticos apresentados na Figura 12. Os
compostos de interesse sao p-nitrofenilfosfatos de orto-(2’-imidazolil)naftéis com
grupos imidazolinio em diferentes posic¢des: (4-nitrofenil) fosfatos de 1-(1H-imidazol-
2-il)naftalen-2-ila (INi2P-pNP), 2-(1H-imidazol-2-il)naftalen-2-ila (2NilP-pNP) e 3-
(1H-imidazol-2-il)naftalen-2-ila (3Ni2P-pNP).

HN /NH HN /NH"' HN /NH+
0 O ‘O
on O O 0
0 o
“ 0 @\ No2
1Ni2P-pNP 2Ni1P-pNP 3Ni2P-pNP

Figura 12. Estrutura dos p-nitrofenilfosfatos de orto-(1H-imidazol-2-il)naftilas obtidos para os
estudos cinéticos.

ii) Avaliacdo da orientacdo do grupo imidazol na catalise intramolecular na
reacdo de clivagem dos compostos acima em relacdo a reatividade e 0 mecanismo
reacional:

a. ldentificacdo dos intermediarios e produtos das reacdes através das

técnicas ESI-MS/MS e RMN de 'H e *'P;

b. Determinacdo dos perfis de pH (log kops VS pH) para avaliar o

comportamento reacional de diferentes espécies ibnicas em solucao;

c. Realizacdo de estudos isotopicos de solvente (H,O/D,0O) para avaliar a

ocorréncia de transferéncia de prétons até a etapa determinante da

velocidade de reacao;
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d. Avaliacdo da influéncia de bases e acidos-gerais para determinacédo do
mecanismo reacional;
e. Determinacdo de parametros termodinamicos para avaliacdo do estado

de transi¢c&o formado na reagéo;

iii) Obtencdo dos fosfoimidazois ciclicos a partir dos fosfodiésteres
mostrados na Figura 12.

=\ 9 BN Po =P
HN\QN\P’-‘\O HN\V/N\T,.l\O HN;?’N\P,\‘O

|
O o)
o0 ® T
(J )
1Ni2P

2Ni1P 3Ni2P

Figura 13: Estruturas dos fosfoimidazois ciclicos obtidos para os estudos cinéticos.

iv) Estudo do efeito de nucledfilos sobre a clivagem dos fosfoimidazois em
gue se pretende avaliar a influéncia de requerimentos geométricos e a reatividade
dos fosfoimidazois frente a diferentes condi¢des reacionais. Especificamente:

a. Determinacao dos perfis de pH (kobs VS pH) para as reacdes de hidrélise
dos fosfoimidazébis ciclicos para determinar as espécies reativas em
funcao do pH;

b. Realizacdo de estudos isotopicos de solvente (H,O/D,0O) para
determinacdo da existéncia de transferéncia de protons na etapa de
clivagem da ligacéo P-N;

c. Determinacdo de paréametros termodinamicos para avaliar o estado de
transi¢cao envolvido na reagao;

d. Determinacdo do efeito de diferentes nucleéfilos oxigenados e

nitrogenados;

v) Otimizacdo das estruturas de todas as espécies reacionais e estados de
transicdo da reacdo dos diésteres de fosfato (Figura 12) por meio de célculos
computacionais e obtencdo dos valores dos parametros termodinamicos teoricos

gue serdo comparados aos valores obtidos experimentalmente.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes

Os isbmeros constitucionais orto-(2’-imidazolil)naftéis foram sintetizados de
acordo com a literatural’. Na sintese dos diésteres de fosfato, utilizou-se reagentes
de qualidade P.A. adquiridos comercialmente (Aldrich, Synth, Vetec) e purificados
previamente quando necessario. Os solventes e reagentes utilizados nos
experimentos isotdpicos e RMN foram adquiridos da Cambridge Isotope, o NaOD
(40%) e o DCI (37%) foram adquiridos da Aldrich.

3.2 Equipamentos

Os experimentos de RMN foram conduzidos a temperatura de 21 °C em um
espectrometro de 200 MHz Bruker DPX 200 interfaciado com um programa
operacional topspin 1.3. Para os experimentos de UV-Vis utilizou-se o0 equipamento
da marca Varian modelo Cary 50 interfaciado com o programa CarywinUV acoplado
a um banho termostatico da marca Polyscience modelo 9106 com precisdo de
+0,1°C. Para os experimentos cinéticos com ty, inferior a 2 segundos utilizou-se um
stopped-flow modelo SX20 marca AppliedPhotophysics com programa operacional
proKll tendo sido acoplado a um banho termostatico Microquimica, modelo
MQBTC99-20 com preciséo de +0,1°C. As medidas de pH foram feitas com pHmetro
Hanna modelo pH200 calibrado de acordo com a faixa de leitura desejada com
solucdes padrdes de pH 4,00, 7,00, 10,00 (Synth); uma sonda de temperatura e cela
acoplada a um banho termostatico da marca Tecnhal modelo TE2005 foram
utilizadas para medidas acima de 30°C. As analises de ESI/MS foram feitas em um
espectrometro de massa LC/MS/MS triplo-quadrupolo, QTrap 3200 com resolucao
unitaria. O aparelho foi operado no modo do ion negativo ou positivo e espécies as

individuais foram submetidas a dissociacéo por colisédo induzida (CID).
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3.3 Sintese dos diésteres de fosfato
NO,

OH
o 0 1.0°C Et;N Q
+ P
X @ % S 45
HN N 0.N cr cr 2, H,0O HN .'&)'. NH 4%

\—/ \&/"0 o

Figura 14. Rota de sintese adotada para obtencao dos diésteres de fosfato.

o\.uzo

A rota de sintese mostrada na Figura 14 seguiu o procedimento a seguir:
dissolveu-se 320 mg (1,52 mmol, 1,0 eq.) do orto-(1H-imidazol-2-il)naftol em 30 mL
de cloroférmio e adicionou-se 320 uL (2,28 mmol, 1,5 eq.) de trietilamina. Em um
baldo de 50 mL pesou-se 584 mg (1,52 mmols, 1,0 eq.) de fosforodicloridato de 4-
nitrofenila (pureza de 98%) e sob agitacdo magnética, atmosfera inerte e banho de
gelo foi adicionado vagarosamente o imidazol a mistura reacional que tomou uma
coloracdo acinzentada. ApGs 14 horas, a coloracdo da mistura reacional tinha um
tom marrom e foi rotaevaporada para a remoc¢éao de todo o cloroférmio. Em seguida,
adicionou-se 15 mL de acetona e 10 gotas de &gua destilada, formou-se um
precipitado pardo que foi extraido por filtracdo a vacuo deixado secar em
dessecador. Um rendimento total de 50% foi obtido. Para a caracterizacdo dos
compostos foram feitas solu¢cdes com 15mg dos compostos em 600uL de dimetil
sulféxido deuterado (DMSO-d6).

1Ni2P-pNP: RMN *H (200MHz, ((CDs),SO) & ppm 7,30 (2H, d, J = 7,0Hz, H-12,H-
13), 7,4-7,7 (4H, m, H-3,H-6,H-7,H-16), 7,85 (2H, s, H-18, H-19), 8,0-8,3 (3H, m,H-
5,H-8, H-13), 14,9 (2H, s,N-H) : RMN *3C (50 MHz, ((CDs),SO) & ppm 110,6 ( C-
19),110,7 (C-18) 120,3 (C-1), 120,5 (C-3),120,7 (C-12) 122,1 (C-16), 123,9 (C-
6),125,7 (C-8) 126,2 (C-13) ,128,7 (C-15), 128,9 (C-13), 129,8 (C-15), 132,2 (C-5),
133,7 (C-10), 139,5 (C-4), 142,6 (C-9), 151,1 (C-14), 151,2 (C-2) 159,1(C-11); RMN
31p (81 MHz, ((CD3),SO) 6 ppm -11,1 (Anexo A).

