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RESUMO

Este trabalho apresenta uma estratégia supramolecular que permitiu a montagem de
um modelo que mimetiza a formagdo, no sitio ativo da enzima, de compostos fosfatados ricos
em energia, tais como o acetil-fosfato (AcP). Estudou-se a formagao do AcP através da reacdo
entre o acetato de 2,4-dinitrofenila (DNPA) e o di-hidrogenofosfato de potassio (KH,POj)
solubilizado por um agente criptante em solventes organicos, tais como acetonitrila, N,N-
dimetilformamida, acetona e dimetilsulfé6xido. Também foi estudado um sistema bifasico do
tipo dgua-CH,Cl, que mimetiza a acdo enzimdtica responsavel pela sintese na fase orgénica
do AcP e pela sua ativagao na fase aquosa como um composto rico em energia. A pesquisa foi
desenvolvida em trés etapas, sendo que na primeira etapa foi realizado um estudo da
solubilidade do KH,PO4 em diversos solventes organicos, com o uso de um agente criptante
(Kryptofix® 222). Verificou-se que a solubilidade do sal da ordem de 1,2x107 mol dm™ foi
alcancada em acetonitrila, diclorometano, N,N-dimetilacetamida, N,N-dimetilformamida,
acetona e dimetilsulféxido, quando uma concentracdo igual a 0,045 mol dm™ de agua foi
empregada no sistema. Na segunda etapa montou-se um modelo ndo-enzimdtico para a
formacdo do AcP pela reacio de DNPA com KH,PO, solubilizado em solvente organico com
o uso de Kryptofix® 222. Os estudos demonstraram que a adi¢ao de dgua ao sistema levou a
uma grande diminui¢do na velocidade da reagdo. Isto ocorreu porque a presenca de dgua
solvata preferencialmente o anion fosfato, que deixa de atuar como nucleédfilo, levando a
diminui¢do na velocidade da reacdo e na concentracdo de AcP formado. O estudo do processo
em varios solventes demonstrou que o meio que estabiliza a 4gua em excesso torna o processo
mais rapido, pois dessolvata o fosfato, o qual pode agir como nucleéfilo, formando o AcP.
Finalmente, estudou-se um ciclo de formagao/transformagcdo de AcP em um sistema bifasico
(dgua/diclorometano) com o uso de Kryptofix® 222 e (C4Hg)sNBF, como agentes carreadores
e de solubilizagao do KH,PO,. O estudo deste sistema ilustrou a possibilidade de se modelar,
de forma bastante simples e eficiente, 0 mecanismo de acdo da ATP-sintase, proporcionando
dois ambientes, um anidro onde facilmente e em alto rendimento a sintese pode ser executada
e outro aquoso, para onde o composto rico em energia € transferido para executar uma
determinada funcao, como, por exemplo, a sua hidrodlise.

Palavras-chave: modelos enzimdticos, compostos ricos em energia, acetil-fosfato,

dessolvatacdo, ATP-sintase, catélise por transferéncia de fase.



ABSTRACT

A supramolecular strategy that allowed the assembly of a model that mimics the formation, in
the active site of the enzyme, of phosphate energy-rich compounds, such as acetyl phosphate
(AcP) is described in this work. The formation of AcP was studied by the reaction of 2.4-
dinitrophenyl acetate with potassium di-hydrogenphosphate (KH,PQO,) solubilized in organic
media (e.g., acetonitrile, N,N-dimethylformamide, acetone, and dimethylsulfoxide) using a
cryptand agent (Kryptofix® 222). A water-CH,Cl, biphasic system, which intended to mimic
the enzyme sites responsible for the synthesis (organic phase) of AcP and by its “activation”
in the aqueous phase as an ‘“energy-rich” compound is also investigated. The study was
performed in three steps, being the first the study of the conditions for the solubility of
KH,PO, in several organic solvents, with the use of a cryptand agent. The solubility of
1.2x10° mol dm> in acetonitrile, dichloromethane, N,N-dimethylacetamide, N,N-
dimethylformamide, acetone, and dimethylsulfoxide was obtained when a water
concentration of 0.045 mol dm™ was used. A non-enzymatic model for the formation of AcP
was studied in the second step by reacting DNPA with KH,POy solubilized in the organic
medium with the use of Kryptofix® 222. Studies demonstrated that the addition of water into
the system led to a great diminishion in the rate of the reaction. It occurred because the
presence of water makes it to preferentially solvate the di-hydrogenphosphate anion,
conducting to the reduction in the rate of the reaction and also in the formed AcP
concentration. The study of the process in different organic solvents demonstrated that the
solvent that better stabilize water makes faster the process, by desolvation of the phosphate,
which can act as nucleophile, forming AcP. Finally, a formation/transformation cycle of AcP
was studied in a biphasic system (water/CH,Cl,) using Kryptofix® 222 and (C4Hg)sNBF;, as
both carrying and solubilizing agent for KH,PO,4. This system illustrated the possibility to
model, in a very simple and efficient way, the mechanism of ATP synthases, offering two
environments, an anhydrous where the easy, and in high yield synthesis, of the energy-rich
compound can occur, and other with the presence of water, towards the energy-rich
compound is transferred to perform a particular function, such as its hydrolysis.

Key-words: non-enzymatic models, phosphate energy-rich compounds, acetyl

phosphate, desolvation, ATP-synthase, phase-transfer catalysis.
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1. INTRODUCAO

Paracelsus, no século XVI, disse que “a dgua é a matriz do mundo e de todas as suas
criaturas” (BALL, 2008). Assim, os cientistas ligados as questdes envolvendo a matéria viva
tém considerado a dgua essencialmente como o pano de fundo sobre as quais 0s componentes
moleculares da vida sdo arranjados. E fundamental o papel que a dgua representa frente 2
bioquimica das células, sendo uma substancia que interage ativamente com as biomoléculas,
tais como as proteinas, provocando mudancgas nelas. As fung¢des bioldgicas dependem desta
forma de uma interacdo delicada entre o que até pouco tempo atrds foi considerado como
entidades distintas: a molécula e seu ambiente (BALL, 2008).