2Ni1P-pNP: RMN *H (200MHz, ((CD3),SO) & ppm 6,9 (2H, d, H-12,H-16), 7,4 (2H,
d, H-6,H-7), 7,6-7,9 (2H, m,H-3, H-4), 8,1- 8,4 (3H, m, H-5H-13, H-13), 15,1 (2H,
s,N-H) ; RMN *C (50 MHz, ((CD3),SO) & ppm 112,7 ( C-19),112,9 (C-18) 116,1 (C-
17), 120,1 (C-2),120,7 (C-6) 121,1 (C-12), 121,8 (C-4), 125,4 (C-10) 125,8 (C-12),
126,5 (C-8), 127,1 (C-3), 128,2 (C-7), 128,9 (C-13), 135,9 (C-15), 141,1 (C-5), 143,1
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(C-10), 151,1 (C-14), 151,2 (C-1) 159,1(C-11); RMN *'P (81 MHz, ((CD53),S0O) & ppm
-9,2 (Anexo B).

3Ni2P-pNP: RMN *H (200MHz, ((CDs3),SO) & ppm 7,4 (2H, d, J= 8,0 Hz, H-12,H-16),
7,6- 7,8 (3H, m, H-1, H-6,H-7), 7,9 -8,1 (4H, m, H-5, H-8, H-18, H19), 8,2 (2H, d, H-
15,H-13), 8,4 (1H, s, H-4), 15,2 (2H, s, N-H); RMN **C (50 MHz, ((CD3),SO) & ppm
117,2 ( C-19),117,3 (C-18) 120,8 (C-17), 125,8 (C-13),126,8 (C-15) 127,7 (C-1),
128,7 (C-16), 129,1 (C-12) 129,5 (C-6), 131,7 (C-3), 135,1 (C-8), 141,4 (C-7), 142,5
(C-5), 142,9 (C-4), 143,2 (C-10), 143,6 (C-9), 146,1 (C-14), 146,2 (C-2) 158,7(C-11);
RMN 3P (81 MHz, ((CD3),SO) & ppm -9,3 (Anexo C).

3.4 Medidas ESI/MS-MS

Para a caracterizacdo das espécies reacionais por meio de ionizagcdo por
electrospray, foi injetado 1 mL de solu¢cdo aquosa com 100 uM de substrato a pH
8,0 (5,0 mM de NH3 / NH4OH) sob um fluxo de 10 mL / min. O acompanhamento da
hidrélise do intermediario fosfoimidazol foi feita pela a injecdo da solucao de mesma
concentracdo, mas em pH 3,0 (5,0 mM HCOOH / HCOQ"). Algumas das principais
espécies anibnicas detectados por ESI-MS no modo negativo foram submetidos ao
ESI-MS/MS utilizando dissociagéao induzida por coliséo (CID) com nitrogénio. As
energias de colisdo variaram de 5 a 45 eV de modo a obter os melhores

rendimentos de dissociacao.

3.5 Medidas cinéticas de RMN

As reaces foram seguidas por RMN de *P e H em D,O a 21 °C.
Primeiramente, pesou-se 15mg do composto e uma ponta de espéatula de TMSP. As
reacdes foram iniciadas pela a adicdo de NaOD suficiente para uma concentracao
final de 0,01M e um volume total de 600 uL de mistura reacional. Espectros de *!P e
'H foram obtidos ao longo do tempo até a verificacdo do fim da reacdo de formac&o
do intermediario fosfoimidazol. Em seguida, adicionou-se 15uL de DCI 1M e a

decomposicdo do intermediario foi seguida de modo similar a sua formacao.

3.6 Medidas cinéticas UV-Vis
As reacOes foram iniciadas pela adicdo de aliquotas de 20 uL de solugéo
estoque dos substratos (5,0 mM em dimetil sulféxido e estocadas em freezer) em

3ml da solugcéo tamponada no pH desejado, de modo que a concentracao inicial dos
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substratos em solucdo foi igual a 33,33uM. As constantes cinéticas da reacdo de
formacéo dos intermediarios fosfoimidazoéis foram obtidas em dois comprimentos de
onda: 405 nm para reacdes em valores de pH acima de 6,7 e 340 nm para reacdes
abaixo deste pH. Para a reacdo de hidrdlise do intermediario as constantes cinéticas
foram obtidas somente em 340 nm. Na faixa de pH 2 a 12 foram utilizados tampdes
adequados para cada faixa de pH na concentracdo de 0,01M e a forca i6nica foi
mantida em 1M em todas as medidas cinéticas com a adicdo de KCI. Para os
experimentos de efeito isotdpico, o ajuste do valor de pD das solugbes, foram
corrigidos considerando pD= pHig+ 0,4 a 25°C™®. Os tampdes e faixas de pH
utilizadas foram: H;O'ClI/H,O (pH<2), CH,CICOOH/CH,CICOO  (pH2-3),
HCOOH/HCOO™ (pH 3-4,5), CH3COOH/CHsCOO™ (pH 4-5,5), H,PO4/HPO4? (pH
6,0-8,5), HCO3/CO3* (pH 9-11), HPO,%/ PO4* (pH 11-12) e H,O/KOH pH>12.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho estudou-se o mecanismo reacional influéncias de
caracteristicas estruturais nas reacdes de trés diésteres de fosfato, isébmeros
constitucionais 1Ni2P-pNP, 2Ni1lP-pNP e 3Ni2P-Pnp (Figura 12, pg. 22). Conforme
exposto na introducéo, as reacgdes de transferéncia de grupo fosforila podem seguir
diferentes caminhos reacionais. Com isso, pode-se delinear propostas reacionais
em duas etapas para esses trés compostos conforme mostrado no Esquema 12:

i) A catélise nucleofilica intramolecular do grupo imidazol envolvendo a
formagéo de um intermediario fosfoimidazol ciclico e p-nitrofenolato como
grupo abandonador na primeira etapa. Na segunda etapa, a hidrdlise
deste intermediario leva a formacao do respectivo monoéster.

i) A reacdo nucleofilica bimolecular do diéster de fosfato com agua ou ion
hidréxido em uma primeira etapa, tendo: (a) p-nitrofenolato como grupo
abandonador e um orto-(1H-imidazol-2-il)naftil fosfato, que sofre hidrdlise
em uma segunda etapa; (b) orto-(1H-imidazol-2-il)naftol como grupo
abandonador e p-nitrofenilfosfato, que sofre hidrélise em uma segunda
etapa.
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i) Catalise nucleofilica intramolecular
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Esquema 12. Possiveis caminhos reacionais para os diésteres de fosfato 1Ni2P-pNP,
2NilP-pNP e 3Ni2P-pNP.

4.1 Caracterizacdo de intermediarios e produtos por RMN de *P e 'H
Experimentos de RMN 3P (Figuras 15a-17a), em funcdo do tempo, foram
feitos para a caracterizacdo intermediarios e produtos na reacdo dos diésteres de
fosfato 1Ni2P-pNP, 2NilP-pNP e 3Ni2P-pNP. Sob condicbes basicas (0,01M
NaOD), a solucdo reacional adquire uma tonalidade amarela ao longo do tempo
indicando a formac&o de p-nitrofenolato. O sinal de *!P préximo de -10,9 ppm, que
corresponde ao reagente, desaparece ao longo do tempo, formando um
intermediario estavel que, nestas condi¢des, é observado um sinal préximo de -12,9
ppm. Este valor, 0 mais negativo dentre todas as espécies reacionais, indica um
atomo de fosforo mais blindado que atribuimos como pertencente ao intermediario
fosfoimidazol. Neste, diferente dos demais contendo somente ligagées P-O, o atomo
de fésforo esta ligado a um atomo de nitrogénio menos eletronegativol™®. Ao
adicionar acido (DCI 0,02M) a mistura reacional, apds o fim da primeira etapa,
verificou-se o desaparecimento do sinal do intermediario, levando a formagéo do
respectivo produto da reacdo com um sinal que aparece em -4,9 ppm que sao

valores tipicos para monoésteres de fosfato!’®. As figuras 13b-15b apresentam os
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graficos da porcentagem das espécies em funcdo do tempo de reacdo tomando a

integracao dos sinais de fésforo de cada espectro obtido.

1NiZP-pNP

(a) |
1NiZP
5 min
,, e .. . l - ’ ,35 min
l 200 min

; 1Ni2ZP
monoeéster .
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Figura 15. (a) Espectros sucessivos de RMN de *'P ao longo do tempo para o 1Ni2P-pNP e
(b) gréficos das espécies em funcao do tempo tomados a partir da integracdo dos sinais de
%P, As curvas solidas até 200 minutos foram ajustadas a partir de um modelo cinético de
primeira-ordem que segue a equacdo: A[Espécies] = e com uma constante k de
(3,67+0,03)x10™* s™.