De acordo com Lipmann (LIPMANN, 1941), a energia obtida no processo de
hidrélise de compostos fosfatados ricos em energia ndo dependeria do fato de o composto
estar em solugdo ou ligado ao sitio ativo da enzima. As interagdes sofridas pelo reagente e
pelo produto com o meio reacional eram sempre descartadas porque acreditava-se
erroneamente que o solvente ndo interferia nos valores das constantes de equilibrio para as
reacoes de hidrélise dos compostos fosfatados. Esta questdo é, contudo, de grande
importancia porque a agua interage fortemente com o composto fosfatado por meio de
ligacdes de hidrogénio, acarretando alteracdes nas suas propriedades fisico-quimicas.
Machado e Nome (MACHADO, 2000), desenvolveram um modelo ndo-enzimdtico que
representou o primeiro sistema bioorgdnico que mimetizou com sucesso a sintese de um
acilfosfato e demonstraram a importdncia do meio ndo somente para aumentar a
nucleofilicidade do fosfato, como também para mudar o curso da reacdo. Foi posta assim em
evidéncia a solvatacdo preferencial como representando papel principal no mecanismo de
acdo de enzimas responsdaveis pela transferéncia de energia em sistemas biolégicos. De acordo
com de Meis (DE MEIS, 1989), sdo muitas as evidéncias experimentais que demonstram a
importancia da 4gua nos processos de transducdo de energia. Em misturas aquosas de
diferentes solventes organicos, a energia de hidrdlise do pirofosfato (PP;) ou ATP € similar
aquelas medidas na presenca da enzima, ou seja, sdo muito menores que aquelas medidas em
solucdes totalmente aquosas.

Os modelos miméticos e nao miméticos vém suprindo informacdes essenciais para a

interpretacdo dos mecanismos de acdo das enzimas (GESSER, 1997). A mimetizacdo das
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reacdes bioldgicas de transferéncia do grupo fosforila tem representado um dos maiores
desafios para os quimicos nas ultimas décadas. O desenvolvimento da quimica
supramolecular (HALL, 2004) tornou possivel o planejamento de receptores para anions
capazes de realizar a catdlise molecular em reagdes envolvendo substratos de interesse
quimico e bioldgico, tais como o acetil-fosfato (AcP) e o trifosfato de adenosina (ATP). Este
trabalho apresenta uma estratégia supramolecular no desenvolvimento de um modelo
enzimatico na formacao de compostos fosfatados ricos em energia como o (ATP), o difosfato
de adenosina (ADP), o fosfoenolpiruvato (PEP), a fosfocreatina (PC) e os residuos acil-
fosfatados, em especial aqui o acetil-fosfato (AcP).

Os compostos fosfatados ricos em energia, como o ATP e o AcP, tem importancia
vital em processos de transdugdo de energia em sistemas biolégicos (MACHADO, 1999; DE
MEIS, 1989). O ATP, por exemplo, € sintetizado a partir do ADP e fosfato inorganico (P;) no
sitio catalitico das ATP-sintases, sendo hidrolisado no sitio ativo das ATPases (PENEFSKY,
1991; CHOATE, 1979). H4 diversas evidéncias experimentais para o fato de que o ATP ¢
sintetizado no sitio enzimatico na auséncia de dgua, sem a necessidade de energia. Assim, a
energia seria necessaria somente para remover o ATP formado do sitio enzimético. Isto
ocorreria com a entrada de dgua no sitio da enzima apds o ATP ter sido formado, o que o
“transformaria” em um composto fosfatado rico em energia. Assim, um modelo enzimatico
foi estudado a fim de demonstrar a importancia da auséncia da dgua para a formacao rapida de
AcP em alto rendimento (MACHADO, 1999; DE MEIS, 1989 ). Nesta dissertacao, busca-se
mostrar que o P; pode ser solubilizado em solventes organicos como a acetonitrila, na
presenca de um agente criptante e que a velocidade da reacdo é largamente dependente da
concentracdo de dgua, € que 0 mesmo criptante atua como um carreador quando empregado
em um sistema bifdsico contendo dgua e CH,Cl,, podendo desta forma mimetizar o micro-
ambiente do sitio ativo das enzimas responsdveis pela formacdo de compostos ricos em
energia.

A seguir, € feita uma revisio bibliogréafica sobre os compostos fosfatados ricos em
energia, dando-se énfase a questdo da catdlise no sitio catalitico das ATPases, a influéncia do
meio na sintese e hidrdlise destes compostos e o emprego da quimica supramolecular em

catalise enzimatica.
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1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os organismos vivos, para manterem sua intrincada estrutura, reproduzirem-se,
adaptarem-se, e realizarem trabalho mecanico, quimico e osmoético, entre outras funcoes,
necessitam de energia. Esta energia pode ser proveniente da luz (fotossintese) ou de nutrientes
quimicos, sendo estes organismos divididos em autotréficos e heterotréficos. Os organismos
autotréficos realizam fotossintese, ou seja, convertem energia luminosa em energia quimica,
sob a forma de ligacdes quimicas. J4 os seres heterotr6ficos ndo realizam fotossintese e a
energia € proveniente da oxidacdo de nutrientes organicos. As oxidacdes destes nutrientes sao
mediadas por enzimas altamente especificas, e liberam energia, a qual € utilizada para a
sintese de compostos organofosfatados. Estes compostos sdo utilizados pelas células como
fonte de energia, sendo o ATP o mais importante (LEHNINGER, 2002; KIRSCHBAUM,
1984).

Muitas reagdes bioldgicas ndo sdo espontaneas, ou seja, sdo endergdnicas, possuem a
variacdo da energia livre padrao de Gibbs (4G° positiva. Contudo, uma reagdo
termodinamicamente endergonica pode ser impelida por uma reacdo exergdnica desde que
esta esteja acoplada a um intermedidrio comum (LIPMANN, 1941). Este acoplamento de
energia pode ocorrer por mudanca da configuracdo transmitida em macromoléculas protéicas
e pelo fluxo de fons através de membranas. No metabolismo celular, muitas reacdes
catalisadas por enzimas sdo organizadas como vias (catabolismo e anabolismo), que sio
seqiiéncias diferentes de reagdes que produzem e consomem energia através de ligagcdes
quimicas que sdo formadas e sofrem cisdo, tanto para a sintese de proteinas e dcidos nucléicos
como nas mais diversas func¢des celulares.

O ATP € o principal responsavel pela transducdo de energia entre o catabolismo e o
anabolismo, ou seja, a principal moeda de troca entre os metabdlitos. A energia de ativacao
(E,) € de importancia fundamental para a estabilidade das biomoléculas, pois sem ela as
biomoléculas no interior das células seriam quebradas de forma simples e com pequeno
conteido energético, colocando em questdo a continuidade e a organizacdo da vida. No
interior das células, esta barreira energética € vencida pelas enzimas que diminuem a E, e
aumentam a velocidade de reag¢do ao redor de 10" até 10" vezes mais que uma reacgao nao
catalisada e estes catalisadores especificos sdo responsdveis pela regulacdo dos processos
celulares (LENHINGER, 2002; MACHADO, 1999).

Dos compostos fosfatados de maior importancia bioquimica, o ATP, o difosfato de

adenosina (ADP), o fosfoenolpiruvato (PEP), a fosfocreatina (PC) e os residuos acil-
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fosfatados, como o acetil-fosfato (AcP) (figura 1.1), se destacam por atuarem como moedas

de troca de energia nos processos vitais (MACHADO, 1999).
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Figura 1.1. Estruturas de compostos fosfatados ricos em energia.

A energia contida nas ligacdes quimicas das reacdes de hidrdlise das ligacdes P-O ou
P-N sao normalmente de pequena magnitude. Exemplificando, nas reacdes de hidrdlise de
glicerol-a-fosfato, glicose-6-fosfato, monofosfato de adenosina (AMP), PP; e glicose-1-
fosfato ocorre uma diminuicdo nos valores de 4G° em cerca de 9-21 kJ mol” (Tabela 1.1),
correspondendo a valores modestos. Entretanto, as reagdes de hidrélise do ATP, acetil-
coenzima A (acetil-CoA), ADP, AcP, PC, 1,3-difosfoglicerato e PEP apresentam valores de
AG? altos, variando entre -30 e -62 kJ mol™. Esta pequena classe de compostos possui alta
instabilidade termodindmica e, logo, uma capacidade termodinamica alta para reagir, sendo
assim dito que suas ligacdes P~O ou P~N sdo “ligacOes fosfatadas de alta energia” (~P).
Assim, estes compostos receberam a denominacdo de compostos fosfatados ricos em energia

(MACHADO, 1999).
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Tabela 1.1. Valores de AG° para as hidrdlises de alguns compostos fosfatados.”

Composto fosfatado kJ mol! 46° keal mol™!
PEP -61,9 -14,8
1,3-difosfoglicerato (para 3-fosfoglicerato + P;) -49.3 -11,8
PC -43,0 -10,3
AcP -42,3 -10,1
ATP (para AMP + PP)) -45.,6 -10,9
ADP (para AMP + P)) -32,8 -7,84
Acetil-CoA -31,4 -7,50
ATP (para ADP + P;) -30,5 -7,30
Glicose-1-fosfato -20,9 -5,00
PP; (para 2P;) -19,0 -4,00
Frutose-6-fosfato -15,9 -3,80
AMP (para adenosina + P;) -14,2 -3,40
Glicose-6-fosfato -13,8 -3,30
Glicerol-a-fosfato 921 -2,20

* Os valores foram extraidos das referéncias (LEHNINGER, 2002; MACHADO, 1999).

E importante buscar entender por que o grupo fosfato e ndo outro grupo funcional
possui tao importante responsabilidade na evolugdo da transformagao bioquimica. Para isso,
faz-se uso da questdo levantada por Westheimer (1987): “Por que a natureza escolheu os
fosfatos?” Segundo ele, para que possa existir a vida, os sistemas vivos devem ser
razoavelmente estdveis. As biomoléculas ndo somente devem ficar confinadas dentro de um
pacote definido por uma membrana lipidica, como também devem sobreviver em dgua por um
tempo aprecidvel, preferencialmente por um longo tempo. Os metabdlitos, ou ao menos
alguns metabdlitos, podem ter vida curta, porém ndo o material genético, pelo fato de
armazenar e transmitir a informagdo genética. A ligacdo que une dois nucleotideos no
material genético € uma ligacdo fosfodiéster, que € facilmente ionizada em pH préximo a
neutralidade (pH fisiolégico) (WESTHEIMER, 1987).

A hidrélise de ésteres de acido fosfoérico carregados negativamente € mais dificil de
ocorrer em comparacao com ésteres de dcidos carboxilicos, como por exemplo, o acetato de

etila (COX, 1964). Os metabdlitos fosfatados, retidos no interior da célula, encontram-se
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carregados negativamente, o que faz diminuir a possibilidade de ataque nucleofilico ao grupo
fosfato. Conforme o Figura 1.2, em solugdes alcalinas (a), o ataque nucleofilico ocorre pelo
ion hidréxido a molécula ja ionizada, similarmente a hidrélise de ésteres. No entanto, em
solucdes 4cidas, novamente devido a influéncia dos grupos hidroxilicos, o &tomo de fésforo
carregado positivamente atraird elétrons, e poderd ser atacado pela dgua (b) (BENTLEY,
1949).

O O ) OH
_O\P// Cu /\ o O // | __CH,
@ _O/ o en, / o C\
H0 OH
’\v OH
<] %!
(b) /\ ~ 9\ - /P\ ~IN CHs
HO H.0

Figura 1.2. Representacdo esquemdtica do ataque nucleofilico a ésteres de fosfatos em

solucdo alcalina (a) e em solucdo 4cida (b). A figura é proveniente da referéncia (BENTLEY,
1949).

Os nucledfilos, assim como o ion hidréxido, sdo repelidos por cargas negativas e,
portanto, reagem menos rapidamente com anions do que com substancias neutras. As cargas
negativas sobre os fosfatos sdo importantes na ligacdo de coenzimas as enzimas, no
empacotamento do dcido nucléico e nas interacdes intermoleculares. Por esta razdo, os grupos
de ésteres de fosfatos no DNA e RNA sdo carregados negativamente: eles tornam-se
relativamente mais resistentes a hidrdlise e sdo, portanto, preferidos a ésteres de acidos
carboxilicos como material genético (MILLER, 1966). O tempo de meia vida (¢;,) para a
hidrdlise de certos ésteres fosforicos de longe excede o tempo de vida alcancado por um ser
humano. Assim, por exemplo, o #;, para a reacdo de hidrélise espontinea do difenilfosfato é
de 180 anos a 100°C (KIRBY, 1970). A hidrélise espontanea do DNA em solucdo neutra é

tao lenta que a constante de velocidade para este processo € desconhecida. Tal estabilidade é
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coerente com o papel fundamental do DNA na preservacdo da informacdo genética
(DOMINGOS, 2003).

Além disso, de acordo com Davis (1958), nos primérdios da evolugdo, compostos
poderiam ser difundidos através das membranas de organismos primitivos evoluciondrios,
podendo eles serem dissolvidos na parte externa da célula. Muitas moléculas eletricamente
neutras possuem alguma solubilidade em lipidios e atravessam a membrana; a maioria das
moléculas ionizadas, isto €, sais, s@o insoliveis em lipidios. Mais precisamente, o pH de um
acido serd menor do que 4 e de uma base maior do que 10 para garantir que sé uma pequena
parte dos compostos permanegam na forma ndo ionizada. Esta regra geral ndo € absoluta,
porém seguramente as moléculas podem ser mantidas dentro da membrana se elas
permanecerem ionizadas (WESTHEIMER, 1987; DAVIS, 1958).