30



(a)
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Figura 16. (a) Espectros sucessivos de RMN de *'P ao longo do tempo para o0 2Ni1P-pNP e
(b) gréficos das espécies em funcdo do tempo tomados a partir da integracdo dos sinais de
%P, As curvas solidas até 240 minutos foram ajustadas a partir de um modelo cinético de

primeira-ordem que segue a equacdo: A[Espécies] = e¥ com uma constante k de
(1,7240,02)x10*s™.
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Figura 17. (a) Espectros sucessivos de RMN de *'P ao longo do tempo para o 3Ni2P-pNP e
(b) gréficos das espécies em funcdo do tempo tomados a partir da integracao dos sinais de
%1p. As curvas solidas até 200 minutos foram ajustadas a partir de um modelo cinético de
primeira-ordem que segue a equacdo: A[Espécies]= e com uma constante
(1,52+0,02)x10°s™.
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As figuras 18-20 mostram espectros sucessivos de RMN de 'H para as

reacoes dos diésteres de fosfato em funcdo do tempo.

0,01 M NaOD

- M 2.5 min

0,01 M NaOD

M N I\ 180 min
0,02 M DCI
MM M 218 min

0,02 M DCI

M 315 min

[ ' I T I T I T I ! I T I T I T 1
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0

'H & (ppm)

Figura 18. Espectros sucessivos de RMN de 1H para o composto 1Ni2P-pNP obtidos ao
longo do tempo de reacdo com sinais em destaque para cada espécie.
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Figura 19. Espectros sucessivos de RMN de 1H para o composto 2NilP-pNP obtidos ao
longo do tempo de reacdo para cada espécie.
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Figura 20. Espectros sucessivos de RMN de 1H para o composto 3Ni2P-pNP obtidos ao
longo do tempo de reacao.

De modo geral, os espectros de RMN de 'H em meio basico mostram um
sinal em 7,2 ppm referente aos hidrogénios do grupo imidazol dos reagentes, um
sinal em 6,5 ppm referente ao grupo abandonador, p-nitrofenolato, que sob
condi¢cBes acidas aparece deslocado para 6,8 ppm, um sinal em torno de 9,3 ppm
para os intermediarios fosfoimidazois ciclicos 1Ni2P e 2NilP e 8,5 ppm para o
3Ni2P ciclico. O sinais em 9,3 ppm para o 1Ni2P e 2NilP refere ao hidrogénio
aromatico ligado ao carbono na posicdo 8 do anel naftalénico, que aparece
desblindado em relagéo ao respectivo sinal do 3Ni2P por causa do efeito “perit’”),
Este efeito deve-se a interacdo intramolecular do H-8 com um par de elétrons de um
grupo na posicao 1. No caso do 1Ni2P, a interacdo envolve o atomo de nitrogénio
do grupo fosfoimidazol e no 2NilP o 4&tomo de oxigénio do grupo fosfato do grupo
fosfoimidazol. O efeito peri ndo é pronunciado para o 3Ni2P por ndo haver interacdo
nem do grupo imidazol nem do grupo fosfato com os hidrogénios alfa do anel
naftalénico (Figura 19). Por fim, observa-se o aparecimento de um singleto em 7,6
ppm referente aos hidrogénios do grupo imidazol do monoeéster. Nao ha nenhum
indicio espectral que indica a formacdo de orto-(1H-imidazol-2-il)naftol conforme

comparacao direta com uma amostra pura destes compostos.
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1Ni2P
2Ni1P

3Ni2P

Figura 21. Representacdo dos efeitos "peri* (linhas tracejadas)para os fosfoimidazois
ciclicos conforme observacdes do RMN *H.

4.2 Caracterizacdo de intermediarios e produtos por ESI-MS/MS

As reacles dos diésteres de fosfato 1Ni2P-pNP, 2NilP-pNP e 3Ni2P-pNP
também foram avaliadas por espectrometria de massas com ionizacdo por
“electrospray” (ESI-MS/MS) nos modos negativo e positivo. As figuras 22, 24 e 26
mostram na ordem os espectros ESI-MS ao longo do tempo das reacdes dos
diésteres de fosfato 1Ni2P-pNP, 2NilP-pNP e 3Ni2P-pNP. Os espectros A,
realizados em modo negativo, foram obtidos ap6s 2 minutos de reacdo em solucao
aquosa em pH 8,5 (NH,OH 5,0 mM) para 2NilP-pNP e 3Ni2P-pNP e pH 12 (NaOH
0,01M) para 1Ni2P-pNP. Os valores de m/z 410 e m/z 271 correspondem na ordem
ao fosfodiéster e ao intermediario fosfoimidazol formado a partir da reacdo do
primeiro. Os espectros B foram obtidos apds 40 minutos de reacdo sob as mesmas
condicdes em A. Os sinais m/z 271 e 138 correspondem ao intermediario ciclico
fosfoimidazol e p-nitrofenolato formados como produto da reacao intramolecular do
fosfodiéster. Os espectros C em modo positivo foram obtidos apés acidificacdo do
meio (HCOOH 5mM, pH 3,5) e término da primeira reacdo, observando-se a
espécie fosfoimidazol protonada em m/z 273. Os espectros D mostram a evolucéo
da segunda etapa de reacao apos 50 minutos exibindo a relacdo m/z 291 relativo ao
monoéster completamente protonado.

As Figuras 23, 25 e 27 mostram os espectros CID das espécies presentes
nas reacbes dos fosfodiésteres. O espectro A mostra a perda do grupo p-
nitrofenolato do diéster de fosfato resultando em um sinal m/z 271. O espectro B
mostra o perfil de fragmentacdo do fosfoimidazol ciclico de sinal m/z 271, sendo a
espécie de m/z 243 e 192 correspondentes a perda de CH;N e POsg,
respectivamente. O espectro C mostra o padréo de fragmentacao do p-nitrofenolato

com sinal m/z 139, correspondente ao ion molecular, e o sinal de m/z 108 que refere
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a perda de um fragmento NO. O espectro D mostra o perfil de fragmentacdo do
fosfoimidazol ciclico protonado, sendo que os sinais de fragmentacdo m/z 255, 243
e 193 referem-se & perda de uma molécula de &gua, CH;N e HPOsg;,
respectivamente. O espectro E mostra o perfil de fragmentagcdo do monoéster de
fosfato com ion molecular de m/z 291 e suas fragmentaces em m/z 273 e 211

relativas a perda de uma molécula de agua e HPOg3, respectivamente.
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Figura 22. Espectro de ESI-MS referente a evolug¢édo da reagéo ao longo do tempo para a
clivagem de 1Ni2P-pNP em 0,01M de NaOH apés 2 e 40 min. De reacao, espectros A e B
(modo ion-negativo), respectivamente; e para a hidrolise do intermediario fosfoimidazol
ciclico com 0,01M de HCOONa/HCOOH ap6s 2 e 50 min. de reacao, espectros C e D

(modo ion-positivo), respectivamente.
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Figura 23. Espectro de ESI-MS/MS das espécies da reacdo do 1Ni2P-pNP.

37



410,05

1007
3 — =
E o o
F o
iA L,
271,03
100: 138,02
@ N’-\N'PED
o
ki NO, 410,05
iB |
273,02
100
T2
o
2
Cc
T T T T T T T T T - T T T T 1
100 Wt 205,03
o0, 2
i
)
% 291,02
° 211,02
D I 273,02 ’ miz
Il
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450

Figura 24. Espectro de ESI-MS referente a evolugéo da reagéo ao longo do tempo para a
clivagem de 2NilP-pNP em 5mM de NH,OH ap6s 2 e 40 min. De reacao, espectros A e B
(modo ion-negativo), respectivamente; e para a hidrélise do intermediario fosfoimidazol
ciclico com 0,01M de HCOO/HCOOH apés 2 e 50 min. de reac¢éo, espectros C e D (modo
ion-positivo), respectivamente.
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Figura 26. Espectro de ESI-MS referente a evolug¢édo da reagéo ao longo do tempo para a
clivagem de 3Ni2P-pNP em 5mM de NH,OH ap0s 2 e 40 min. De reacdo, espectros A e B
(modo ion-negativo), respectivamente; e para a hidrolise do intermediario fosfoimidazol
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Figura 27. Espectro de ESI-MS/MS das espécies da reacdo do 3Ni2P-pNP.