De acordo com o que foi mencionado ha pouco, o grupo fosfato encontra-se ionizado
em pH fisioldgico, essa carga negativa protege os anidridos fosféricos ricos em energia do
ataque nucleofilico pela dgua e outras espécies, conferindo-lhes uma grande estabilidade
cinética em solu¢do aquosa (DAVIS, 1958). O fato dos compostos fosfatados ricos em
energia possuirem alta capacidade termodinamica para reagir torna-se uma contradicdo. Esta
contradicdo € importantissima na natureza, porque garante que apos a sua sintese, 0 composto
nao sofra hidrélise, esperando o momento certo para ser utilizado nos processos
bioenergéticos. O seu emprego, sem a catdlise enzimdtica, ndo seria vidvel para utilizar a
energia contida nas ligacdes ~P para realizar as funcdes bioldgicas mais variadas.

E interessante observar que compostos organofosforados foram selecionados pelo ser
humano para desenvolver pesticidas, inseticidas e gases de guerra. As ligacdes P-O sdo ideais
para o desempenho destas classes de compostos, ja que os tornam resistentes a acdo da agua,
do solo e do ar, a fim de que possam atingir o seu objetivo biol6gico sem serem alterados

quimicamente (DOMINGOS, 2003).

1.1.1. Propriedades e mecanismo de aciao das FyoF;-ATPases

Virios artigos de revisdo abastecem profundamente a visdo com respeito as
propriedades das ATPases e suas funcdes, na transducdo de energia e no transporte de ions
(CROSS, 1981; AMZEL, 1983; BOYER, 1993; AMZEL, 1994; PENEFSKY, 1960). Aqui
serdo enfatizadas como visao geral as suas propriedades e mecanismos de operacao, de modo

a facilitar a compreensao deste trabalho.
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As enzimas ATPases do tipo F desempenham um papel central nas reagdes de
transducdo de energia e se encontram acopladas 2 membrana nas bactérias, nas mitocondrias e
nos cloroplastos. Ela foi isolada primeiramente por Penefsky e col (1960). em 1960. O F de
seu nome origina-se de sua identificacio como fatores de acoplamento de energia. Elas
catalisam a passagem ascendente de prétons na transmembrana, dirigida pela hidrélise do
ATP, bem como a reacdo reversa, na qual o fluxo descendente de prétons guia a sintese do
ATP. No segundo caso, as ATPases do tipo F sdo mais apropriadamente chamadas de
trifosfato de adenosina sintase ou ATP sintases ou ainda FgF;-ATPase (LEHNINGER,
2002).

A enzima FyF;-ATPase usa a energia derivada de um gradiente eletroquimico de
prétons, gerado através da membrana por um fluxo de elétrons, para realizar a sintese
endergdnica do ATP a partir do ADP e P;. Este fato foi confirmado quando preparacdes de
FoF;-ATPase muito purificada, incorporada no interior de micelas fosfolipidicas e acoplado a
uma conveniente fonte de energia, catalisou a sintese do ATP. A componente F; hidrofilica e
extrinseca a membrana protéica consiste de cinco subunidades (o, f, y, 0 € ). Na subunidade
[ estdo os sitios cataliticos que sdo responsaveis pela sintese do ATP. F; pode ser separada do
complexo FoF;, purificada e homogeneizada utilizando uma solu¢@o hidrofilica solivel.
Quando F; € desconectada do canal de prétons (Fy) que lhe fornece energia, transforma-se em
uma ATPase ativa que também catalisa uma troca entre os dtomos de oxigénio da dgua e os
oxigénios dos grupos y-fosforila do ATP, durante a reacdo de hidrélise (CHOATE, 1979),
assim como a troca entre os oxigénios da dgua e os do P;. A Fy hidrofébica encontra-se
encaixada na membrana protéica e atua como um canal de prétons. A Fy € constituida de trés
subunidades, a, b e ¢, das quais a subunidade b atravessa F;, permanecendo com Fy apds a
separacdo do complexo FyoF-ATPase (PENEFSKY, 1991).

Os estudos realizados com o complexo FoF-ATPase da Escherichia coli
demonstraram como sendo a;3f3ydeab;co. ;2 a estequiometria das subunidades deste complexo.
Ele apresenta um agregado assimétrico de subunidades, constituido por ydeab,, que se
encontra no interior de um complexo cilindrico externamente formado por a3f3ce.;2»
(CROSS, 1994). Estudos realizados no final da década de oitenta com o objetivo de coletar
dados relacionados a estrutura F, da Escherichia coli, utilizando a microscopia eletrnica,
demonstraram que as subunidades o e £ sdo alongadas e formam um arranjo hexagonal. Neste
arranjo, as subunidades ocupam posi¢des equivalentes e alternadas (GOGOL, 1989).
Bianchet e col. (1991) utilizaram o método de difracdo de raios-X com resolucdo de 3,6 A, a

qual é 2,5 vezes maior em comparacdo com aquela dos estudos realizados por Amzel e col.
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(1983) na década de oitenta, com cristais da F;-ATPase mitocondrial obtida de figado de rato.
Obtiveram mais informagdes para a estrutura quaterndria da enzima, a qual apresenta as
dimensdes 120 A x 120 A x 74 A, encontrando-se suas subunidades « e [ presentes como um
arranjo trimérico. Todos os dados estruturais concordaram com os resultados obtidos por
microscopia eletronica (BIANCHET, 1991). Este trabalho representou um marco importante
para o entendimento do mecanismo de operacdo da enzima, pois a falta de informacgao
estrutural e atdmica relativa a ATPase vinha a ser um dos maiores transtornos para o seu
conhecimento.

Em 1994, Abrahams e colaboradores apresentaram uma estrutura para a Fi-ATPase
mitocondrial bovina com a utilizagao da técnica de cristalografia de raios-X de alta-resolucao
(2,8A). A F;-ATPase apresenta estrutura assimétrica pelo menos em parte, suas subunidades
a e f sdo arranjadas alternadamente, assemelhando a uma laranja (ver Figura 1.3). A
subunidade y passa por uma larga cavidade no interior entre suas subunidades vizinhas a e £.
A simetria requerida para o mecanismo de mudanca de ligacdo (“binding change
mechanism”) da F;-ATPase, particularmente na regido do sitio ativo, ficou evidente na
estrutura cristalina. As trés diferentes conformacdes da subunidade S sdo atribuidas ao
posicionamento assimétrico da subunidade y (ABRAHAMS, 1994). Este trabalho apresenta
boa concordancia com uma hipétese que vem sendo usada largamente nas ultimas trés
décadas para explicar a sintese do ATP pela FoF;-ATPase, o mecanismo de mudanca de
ligagao (BOYER, 2000).