39



A partir dos dados de RMN e as relacbes m/z das espécies obtidas nos
espectros de ESI/MS-MS pode-se inferir que o0 grupo imidazol ataca
nucleofilicamente o atomo de fésforo formado um intermediario fosfoimidazol tendo
p-nitrofenol como grupo abandonador na reagdo de clivagem dos diésteres de
fosfato. Na etapa subsequente, a hidrolise do intermediario fosfoimidazol ao

respectivo monoéster.

4.3 Estudos cinéticos por espectroscopia UV-Vis

Estudos cinéticos por UV-vis foram realizados para as reacdes dos trés
diésteres de fosfato, a figura 28 apresenta espectros de UV-Vis para a clivagem de
cada diéster indicando uma Unica reagdo conforme sugerido por ponto isosbésticos
bem definidos. A figura 29 sugere 0 mesmo comportamento para a reacao de
hidrolise dos fosfoimidazois ciclicos, que também mostra pontos isosbésticos bem

definidos.
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Figura 28. Espectros sucessivos de Uv-Vis da reacdo de clivagem dos fosfodiésteres
INi2P-pNP, 2NilP-pNP e 3Ni2P-pNP em funcéo do tempo em pH 10,00 e 25°C. As setas
indicam os sentidos de aumento ou diminuicdo da absorvancia com o tempo. No inserto
estdo os dados de absorvancia em 405 nm em fungdo do tempo mostrando um
comportamento cinético tipico de primeira-ordem.
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Figura 29. Espectros sucessivos de Uv-Vis da reacdo de hidrélise dos fosfoimidazois
ciclicos 1Ni2P, 2Nil1P e 3Ni2P em funcéo do tempo em pH 3,02 e 25°C. As setas indicam os
sentidos de aumento ou diminui¢cdo da absorvancia com o tempo. No inserto estédo os dados
de absorvancia em 340 nm em func¢do do tempo mostrando um comportamento cinético
tipico de primeira-ordem.
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4.3.1 Comportamento cinético em fun¢éo do pH

A figura 30 mostra os perfis das constantes reacionais observadas em funcéo
do pH para a reacdo de clivagem dos compostos 1Ni2P-pNP, 2Ni1lP-pNP, 3Ni2P-
pNP e de hidrélise dos seus respectivos fosfoimidazois ciclicos a 45°C e for¢a ibnica

igual a 1,0.
2 -
0 -
FT\
L 29 Nee. | _peseen
P -
(o]
4
N
(@)
o
o , ]
O 1Ni2P-pPNP
® 1Ni2P
o 3Ni2P-pNP
-6 - S = 3Ni2P
O 2NilP-pNP
¢ 2NilP
T T T T T T T T T

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
H, pH H-

Figura 30. Perfis de pH para as reagbes de formagdo dos trés intermediarios ciclicos
estudados e as reagdes de hidrélise destes intermediarios. As linhas sélidas correspondem
ao ajuste nao linear de acordo com as equacgdes 9 e 15.

Conforme indicado pelos dados de RMN e ESI-MS/MS a conversdo dos
fosfodiésteres nos respectivos monoésteres de fosfato segue um esquema reacional
em duas etapas, sendo a primeira etapa de reacdo o ataque nucleofilico do grupo
imidazol sobre o atomo de fésforo que rende o fosfoimidazol ciclico. Essa reacao
possui um perfil em formato sigmoidal que depende do estado de protonacdo dos
reagentes. A segunda etapa envolve a hidrolise do intermediario fosfoimidazol
ciclico que tem um perfil de pH que também depende do grau de protonacéo de
diferentes espécies. Para a regido em que as concentracbes de HCIl foram
superiores a 1M (pH=0) foi utilizado a funcdo H, de Hammett como expressa em

expressa em misturas de H,O/HCI de acordo com os equilibrios de protonacdo de

43



protonacdo de bases fracas, anilinas substituidas, e nas condicbes em que as
concentracfes de KOH foram superiores a 1M (pH=14) foi utilizada a funcdo H.
como expressa em misturas de H,O/KOH de acordo com os equilibrios acido-base

de aminas aromaticas!’®.

kw, H,0 H
N N
—
N O
\P,O
Koy OH- 6\0
ng
—_—
H,C
kW1
—_—

a H,0

Y
HN "@ *NH-Q' 5-

NiP*

NiP-pNP

Esquema 13. Esquema reacional proposto para a hidrélise dos diésteres de fosfato
assistida pelo grupo imidazol.

4.3.2 Reacdes de clivagem dos fosfodiésteres

A partir do perfil dos dados cinéticos em funcdo do pH e do esquema
proposto para a reacdo de clivagem dos fosfodiésteres, a equacao 2 foi proposta
considerando a fragdo molar de cada espécie ativa e suas constantes de velocidade
individuais:

kops = ke1 . yNiP — pNP™ + k,, . yNiP — pNP?~ Eq.2
onde,

k.1, corresponde a constante de velocidade de reagdo de clivagem da espécie
zwitterionica,
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ke, corresponde a constante de velocidade de reacdo de clivagem da espécie
dianibnica ativa;

ZNiP — pNP~e yNiP — pNP?~ correspondem a fracdo molar de cada espécie
ativa.

Os termos yNiP — pNP~e yNiP — pNP?~ podem ser demonstrados em funcédo
das constantes termodindmicas de desprotonacdo dos equilibrios mostrados no
esquema 13.

Inicialmente, para obter a equacéo desejada considera-se que:
[NiP—-pNP™]

AN = pN P = P INiP—pNP 1+ [NiP—pNPZ ]

Eq.3

. a [NiP—pNP?~]
;(NLP pNP - [NiP—pNP]+[NiP-pNP~]+[NiP—pNP2"] Eq.4

Cada espécie esta relacionada a [H'], Kaz e Kaz conforme as Equacdes 5 e 6:

[NiP—pNP~].[HT]

[NiP — pNP] = o Eq.5
o 2—1 _ [NiP-pNP~].Kas
[NiP —pNP*] = —— Eq.6
Substituindo as Egs. 5 e 6 na Eq. 3 temos:
ANiP —pNP™ = —r— Eq.7
Kap '[HT]

de maneira analoga substituimos os valores para yNiP — pNP?~ e obtemos:

1

1y IHTZE[HT

ZNiP — pNP?~ = Eq.8

Kaz.Ka3 Ka3
Substituindo as Egs. 7 e 8 na Eq.2 obtemos a Eq.9 em termos de valores

mensuraveis e conhecidos:

1 1
Kobs = kl(T) ¥ kZ(ﬁ) ' Fq.9
Ka; [H+] Kajy.Kaz Kasz

A Eq.9 foi utilizada no ajuste ndo-linear dos dados cinéticos em funcéo do pH
para clivagem dos fosfodiésteres, obtendo os parametros cinéticos e de equilibrio

apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Constantes cinéticas e constantes de dissociacdo das espécies ativas para a

formacéo dos fosfoimidazdis ciclicos a 45°C e pu=1 (KCI) calculadas a partir da equacéo 2.