A hipétese do mecanismo de mudanca de ligacdo foi desenvolvida inicialmente por
Boyer e col. (1973) em 1973 e estabelece que a sintese do ATP ocorre espontaneamente no
sitio catalitico da enzima e que energia € necessdria somente para liberar o ATP formado. A
ligacdo dos substratos ao sitio catalitico também foi considerada ser uma etapa que requer
energia (ROSING, 1977). Isto reflete a necessidade de romper as mais favordveis interacoes
proteina-ligante que devem contribuir para a ligacdo firme do ATP. A energia adicionada na
ligacdo do substrato, a formagdo do ATP firmemente ligado a proteina e o produto liberado
ocorrem simultaneamente nos trés sitios cataliticos que, porém, separados interagem entre si
permanecendo sempre 120° fora de fase no ciclo catalitico (Figura 1.4) (BOYER, 1993;
PENEFSKY, 1991).
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Figura 1.3. Arranjo esquematico da FyF;-ATPase da Escherichia coli e o caminho de prétons
proposto. A porcao F; é constituida pelas subunidades asf3pde enquanto a por¢do Fy tem em
sua estrutura as subunidades abzco.;2,. A passagem do préton na interface da subunidade a e o
disco da subunidade c¢ causa a rotacdo de c¢ e prende as subunidades y e ¢ ao resto da enzima.
A subunidade y assimétrica estende-se atravessando o centro da “laranja” o3Ps. As
subunidades a e b, funcionam como um extrator. A rotagdo da subunidade y resulta em uma
mudanga seqiiencial de conformagdo do sitio catalitico que promove a ligacdo de ADP e P;,
formando ATP e liberando ATP. A figura € proveniente da referéncia (HUTCHEON, 2001)

(direitos autorais em 2001 por: National Academy of Sciences, U.S.A.).

—— > ATP-hidrolase

ATP-sintase @—=——

Figura 1.4. Mecanismo de mudanga de ligacdo para a ATP hidrolase. Cada ciclo possui trés
sitios cataliticos com diferentes conformacdes: T, L e O. O ATP liga-se ao sitio O (aberto e
vazio) para converter-se em um sitio T (fechado e ocupado por ATP). Apds a quebra da
ligacdo, o sitio T € convertido a L (liberto e ocupado por ADP + P;), através do qual o produto

pode escapar para recuperar o estado O. A hidrélise ou sintese de uma molécula de ATP
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ocorre, dependendo da enzima apropriada, com movimentos de 120° como uma chave na

fechadura. Figura adaptada da referéncia (CAPALDI, 2002).

O fator chave da hipdtese sugerida por Boyer é que os trés sitios cataliticos e,
portanto os trés pares de subunidades aff que contém estes sitios estdo cada um em
conformacdes diferentes ao mesmo tempo. Um esta aberto e pronto para a ligacdo com ATP
(ou ADP + Pj), enquanto o segundo e o terceiro estdo em formacdo circular, nas formas
parcialmente aberta e fechada, respectivamente, presos a nucleotideos. A ligagao do ATP, e o
conseqiiente fechamento do sitio aberto, produzem uma mudanca conformacional cooperativa
nas quais os outros dois sitios sdo alternados (figura 1.4). Estas mudancas seriam responsaveis
pelo ciclo catalitico que conduz a sintese do ATP (GRESSER, 1982). Portanto, cada sitio
ocorre alternando-se entre os trés estados como ATP-hidrolase ou, na direcdo reversa, como
ATP-sintase. Os detalhes especificos sobre o nimero de intermedidrios conformacionais que
os trés pares off juntos podem adotar, e sobre a reacdo de equilibrio da clivagem ou sintese do
ATP em cada sitio, em cada estado, estdo ainda em debate (CAPALDI, 2002).

Sem divida nenhuma, um grande avancgo cientifico foi alcancado pela demonstracao
da rotac@o da subunidade y para conduzir a sintese do ATP (NOJI, 1997; YASUDA, 1998).
Recentemente, estudos vém demonstrando a mudanga conformacional das subunidades
durante o curso da catdlise em uma variedade de métodos, incluindo cinéticas usando
reagentes modificados, mudanga espectral de sonda Optica, imagem de microscopia
eletrobnica, microscopia por video-fluorescéncia (http://www.res.titech.ac.jp/seibutu/

main_html, 2008), e microscopia 6ptica por feixe (NAKAMOTO, 1999). Esta dltima

permitiu uma imagem de alta velocidade que demonstrou a rotacao desta subunidade na qual
o passo de 120° consiste severamente de subpassos de 90° e 30°, cada um necessitando
somente de uma fracdo de um milissegundo. A ligacdo do ATP conduz ao subpasso de 90°, e
o subpasso de 30° € provavelmente conduzido para liberagdao de um produto de hidrdlise. Os
dois subpassos sdo separados por duas reagdes de aproximadamente 1 ms cada, as quais
juntas ocupam a maior parte do ciclo da ATP-hidrolase. Este esquema provavelmente aplica-
se para rotacdo em velocidade total (em torno de 130 revolugdes por segundo em condigdes
de saturacdo com ATP), e sustenta 0 modelo de mudancga de ligacdo para ATP-sintase por
rotagdo reversa da F;-ATPase (YASUDA, 2001). Demonstrou-se assim que a enzima
funciona como um “motor molecular’, como Boyer e Cox haviam pressuposto. No ano de
1997, Boyer e Walker foram premiados com o Prémio Nobel em Quimica por sua

contribuicdo ao campo (BOYER, 1998; WALKER, 1998; BOYER, 1997). Os mecanismos
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de acdo da ATP-hidrolase e da bomba de prétons (SKOU, 1998), vao ficando assim mais bem
esclarecidos (WEBER, 2000).

Os estudos realizados por Junge e col. em 2001 vém firmando a idéia de que a
unidade F;, funciona como um gerador, F; como um motor e ambos atuam acoplados
mecanisticamente por movimentos rotatérios de 360°, sendo uma subunidade oposta a outra
(JUNGE, 2001). Observacdes intrigantes relacionadas as subunidades yec;g.;4» da Escherichia
coli mostram-na como sendo um rotor que se move em oposicao as subunidades a3f30ab, que
sao denominadas como extrator no complexo FoF; (WEBER, 2000). Foi demonstrado ainda
que a enzima compete com simetria desigual entre seus motores € assim uma transmissao
flexivel de capacidade eldstica entre F; e F, foi observada (JUNGE, 2001).

Uma proposta feita para a sintese rotacional rdpida do ATP pela ATP sintase sugere
que um segundo sitio especifico deva ligar o ADP e P;, e que na hidrélise do ATP este
segundo sitio deva ligar o ATP. Assim a ativacdo por bi-sitio foi considerada ocorrer na
presenca ou na auséncia do ADP ou do ATP em um terceiro sitio da enzima (BOYER, 2002).
Em contraste, uma das mais recentes propostas que tém sido desenvolvidas sugere que a
hidrélise rdpida do ATP pela F;-ATPase ocorra somente apdés ambos um segundo e um
terceiro sitio terem iniciado a ligacdo com o ATP. Assim, a rdpida hidrélise do ATP
requereria que todos os trés sitios tivessem ADP ou ATP presentes (WEBER, 2001). As
importantes consideracOes a serem feitas referem-se contudo ndo ao numero de sitios
cataliticos que podem ser ocupados, mas quais sitios podem ser ocupados para ocorrer a
mudanca conformacional rdpida da enzima. Os dados que foram obtidos, embora ainda
incipientes, sugerem uma catdlise rdpida por ativacdo de bi-sitio, com um dos trés sitios
sempre se apresentando desocupado (JUNGE, 2001). Estas mudangas conformacionais
rapidas foram consideradas requererem somente a ocupacgao especifica de um segundo sitio, e
deste modo a ocupacdo pelo nucleotideo em um terceiro sitio promove pouca ou nenhuma
ativacdo. Assim, foi postulado que o sitio ao qual o ADP deva ligar para a rede de sintese tem
uma afinidade maior por ADP do que por ATP. Os trés sitios cataliticos da ATP sintase sdo
considerados ficarem em conformacdes diferentes, como mostra a Figura 1.5. As diferentes
formas dos sitios na Figura 1.5 indicam uma dualidade. Como isto pode ser alcancado ndo €
conhecido, mas isso pode ser devido a capacidade para transforma¢do quimica ser mantida
enquanto as propriedades do sitio mudam para favorecer a presenca do ADP e P; ou ATP,
com a posicao relativa das subunidades y e f durante um passo de rotagdo determinando se a

hidrdlise ou a eliminagdo da dgua € favorecida (BOYER, 2002).
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Figura 1.5. Representacdo das trés diferentes conformacdes para a ativagao catalitica por bi-
sitio na sintese (seqiiéncia 1, 2, 3) ou hidrélise (seqiiéncia 3, 2, 1) do ATP por ATP sintase.
No sitio 1 o ADP se liga melhor do que o ATP e € o sitio no qual ADP e P; devem estar
presentes para ocorrer a sintese ripida. O sitio 2 tem a capacidade para catalisar a
transformac¢ao quimica e pode estar presente como uma forma com ADP e P; presente ou ATP
presente. O ATP pode ser liberado no sitio 3 durante a sintese e deve estar presente neste sitio

para a hidrdlise rapida. A figura é proveniente da referéncia (BOYER, 2002).

Novas estratégias foram aplicadas para examinar esta questao (BOYER, 2002). Os
resultados sdo conflitantes, contestando que a atividade de hidrolase por bi-sitio deva ser
negligivel (SENIOR, 1984; WEBER, 1992) ou que ndo possa igualmente existir (WEBER,
2001), embora as andlises de Weber e Sénior (WEBER, 2001), ndo déem informacdes se a
ativacdo do bi-sitio € operativa em concentracdes elevadas de ATP. Liu e col. (2005),
realizaram simulagdes que indicam a dependéncia do mecanismo de mudanga de ligacdo com
a concentracdo do ATP, onde a baixa concentragdo do ATP favorece a ativacdo por mono-
sitio, para bi-sitio com ATP pré-saturado e para tri-sitio em concentracdes de ATP altas.
Cross e Milgrom (2005), usando medidas diretas de ligacdes nucleotidicas por total atividade
endergdnica do complexo F; mitocondrial proveniente do coracdo de bovino, confirmaram as
evidéncias de que a atividade por bi-sitio € primariamente responsdvel pela forte
cooperatividade catalitica positiva exibida pelas enzimas. Assim, o fato destes resultados

serem conflitantes e alvo de discussdes calorosas tornam necessarios trabalhos adicionais para

a perfeita elucidacao destas questdes.
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1.1.2. Compostos fosfatados ricos em energia

Em vérios processos metabdlitos o fosfato encontra-se introduzido ndo somente
devido a facilidade de seu colapso em condicdes adequadas, mas também como um carreador
de energia. Estudos da PC presente em tecidos musculares sugeriram sua conexdo com 0O
armazenamento de energia. Os compostos fosfatados, como a PC, foram entdo em meados do
século passado conceituados por Lipmann como compostos fosfatados ricos em energia
(LIPMANN, 1941). Os diferentes compostos fosfatados seriam diferenciados pela natureza
quimica da ligacdo entre o grupo fosfato e o restante da molécula, quanto a energia obtida no
processo de hidrdlise, independentemente do fato de o composto encontrar-se em solugdo ou
ligado ao sitio ativo da enzima. Uma vez que o composto fosfatado esteja ligado a enzima, ele
serd hidrolisado e a energia proveniente da quebra da ligacdo de fosfato serd aproveitada pela
enzima para realizar trabalho. As idéias de Lipmann sobre como as células utilizam
compostos fosfatados como moeda de troca de energia foram aceitas até o final da década de
oitenta (LIPMANN, 1941).

A alta instabilidade termodinamica dos compostos fosfatados foi atribuida a ligacdes
P-O ou P-N, definidas como sendo ligacdes fosfatadas de alta energia. E esta energia contida
nas ligacOes seria decorrente da estabilizacdo relativa, por ressonancia, dos produtos de
hidrélise dos compostos fosfatados em relacdo aos reagentes (KALCKAR, 1941). Assim, o
ADP e o P; possuem mais estruturas de ressonancia que o ATP, além do fato de o ATP
apresentar estruturas de ressonancia de contribui¢do muito pequena, com atomos de oxigénio
apresentando trés ligacOes e carga positiva adjacente ao atomo de fésforo, também carregado

positivamente (ver abaixo) (KALCKAR, 1941).
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Figura 1.6. Estruturas de ressonancia para o ATP. A figura é proveniente da referéncia

(MACHADO, 1999).