Valores
Constantes - - -
1Ni2P-pNP 2Ni1P-pNP 3Ni2P-pNP
Key 10° s 2,10 + 0,08 1,35 + 0,08 6,28 + 0,05
Ko S™ 52+0,3 42+0,3 154 + 15
pKa, 6,40 + 0,03 6,15 + 0,08 5,98 + 0,06
pKag 13,81 + 0,03 13,63 + 0,04 14,69 + 0,05

Os dados obtidos mostram que os valores de pKa, para os trés fosfodiésteres
sdo proximos a valores encontrados para fosfohistidinas protonadas e atribuidos ao
grupo imidazdlio®®, as diferencas nos valores dentre os trés compostos se deve a
existéncia de uma ligacao de hidrogénio intramolecular entre o imidazdlio e o grupo
fosfato, que diminui a tendéncia de perda do préton (Figura 31). Os parametros
cinéticos k¢ do 1Ni2P-pNP e 2NilP-pNP sdo semelhantes e cerca de 3 vezes
menor do que observado para 3Ni2P-pNP, enquanto que k., do 1Ni2P-pNP e
2Ni1P-pNP sdo semelhantes e cerca de 30 vezes menor do que do 3Ni2P-pNP, tais
diferencas ocorrem, provavelmente, ocasionadas por efeitos conformacionais que
favorecem o ataque nucleofilico do grupo imidazol exercendo influéncia nas
velocidades de reacdo dos trés compostos. O 3Ni2P-pNP reage mais rapidamente
devido a sua maior liberdade conformacional, que favorece uma taxa de encontro

mais elevada dos grupos reativos aumentando a populacdo de moléculas com

conformagdes favoraveis para a reagao®" %,
- —
=\ + ™\
HN _NH")), HN ’NH% HN NH')
' ‘0
O A}
0.3,.0 0.p-0 02.0
I 7 L 5 o8
ol
P QT e
1NizP-pNP 2Ni1P-pNP 3Ni2P-pNP

Figura 31: Interacdo do préton do grupo imidazol com o grupo fosfato nos trés compostos
estudados.

A nucleofilicidade do grupo imidazol também foi avaliada frente a nucleoéfilos
externos que poderiam competir com o grupo imidazol para o ataque ao atomo de
fosforo do fosfodiéster. O grafico na Figura 32 relaciona a razdo da constante

cinética observada em agua (ko) com a constante cinética observada na presenca
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de determinado nucledfilo (kn,), mostrando mostra que o grupo imidazol é um
nucleofilo potente, mesmo na presenca de 1M de hidroxilamina, um potente

nucledfilo na clivagem de ésteres de fosfato!’® 8%,

1,2 4

1,1
A
o A *
X
T 10 m------ e .
z [ |
o
X
09 o
B Acetato pH 8.0 (25 C)
A Fosfato pH 9.0 (45 °C)
% NH,OH pH 8.0 (45 °C)
0,8 T T T T T T T T T T
0,0 0.2 04 06 08 1,0

[B] ou [Nuc], Mol L™

Figura 32. Efeitos dos nucledfilos sobre a reacao de formacgéo do 1Ni2P ciclico. Os valores
no eixo das ordenadas referem a razdo entre kq,s Na presenca e auséncia dos nucleofilos e
condic¢bes indicadas.

Os estudos na presenca dos ions acetato e fosfato também descartam o
mecanismo de catalise basica-geral, pois a presenca das bases acetato e fosfato no
meio reacional ndo alteraram os valores das constantes observadas evidenciando
gue néo existe transferéncia de protons na etapa determinante de reacéo.

Os dados de estudos de efeito isotépico cinético do solvente corroboram a
observacdo acima (Tabela 2). Os valores da razdo das constantes observadas
obtidas em H;O e DO (kuao/kno) SOb as mesmas condicbes de temperatura e
acidez séo ligeiramente superiores a 1 e atribuidos somente a um pequeno efeito

secundario referente a por¢cao N-L no anel imidazdlico (vide Esquema 14).
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Tabela 2. Valores das constantes de velocidade observada para a formacdo dos
fosfoimidazéis ciclicos em H,O e D,0 e o efeito isotopico do solvente (Kuzo/ (Kp2o) @ 45°C e

u=1 (KCl).
Diéster de 3 . 3 -
fosfato pL= (pH ou pD) Kizo, 10° 87 Kpzo, 10 ¥st Kihzo / Kp2o
INi2P-pNP 8,51 2,1 1,7 1,2
2Ni1P-pNP 8,42 1,6 1,5 1,1
3Ni2P-pNP 8,50 6,5 51 1,3
?\ Kn20 ou kpzo ?\
“ o o
N ~ 1
L=N"SN"TP—0 _ LNGN-P~g
\=/ o 0 =/ o
1Ni2P-pNP" @ INT*
L=HorD NO, NO,
pPNP-

Esquema 14. Esquema representativo do efeito isotopico do solvente.

O mecanismo de reagéo proposto acima difere substancialmente do proposto
para a hidrélise de orto-(1H-imidazol-2-il)naftil-acetatos (dados néao-publicados), em
gue se observa catalise acida-geral intramolecular do grupo imidazol protonado e

basica-geral de sua base conjugada.

—\ + —
HN o N—H HN,__N...
+
%/OTCHS — + H;C—C=0
(o]

AN [\ =\

HN PAN \O/H HN p N=—H ) HN 2 N
O\n)/ —_— &} OH — OH +  AcO
0 ) o

NO,

pNP- NO,

Esquema 15. Diferencas dos mecanismos reacionais da hidrolise de acetatos e 4-
nitrofenilfosfatos de orto- (1H-imidazolio-2-il)naftila.
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Na busca pelo detalhamento sobre o mecanismo reacional do ataque
intramolecular do grupo imidazol nos fosfodiésteres obtiveram-se os parametros
termodinamicos que sao a esséncia do caminho reacional tomado por uma reagéo
quimica.

As figuras 33, 34 e 35 mostram os perfis de log Kops €m funcéo do pH em
diferentes temperaturas para a reacédo de formacédo dos trés fosfoimidazois ciclicos,

os dados foram tratados com a Eq.9 para o célculo da constante cinética k¢

log(k,,./s™)

-7 T LI— T T LI— T 1 T LI— 1
2 4 6 8 10 12 14 16

pH H-

Figura 33. Perfil de pH em diferentes temperaturas a reagéo de clivagem do 1Ni2P-pNP as
linhas sélidas correspondem aos ajustes-nao-lineares obtidos a partir da Eq.9.

19 v 15°c Af
11 = 25°C A‘
o4l e 35°C P
A
-1 4 *

log(k,,/s™)

Figura 34. Perfil de pH em diferentes temperaturas a reagéo de clivagem do 2NilP-pNP as
linhas sélidas correspondem aos ajustes-nao-lineares obtidos a partir da EQ.9.
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Figura 35: Perfil de pH em diferentes temperaturas a reacao de clivagem do 3Ni2P-pNP as
linhas sélidas correspondem aos ajustes-nao-lineares obtidos a partir da EQ.9.

Os parametros de ativacdo foram calculados utilizando-se a equacédo de
Eyring®® (Equacéo 10) e os dados de k¢ plotados em fungéo da temperatura na

Figura 36. Os parametros de ativagéo estdao mostrados na Tabela 3.

tn (1) = — (29 14 25 gy () £q.10

onde,

k. corresponde ao valor da constante de velocidade
T, € a temperatura absoluta;

AH*, é a entalpia padrédo de ativagio;

AS*, é a entalpia padréo de ativacao;

kg, a constante de Boltzmann;

R, a constante dos gases ideais;

h, a constante de Planck.
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Figura 36. Grafico de In(k.1/T) vs T™ e seu ajuste linear utilizando a equacéo de Eyring para

a reacao de clivagem dos diésteres de fosfato ciclicos: A para 1Ni2P-pNP, B para 2NilP-
pPNP e C para 3Ni2P-pNP.
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Tabela 3. Parametros de ativacdo para as reagfes de clivagem dos diésteres de fosfato
considerando a etapa de ataque intramolecular representada pela constante de velocidade
ke;.

Diéster de fosfato AH* (kcal mol™) AS* (e.u))
INi2P-pNP 16,22 £ 0,02 -20,49 = 0,05
2Ni1P-pNP 14,89 + 0,02 -25,22 £ 0,05
3Ni2P-pNP 13,33 £ 0,03 -27,45 £ 0,08

Os valores de entropia encontrados sdo bem negativos comparados ao
observado para outras de reacOes de ciclizagdo, por exemplo, a reagdo Sy2
intramolecular em bromoalquilaminas apresenta valores ligeiramente positivos!®?.
De fato, na reacdo da espécie NiP-pNP", que contém um grupo imidazol neutro ha
uma deslocalizacdo de carga no estado de transicdo, com isso, a entropia do
sistema diminui, pois o estado de transicdo se encontra com alto grau de
solvatagéo.

As diferencas observadas nos valores de AS* para os trés diésteres pode ser
explicada em termos de dois fatores: (i) a reacdo do 3Ni2P-pNP experimenta uma
maior solvatacéo na direcdo do estado de transicdo, quando comparada as reacdes
dos demais compostos; (i) o 3Ni2P-pNP, que apresenta maior nimero de graus
conformacionais experimenta maior penalidade na direcdo do estado reativo,
enquanto as demais com maior restricdo conformacional apresentam um menor
namero de possibilidades de conférmeros reativos. E interessante notar que tais
dados diferem dos dados para os acetato de orto-(1H-imidazol-2-il) naftila (dados
ndo publicados), estes possuem valores muito proximos de entropia de ativacéo
entre si com valores de -28,1 e.u que sdo muito préximos entre si.

Embora, ambas as séries de compostos apresentem valores
substancialmente negativos indicando estados de transicdo bem solvatados, as
diferencas entre os isbmeros sugerem que fatores conformacionais podem afetar a
catélise intramolecular nos diésteres de fosfato mais eficientemente do que na
catélise base-geral nos ésteres carboxilicos. Outro fator pode ser o maior nimero de
moléculas de agua envolvidas na solvatacdo dos estados reacionais dos diésteres
de fosfato, que apresentam maior dispersdo de carga no estado de transicao e,
assim, maior dependéncia com relagédo a solvatacao.

A molaridade efetiva no ataque nucleofilico do grupo imidazol sobre o atomo
de fosforo do grupo fosfodiéster foi calculada considerando a razédo dos valores da

constante de primeira-ordem k;; e da constante de segunda-ordem (ky) para o
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ataque bimolecular de um nucleodfilo de pKa 7 (acido conjugado do imidazol) sobre
um diéster de fosfato com p-nitrofenolato como grupo abandonador (Figura 37). A
reacdo bimolecular € consideravelmente lenta para ser medida e a constante de
segunda-ordem foi prevista a partir de dados para compostos mais ativados e
relacGes de energia livre (RLEL) como segue:

i)  Dados de Big (beta leaving group) a 39°C s&o conhecidas para o ataque
nucleofilico de trés piridinas substituidas sobre aril metil fosfatos
substituidos (tabela 4)®3. Um grafico de By em fungdo do pKp, ( pKa™*
de cada piridina) fornece uma relacéo linear da qual se obtém o valor de
Big de -1,02 para um nucledfilo nitrogenado de pK,, igual a 7. (Figura 38),
o valor de Bjy indica a carga efetiva e o quanto a ligacdo do grupo

abandonador foi desfeita no estado transigéo.

o

Me

0 0. .0
\ o LY _
/ﬂp—(?) Me o
= 'N: o'z — . .
S J
X
Y X

Figura 37. Reagao utilizada como guia para obtencdo dos valores de By,.

[@]]
Z2—7

Tabela 4. Tabela de valores para a construcdo da relacdo linear para obtencao de valor de
By para a reacéo com um nucledfilo nitrogenado com pK,, de 7.

Nucleofilo Big (39°C)1*° PK nuc
4-aminopiridina 0,98 9,52
4-metilpiridina 1,03 6,7

Piridina 1,06 5,16
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Figura 38. Relagcédo de em funcéo do pK,, para a reagéo de piridinas com aril metil fosfatos
a 39°C.

i) O valor de By de -1,02 a 39°C foi corrigido para 25°C considerando a
Eq.11%4,

ﬁlg. Tl == .Blg' TZ qul

iii) A constante de segunda-ordem para o ataque nucleofilico de imidazol em

bis-(2,4-dinitrofenil) fosfatos (pKiy =4,07) é conhecida e igual a 1,42 x 10’3

M*.st a 25°C®). Dessa forma, pode-se calcular o logaritmo da constante

de velocidade de segunda-ordem para a reacdo de um diéster de fosfato

com pKyg igual a zero a partir da Eq. 12.

logk, = Big.pkyy + logk? = Eq.12

iv) A partir da Eq.13 calculou-se um valor de k= 7,0 x 107 M™* s a 25°C
para o ataque intermolecular do imidazol sobre um diéster de fosfato de
pKyy igual a 7,15. Este valor foi utilizado para o calculo da molaridade
efetiva como indicado acima.

logk, = —1,07 + pk;4 + 0,65 Eq.13

Verificou-se que fatores de estericidade entre o imidazol e o anel naftalénico
forcam um determinado angulo de ataque do grupo imidazol gerando uma que

prejudica o ataque do imidazol e, consequentemente, diminui a efetividade molar.
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Figura 39. Representacdo do aumento da molaridade efetiva devido & efeitos estéricos
estruturais.

Sob outro escopo, pode relacionar os efeitos de estericidade com a variacao
da amplitude da janela reacional proposta por Menger. O impedimento estérico
impede com que molécula assuma uma conformacdo mais adequada para a reagao,
porém se ela estiver dentro de uma gama de conformacdes, chamada janela

reacional, a reacéo prosseguira®?.

4.3.3 Reacdes de hidroélise dos fosfoimidazois ciclicos

De acordo com o perfil de log kops €m funcdo do pH para a hidrélise dos
fosfoimidazéis ciclicos (Figura 30), considerando a fracdo molar de cada espécie
ativa no Esquema 13 e suas constantes de velocidade individuais, foi proposta a
Eq.14:

kops = kw1 yNiPT + kyp. yNiPT~ + [ky3 + (koy. [OH™]D]. x2NiP~ Eqg.14
onde,
kw1 corresponde a constante de velocidade de primeira-ordem de
hidrélise espontanea da espécie catibnica;
kw2 corresponde a constante de velocidade de primeira-ordem de

hidrélise espontanea da espécie zwitteridnica,;
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kws corresponde a constante de velocidade de primeira-ordem de
hidrolise espontanea da espécie anibnica;
kon corresponde a constante de velocidade de segunda-ordem da
reacdo de hidrdlise basica da espécie anibnica;
yNiP*, yNiP*~ e yNiP~ correspondem a fracdo molar de cada espécie ativa.
A partir da Equacédo 14 desenvolveu-se a Eq.15 como uma funcédo dos

parametros termodinamicos dos equilibrios envolvidos e da acidez do meio:

1 1
kops = K- + Ky - T 7
1+Ka+1+Ka1+Ka2 1+[H,]+K(i
[H*] ~ [H*]? Ka'y ~ [HY]
+ (kys + koy-[OHT]) ! Eq.15
w3 OH: ' 14 [H+] N [H+]2 q.
K'a, Ka'i.K'a,

Com base na Equacdol5 e o ajuste nao-linear dos dados cinéticos na Figura
28 obtiveram-se 0s parametros cinéticos e termodinamicos para as reacdes de
hidrélise dos fosfoimidazéis ciclicos (Tabela 5). A confirmacéo da existéncia de kys
se deu pelo perfil de pH obtido somente em 55° C, pois em temperaturas mais

baixas a reacdo é demasiadamente lenta (t1» = 61horas a 55 °C).

Tabela 5. Parametros cinéticos e termodinamicos para a hidrélise dos fosfoimidazéis
ciclicos em 45,0 °C e pu=1,0 (KCI).

Valores
Constantes 1Ni2P 2Ni1P 3Ni2P
kwy s™ 0,41+0,04 | 0,47 +0.05 |0,43 £ 0.05
kw, 10°s™ 35+03 | 2,96+0,03 50+0,4
Kom, Mt.st 0,03 + 0,003 | 0,02 0,005 | 0,045 + 0,007
kws 10°s™ 3+1 2+1 5+2
pKal -0,29 £ 0,07 | -0,45+ 0,06 | -0,28 0,06
pKa2 3,72+0,06 | 3,83+0,06 | 4,40+0,06

Os valores das constantes cinéticas para 0s trés compostos sdo muito
préximos entre si indicando que estruturalmente os intermediarios possuem
geometrias e reatividades muito similares sem dependéncia com relacdo a

requerimentos geomeétricos impostos pelo anel naftalénico. O primeiro valor de pKa
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refere-se a protonacao do grupo fosfato dos intermediarios e sao valores esperados
de acordo com a literatura®’. O segundo pKa refere-se a constante de
desprotonacao do grupo imidazol protonado.