Em 1951, Hill e Morales (1951) sugeriram que compostos fosfatados ricos em
energia, como o ATP, o ADP e o PEP, apresentam juntamente com o efeito de ressonancia,
um efeito eletrostitico que contribui para a instabilidade termodinamica. Este efeito
eletrostitico é maior no ATP, sendo esta repulsdo eletrostitica muito forte devido a
proximidade das cargas negativas sobre os dtomos de oxigénio vizinhos do ATP. Quando o
ATP € hidrolisado para ADP e P; esta repulsdo pode ser reduzida, sugerindo que a energia
livre “eletrostitica” no ATP, juntamente com sua forma atribuida, podem conferir a esta
substancia seu papel especial como doador de energia. Riseman e Kirkwood (1948), ja
haviam sugerido uma explicacdo para a questdo baseada em estudos envolvendo a
actomiosina, que faz parte do grupo de enzimas responsaveis pela desfosforilacdo do ATP a
ADP e P;. O primeiro passo envolve a fosforilagdo de grupos alcodlicos residuais contidos na
propria enzima. A cadeia da actomiosina € estendida pela repulsdo entre cargas negativas dos
grupos que estdo interagindo, fazendo com que a enzima armazene energia livre na forma de

entropia configuracional negativa, energia esta originada da degradagao da ligacao de fosfato,
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esta de alta energia, contida no ATP. A remoc¢do do grupo fosfato carregado negativamente
faz com que a energia armazenada seja convertida em trabalho mecéanico causando uma
contragdo da cadeia, ou seja, a retomada da configuracao.

Estudos tedricos realizados posteriormente por Pullman e Pullman (1963) para os
compostos ricos em energia levaram a conclusdo que a hipétese de Kalckar juntamente com a
de Hill e Morales sdo realmente importantes para o entendimento dos aspectos
termodinamicos envolvidos nas reacdes de hidrélise do ATP, ADP, PEP e AcP. Na década de
sessenta, Boyd e Lipscomb (1969), também chegaram a mesma conclusdao por meio de
calculos das estruturas para os compostos ricos em energia empregando Hiickel estendido.

Os trabalhos que discutiram o conceito dos compostos fosfatados ricos em energia
até o final da década de sessenta abordaram a questdo do ponto de vista exclusivamente
tedrico. As interagdes sofridas pelo reagente e pelo produto com o meio reacional eram
sempre descartadas porque acreditava-se erroneamente que o solvente ndo interferia nos
valores das constantes de equilibrio para as reagdes de hidrdlise dos compostos fosfatados.
Esta questdo €, contudo, de grande importancia porque a dgua interage fortemente com o
composto fosfatado por meio de ligagdes de hidrogénio, acarretando alteracdes nas suas
propriedades fisico-quimicas (MACHADO, 1999).

JA& na década de setenta, George e col. (1970), analisando os aspectos
termodindmicos das reacoes de hidrdlises, em diversos valores de pH, para vérios compostos
fosfatados ricos em energia, concluiram que os efeitos intramoleculares analisados acima tém
importancia secunddria quando comparados com a interacdo de reagentes e produtos com o
solvente. Na Tabela 1.2 pode ser observada uma série de reagdes de hidrélise envolvendo o
PP;, analisada pelos autores. Foi observado por eles, que em fase aquosa, o PP;
completamente protonado (H4P,O7) tem uma entalpia de hidrélise (AH°) de -31,8 kJ mol!
comparada com a espécie ndo protonada (P,O,"), que apresenta um valor de 4H° de -15,5 kJ
mol, o que acarreta uma entalpia de hidrélise 16,3 kJ mol' mais negativa que a espécie ndo
protonada. Estes resultados demonstram que a interacio do PP; com o solvente compensa
muito bem a repulsdo intramolecular muito forte da espécie completamente desprotonada. De
acordo com esta nova proposta, a energia livre na hidrélise de um composto fosfatado é
determinada também pelas diferencas nas energias de solvatacdo de reagentes e produtos.
Quanto mais solvatado se encontra o composto, mais estdvel ele € e, portanto, menos reativo.
Assim, um valor alto para a constante de equilibrio de hidrélise do composto tais como, 4H® e
AS8°, significaria uma maior solvatacdo dos produtos da reacdo em relacdo aos reagentes

(GEORGE, 1970).
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Tabela 1.2. Varia¢io de entalpia padrio para as reagdes de hidrélise do PP;.*

Reaciio AH° (kJ mol™)
H,P,0; + H,0 —>H3PO,4 + H3PO, 31,8
H;P,0; + H,0 — H3PO4 + H3PO, -30,5
H,P,0,” + H,0 —> H,PO,4 + H,PO, 28,5
HP,O;” + H,0 = HPO,* + H,PO, 243
P,0;" + H,O = HPO,* + HPO,* -15,5

* Valores extraidos da ref. (GEORGE, 1970).

Buscando entender a quimica de compostos fosfatados ricos em energia, varios
estudos envolvendo mecanica-quantica ja foram realizados. Kollman e col. (HAYES, 1978),
apresentaram cdlculos ab initio para reacdes hidroliticas em fase gasosa junto a classe da
maioria dos compostos fosfatados ricos em energia de importancia em processos bioldgicos.
Eles estabeleceram que os efeitos intramoleculares de ressonancia e repulsdo eletrostatica
mencionados acima sdo de importancia secunddria para determinar a energia de hidrélise em
algumas destas reacdes, porém, as energias relativas de solvatacdo de reagentes e produtos sao
em grande parte o fator mais importante para determinar as energias de hidrdlise destes
processos. Os resultados obtidos concordaram com os resultados propostos anteriormente por
George e col. (1970), Em 1988, Ewig e van Wazer, (1988), também empregando calculos ab
initio para determinar as energias de hidrdlise para compostos fosfatados, que t€m em sua
estrutura a ligagao P-O-P, chegaram a conclusdes bastante semelhantes.