O mecanismo proposto de hidrélise envolve a catdlise acida especifica na
formacdo das espécies NiP* e NiP* que reage nucleofilicamente com agua. A
espécie NiP" sofre hidrolise, provavelmente, por catalise acida-geral ou basica
especifica dependendo da concentracdo de ions hidroxido no meio. Efeitos
isotopicos do solvente a 45 °C foram determinados na regido de ky, do perfil de log
Kobs Versus pH. A tabela 6 fornece os valores obtidos para cada composto e verifica-
se a partir dos dados, um efeito isotdpico primario que indica que a participacéo de
pelo menos uma molécula do solvente na etapa determinante da velocidade de

reacao.

o) kn20 ou ko \ K
| N, ————
P,OL

O I=HouD :
\—/ 6%

Esquema 16. Esquema representativo do efeito isotépico do solvente para a hidrélise dos
fosfoimidazois ciclicos.

Tabela 6. Valores das constantes de hidrélise dos fosfoimidazéis ciclicos em H,O e D,O e o
efeito isotépico do solvente (kKy20/Kp20) @ 45°C e u=1M (KCI).

Composto | pL=(pH ou pD) | Kizo, 10°s™ |Kpzo 10° s™ | K20 / Kpzo
2,50 3,94 1,69 2,33
INi2P 3,00 3,31 1,49 2,22
3,50 2,69 0,98 2,74
2,50 3,22 1,27 2,54
2NilP 3,00 3,04 1,20 2,53
3,50 2,16 1,04 2,10
2,04 8,58 4,25 2,10
3Ni2P 2,46 6,09 3,22 2,02
3,06 5,13 2,45 1,90

De maneira analoga a reacado de formacdo dos fosfoimidazois ciclicos, a
partir da equacdo de Eyring (Equacdo 8) foram obtidos os parametros
termodinamicos para ky, para a hidrolise dos fosfoimidazois ciclicos. As figuras 40,

41, 42 mostram os perfis de pH em diferentes temperaturas para a reacédo de
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hidrélise dos trés fosfoimidazadis ciclicos e a tabela 7 fornece os parametros obtidos

para cada intermediério.

log(k_,./s™)

¢ 15°C
. A ?25°C
0 m 35°C
| ® 45°C
_1 - () A 250C
1 v 55°C
-2 -
-3 -
| \/
-4 4
_5 .
_6 .
_7 .
'8 T T T T T T T T
-2 0 2 4 6 8 10 12
pH

Figura 40. Perfis de pH log ks €m funcdo do pH em diversas temperaturas para a reagao
de hidrélise do intermediario ciclicolNi2P com seus respectivos ajustes néo-lineares
considerando a Eq. 15.

ope!S™1)

log(k

15°C
25°C
35°C
45°C
55°C

< > o m o
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Figura 41. Perfis de pH log ks em funcdo do pH em diversas temperaturas para a reagao
de hidrélise do intermediario ciclicolNi2P com seus respectivos ajustes ndo-lineares

considerando a Eq. 15.

e 15C
= 250C
e 45°C
01 A 35C
v 55°C
-1 4
2
%y -3-
5 ] A
_5_
-6 -
-7 T T T T T T T 1
2 0 2 4 6 8 10 12 14

H pH

Figura 42. Perfis de pH log ks em funcdo do pH em diversas temperaturas para a reagao
de hidrélise do intermediario ciclicolNi2P com seus respectivos ajustes ndo-lineares

considerando a Eq. 15.
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Figura 43. Gréfico de Ink,./T vs T e seu ajuste linear utilizando a equacéo de Eyring para
a reacao de hidrdlise dos fosfoimidazéis ciclicos onde A para 1Ni2P, B para 2NilP, e C para
3Ni2P.
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Tabela 7. Parametros de ativacéo de reagfes de hidrélise dos fosfoimidazois ciclicos
considerando a constante de velocidade k.

Parametros | AH?* (kcal mol™?) AS* (e.u)
INi2P 11,34 £ 0,01 -34,77 £ 0,04
2Nil1P 11,3+ 0,6 -34,2+ 0,2
3Ni2P 10,32 £ 0,02 -36,98 £ 0,07

Os valores de entropia encontrados para ky, mostram uma pequena variagao
entre 0s trés compostos indicando que possuem grau de solvatacdo similares e
estados de transicdo com conformacdes muito parecidas entre si.

Na regiao do perfil de log kops VS pH em que envolvem as duas constantes kyg
e kon pode-se obter os valores de beta nucleofilico de Brgnsted Byuc que indicam a
dependéncia da velocidade de reacdo com os fosfoimidazéis ciclicos com diferentes
nucleofilos. Os valores de Bnuc para cada composto foram obtidos através da
relacdo linear dos valores de log k, em funcdo do pKa dos nucleofilos pKpy. Os
valores de Kk, correspondem ao coeficiente das constantes de velocidade

observadas em fungéo da concentragéo de cada nucledfilo (Figuras 44, 46 e 48).
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Figura 44. Ajustes lineares para a obtencdo de k, para cada nucledfilo na reacdo de hidrélise do fosfoimidazol 1Ni2P. As fracdes

molares para a obtengéo de k, dos nucledfilos foram igual a 1. Exceto para o bicarbonato que foi feito o ajuste de levando em conta as
fracbes molares de 0,12, 0,21, 0,51, 0,57 e 1.



Tabela 8. Constantes k, de cada nucledfilo para o 1Ni2P.

Nucleo6filo pKa ko (Mt.s™) log(ks) (M*.s™)
Agua -1,74 4,65E-8 -7,33255
Hidroxido 13,71 0,29 -0,5376
Acetato 4,52 6,29E-6 -5,20135
Formiato 3,48 5,9E-5 -4,22915
Dihidrogenofosfato 6,34 4,11E-5 -4,38616
Carbonato 9,52 8,04E-5 -4,09474
Bicarbonato 5,95 1,52E-5 -4,81816
0 —
-1
-2 -
2 -4 . .
o |
-6
-7 4
-8 T T T | — T
2 0 6 8 10 12 14

Figura 45. Gréfico dos valores de k, em funcdo do pKa dos nucledfilos e seu ajuste linear

para o 1Ni2P.
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Figura 46. Ajustes lineares para a obtencao de k, para cada nucledfilo na reacéo de hidrolise do fosfoimidazol 2NilP. As fracdes molares para

a obtencao de k, dos nucledfilos foram igual a 1. Exceto para o bicarbonato que foi feito o ajuste de levando em conta as fracdes molares de
0,12, 0,21, 0,51, 0,57 e 1.
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Tabela 9. Constantes nucleofilicas para o 2NilP.

Nucle6filo pKa ko(M™t.s™) log(k, )(M™.s™)
Agua -1,74 8,09E-7 -6,09178
Hidroxido 13,71 0,0789 -1,10292
Acetato 4,52 2,01E-5 -4,6968
Formiato 3,48 1,605E-5 -4,79452
Dihidrogenofosfato 6,34 9,175E-5 -4,03739
Bicarbonato 9,52 6,72E-5 -4,17263
Carbonato 5,95 6,2E-6 -5,20761
-1 -
24
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<
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o
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T T T T

8 10
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14

Figura 47. Gréafico dos valores de k, em funcéo do pKa dos nucledfilos e seu ajuste linear

para o 2NilP.
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Figura 48. Ajustes lineares para a obtencao de k, para cada nucledfilo na reacéo de hidrélise do fosfoimidazol 3Ni2P. As fracdes molares para

a obtencao de k, dos nucledfilos foram igual a 1. Exceto para o bicarbonato que foi feito o ajuste de levando em conta as fracdes molares de
0,12, 0,21, 0,51, 0,57 e 1.
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Tabela 10. Constantes nucleofilicas para o 3Ni2P.

Nucledfilo pKa ko (M*ts™ log(ks) (M1.s™)
Agua -1,74 5,59E-8 -7,25259
Hidroxido 13,71 0,26 -0,58503
Acetato 4,52 8,1E-5 -4,09151
Formiato 3,48 5,035E-5 -4,298
Dihidrogenofosfato 6,34 3,57382E-4 -3,44687
Carbonato 9,52 8,16E-5 -4,08831
Bicarbonato 5,95 2,05E-5 -4,68825
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Figura 49. Gréfico dos valores de k, em funcdo do pKa dos nucledfilos e seu ajuste linear
para o 3Ni2P.

Tabela 11. Constantes de Bnyc para os trés intermediarios

Composto Bnuc
INi2P 0,39
2NilP 0,31
3Ni2P 0,37
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O valor de Bnuc obtido para uma reagdo quimica indica a carga efetiva e o
comprimento de ligacdo no estado de transicdo da reacao estudada. Com isso, 0s
baixos valores obtidos de indicam que o nucledfilo ataca o reagente a uma distancia
consideravel formando um estado de transi¢do adiantado, ou seja, o nucledfilo ndo
necessita estar muito proxima do reagente para promover o ataque nucleofilico

conforme proposto na Figura 50.

Figura 50. Representacdo do possivel estado de transicdo nas reacfes de hidrélise dos
fosfoimidazdis ciclicos a partir dos dados obtidos para o beta nucleofilico.

4.4 Dados computacionais

Calculos de estrutura eletrbnica foram realizados para uma melhor
interpretacdo dos fatores conformacionais envolvidos na reacdo dos diésteres de
fosfato e tracar um comparativo com os dados experimentais. Inicialmente, os
calculos para o 1Ni2P-pNP no estado gasoso mostraram um colapso de cargas
entre 0s grupos imidazol e fosfato que diferiu das possiveis espécies em meio
aquoso, tendo sido necessario a otimizacdo com PCM.

O modelo PCM foi desenvolvido por Tomasi e colaboradores para obtencao
do potencial eletrostatico gerado por um dielétrico e utiliza o método das cargas
aparentes de superficie. A densidade eletrdnica € determinada por calculos de
estrutura eletrdnica ab initio, de forma que a polarizacdo do soluto é incluida®”.

Nesse modelo, as moléculas de solvente sdo substituidas por um continuo
gue representa as propriedades das moléculas do solvente, levando em conta sua
polaridade e constante dielétrica. A energia do soluto no método PCM, é calculada
considerando termos eletrostaticos, de repulsdo, dispersdo e de movimento
molecular, ao quais é adicionada a energia de cavitacdo que é denominada como a
energia necessaria para que a molécula de soluto crie espaco no continuo do
solvente.

Apesar do PCM néo descrever interacdes especificas entre o soluto e as
moléculas de agua da primeira camada de solvatacdo, o modelo mostra-se de

implementacéo facil e pratica, fazendo com que os resultados tedricos aproximem-
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se um pouco mais do resultado “real” em solucdo®®. Uma maneira de contornar o
problema de solvatacdo € a utilizacdo de algumas moléculas de agua explicitas na
solvatacdo dos grupos polares, principalmente os idnicos. Devendo-se ter cautela
quanto a definicdo do numero de moléculas de 4gua, uma vez que um numero
elevado pode tornar o calculo muito demorado além de obter como resultado um
produto com inUmeros minimos na superficie de energia potencial.

A Figura 51 mostra as estruturas otimizadas em nivel B3LYP/6-
31+G(d)/SCRF-PCM (solvente = agua) para os estados reagente, transicdo e
produtos para o ataque intramolecular do grupo imidazol no grupo p-nitrofenil fosfato
dos diésteres de fosfato. O calculo de frequéncia foi realizado em cada caso para
obter a contribuicdo da ZPE e avaliar a ocorréncia de frequéncias negativas, apenas
uma no estado de transicdo e nenhuma no estado fundamental. As energias de
cada espécie para a reacdo estdo apresentadas nas Tabelas 7-9. Para cada
estrutura otimizada, utilizou-se a notacédo EF para as moléculas no estado fundamental e

ET para as moléculas no estado de transigéo.
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3Ni2P-pNP".(H,0)son / EF 3Ni2P-pNP".(H2,O)son / ET 3Ni2P*.(H,0)s0n / EF

Figura 51. Estruturas otimizadas em nivel B3LYP/6-31+G(d)/SCRF-PCM para os estados
reagente, transicdo e produtos para o ataque intramolecular do grupo imidazol no grupo p-
nitrofenil fosfato de 1Ni2P-pNP. A estrutura do p-nitrofenolato encontra-se no Anexo D e as
energias de cada espécie encontram-se nas Tabelas 12-14.

70



Tabela 12. Energias no nivel B3LYP/6-31+G(d)/SCRF-PCM (solvente = 4gua) calculadas
para as espécies individuais e energias de reacdo calculadas para o ataque intramolecular
do grupo imidazol no grupo p-nitrofenil fosfato de 1Ni2P-pNP.

Estrutura / estado? Energia® (Hartree)

1NI2P-pNP".(H,0)s0n / EF -1765,264210

ANI2P-pNP".(H,0)son / ET -1765,226401

ANI2P*.(H20)son / EF -1253,768126

pNP / EF -511,499318
INI2P-pNP".(H;0)s0v — 1NI2P.(H20)s01v + pNP”

AG* (kcal/mol)° 23,7

AG° (kcal/mol)? -2,0

% EF = estado fundamental, ET = estado de transico; ® Considerando a ZPE e
correcdo térmica para energia livre a 298K; ° AG* = G(estado de transic&o) -
G(reagentes); YAG° = G(produtos) - G(reagentes).

Tabela 13. Energias no nivel B3LYP/6-31+G(d)/SCRF-PCM (solvente = 4gua) calculadas
para as espécies individuais e energias de reacdo calculadas para o ataque intramolecular
do grupo imidazol no grupo p-nitrofenil fosfato de 2NilP-pNP.

Estrutura / estado® Energia® (Hartree)

2NI1P-pNP".(H20)s0n / EF -1765,268123

2NI1P-pNP".(H20)s0n / ET -1765,233817

2N|1Pi.(Hzo)solv/ EF -1253,777282

pNP™ / EF -511,499318
2NI1P-pNP".(H,0)s0w — 2N P.(H,0)so, + pNP-

AG* (kcal/mol)° 21,5

AG° (kcal/mol)® -5,3

% EF = estado fundamental, ET = estado de transicao; ® Considerando a ZPE e
correcao térmica para energia livre a 298K; ° AG* = G(estado de transicao) -
G(reagentes); 4AG° = G(produtos) - G(reagentes).

Tabela 14. Energias no nivel B3LYP/6-31+G(d)/SCRF-PCM (solvente = 4gua) calculadas
para as espécies individuais e energias de reacdo calculadas para o ataque intramolecular
do grupo imidazol no grupo p-nitrofenil fosfato de 3Ni2P-pNP.

Estrutura / estado? Energia® (Hartree)

3NI2P-pNP".(H,0)son / EF -1765,269840

3NI2P-pNP".(H20)son / ET -1765,233624

3NI2P*.(H0)son / EF -1253,774823

pNP / EF -511,499318
3NI2P-pNP".(H,0)s0y — 3NI2P.(H,0)s01y + pPNP”

AG* (kcal/mol)° 22,7

AG° (kcal/mol)® -2,7

% EF = estado fundamental, ET = estado de transico; ® Considerando a ZPE e
correcao térmica para energia livre a 298K; ° AG* = G(estado de transicao) -
G(reagentes); 4AG° = G(produtos) - G(reagentes).

Os valores de AG* experimental da etapa de clivagem dos fosfodiésteres foi

calculado para uma temperatura de 25°C e obteve-se os valores de 22,3 kcal.mol™,
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22,4 kcal.mol* e 21,5 kcal.mol* para o 1Ni2P-pNP, 2NilP-pNP e 3Ni2P-pNP,
respectivamente. Esses valores sdo muito proximos dos valores encontrados a
partir dos calculos tedricos mostrando que as estruturas otimizadas representam
adequadamente as estruturas reativas envolvidas na reacdo de clivagem dos
diésteres de fosfato estudados.

As estruturas otimizadas mostram que os fatores geométricos estruturais das
moléculas influenciam na sua reatividade (Figura 52). A disposi¢éo tanto do grupo
de ataque (imidazol) quanto o grupo abandonador (p-nitrofenolato) séo importantes
para a reacdo. A estrutura do 3Ni2P-pNP possui estes dois grupos com menor
impedimento rotacional o que explica, a partir dos dados experimentais, sua maior
velocidade reacional. Para o 1Ni2P-pNP o grupo imidazol possui uma restricao
conformacional, porém, seu g