A hidrélise do PP; € um problema dificil para resolver por métodos ab initio porque
todas as espécies envolvidas na reacdo se encontram bastante desprotonadas em pH
fisiolégico. A maior parte dos trabalhos que buscam fazer previsdes sobre a entalpia reacional
tem sido realizada para as espécies completamente protonadas em fase gasosa com o objetivo
de estabelecer se a reacdo dessolvatada é endotérmica ou exotérmica. Mesmo assim, os dados
apresentados sdo bastante controversos, com entalpias de hidrdlise em fase gasosa variando
entre -1,7 ¢ -56 kJ mol'(HAYES, 1978; EWIG, 1988; O’KEEFFE, 1985; SAINT-
MARTIN, 1991).
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Apesar dos numerosos experimentos a este respeito, um conhecimento detalhado dos
fatores energéticos que contribuem para as energias destas reacOes ainda estd faltando. A
busca de informacdes mais detalhadas e precisas acerca da hidrélise do PP; levou Colvin e
col. (1995) a efetuar calculos ab initio da entalpia da reacdo em fase gasosa. Os cdlculos
demonstraram que, em fase gasosa, a hidrélise do PP; totalmente protonado é desfavordavel em
21 kJ mol. A origem desta energia livre desfavordvel € um par de ligacdes de hidrogénio
intramoleculares que une os dois grupos fosfato na molécula. Os estudos da energia de
hidrélise em fase gasosa para as formas anidnicas do PP;, correspondentes ao pH neutro,
apresentaram valores altamente negativos, que foram atribuidos a repulsao eletrostatica (MA,
1994). Foram ainda feitas previsoes das energias de hidrdlise para os estados desprotonados
do PP; em fase aquosa usando vérios métodos, fundamentados no modelo do continuo
dielétrico do solvente aquoso (COLVIN, 1995). Foi assim observado que a solvatacdo aquosa
age no sentido de minimizar esta repulsdo intramolecular por meio de interagdes
eletrostdticas. Os resultados sugerem que a hidrdlise destes compostos pode ser mais bem
descrita como um compromisso entre a repulsdo intramolecular e as interacdes
intermoleculares com o solvente. A presenca de ligacdes de hidrogénio intramoleculares, no

PP;, em estudos ab initio, em fase gasosa, também foi observada recentemente em outros

trabalhos (HWANG, 1999; LU, 2005; VISHVESHWARA, 2006).

1.1.3. Influéncia da agua nas energias de hidrolise dos compostos fosfatados ricos em

energia

De acordo com Lipmann (1941), a energia obtida no processo de hidrélise nao
dependeria do fato de o composto estar em solug¢do ou ligado ao sitio ativo da enzima. Esta
idéia determinou como os pesquisadores veriam a sintese e a hidrdlise dos compostos
fosfatados ricos em energia por aproximadamente trinta anos, até o inicio da década de
setenta. A partir desta época, varios resultados obtidos por muitos grupos de pesquisa levaram
a outras conclusdes a respeito deste assunto. Descobriu-se que as energias de hidrélise de
compostos fosfatados diferentes variam grandemente, dependendo do fato de eles estarem em
solug@o ou no sitio ativo da enzima (MACHADO, 1999). No final da década de oitenta e
inicio da de noventa este assunto foi revisado amplamente por de Meis (1989; 1993). Estudos
do ciclo catalitico de diferentes tipos de enzimas envolvidas com transdugcdo de energia

indicam que a energia torna-se disponivel para a enzima realizar trabalho antes da quebra do
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composto fosfatado. Com este novo ponto de vista, surge uma nova seqiiéncia de eventos
destinados a hidrélise de um composto fosfatado, de modo que ele, ap6s ligar-se a enzima, faz
com que ela realize trabalho sem que o mesmo sofra hidrélise. Neste processo, ocorre um
decréscimo no nivel energético do composto fosfatado; a sua presenca permite a enzima
seguir para uma outra conformacdo e nesta transi¢do o trabalho pode ser realizado. Os
produtos da hidrélise do composto fosfatado dissociam-se da enzima em um processo que
envolve uma mudanca de energia livre relativamente pequena. No processo reverso, os
compostos fosfatados assim como o ATP e o AcP podem ser sintetizados na superficie da
enzima, sem a necessidade de energia livre, em um sitio hidrofébico da enzima. Uma
mudanca conformacional leva a entrada de dgua no sitio catalitico (Figura 1.7). Neste retorno

a0 meio aquoso, as constantes de equilibrio para a hidrélise destes compostos voltam a ganhar

HW

Sintese b+ @u Hidrilise

valores muitos altos.

——a

¥ n?

o Composto fosfatado

b+ Produto da hidrdlise

Figura 1.7. Representacdo do processo de sintese e hidrélise de compostos fosfatados ricos
em energia no sitio catalitico de uma enzima (representada em alaranjado); mudanca

conformacional e realizacao de trabalho (representado pela posi¢cdo da manivela).

De acordo com de Meis (1989), sdo muitas as evidéncias experimentais que
demonstram a importancia da dgua nos processos de transducdo de energia. Em misturas
aquosas de diferentes solventes organicos, a energia de hidrélise do PP; ou ATP € similar
aquelas medidas na presenca da enzima, ou seja, sdo muito menores que aquelas medidas em

solucdes totalmente aquosas (Figura 1.8). A Tabela 1.3 expde alguns destes resultados.
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Tabela 1.3. Variacdo de energia livre padrao para a hidrélise de ATP e PP; em diversos meios

reacionais, a temperatura de 25°C.*

Composto Condicao AG°
fosfatado reacional (kJ mol'l)
ATP Solugdo aquosa diluida -20,5 a -44.8
ATP F,-ATPase, miosina +1,7
ATP Cloroférmio com tragos de dgua +1,3
PP; Solugdo aquosa diluida, pH~ 7 -11,3a-27,2
PP; Pirofosfatase inorganica -3,8
PP; Cloroférmio com tragos de dgua -1,5
PP; 50% de etilenoglicol, pH 7,2 -1,5
PP; 50% de poli(etilenoglicol) 8000, pH 7,2 +0,8

*Referéncia (MACHADO, 1999).

Outra grande evidéncia experimental é conseguida pela observacdo de que a sintese
de compostos fosfatados ricos em energia, no sitio ativo das enzimas, € bastante facilitada na
presenca de solventes organicos. Quando isto ocorre, € observado um decréscimo no valor da
constante de Michaelis-Menten (K,,) aparente para P;, porque hid um decréscimo na
concentracdo de 4gua no sitio catalitico da enzima, e por conseqiiéncia, ocorre um grande
aumento da afinidade da enzima por P; (Figura 1.7). Como exemplo, podem-se citar os
resultados obtidos com a ATP sintase mitocondrial quando um gradiente eletroquimico €
gerado. Assim, por exemplo, o valor de K,, para P; na reacdo de formacdo de ATP, ligado
firmemente ao sitio catalitico da F;-ATPase mitocondrial, em meio totalmente aquoso, na
auséncia de um gradiente de prétons, encontra-se acima de 0,4 mol dm>. Quando o gradiente
de prétons € gerado, o valor de K, é abaixado para 10 mol dm™. Um efeito semelhante é
observado se dimetilsulféxido (DMSO) for adicionado ao meio: 40% deste solvente reduz o
valor de Km para a mesma faixa de 10 mol dm™ (DE MEIS, 1989). Foi observado por
Sakamoto (1984), que quando a concentracdo de DMSO no meio reacional € diminuida de
40% para 10% a concentracdo de P; necessdria para a formacdo da metade da quantidade
maxima de ATP aumenta de 0,7 para 11 mmol dm™. A habilidade de F; em hidrolisar o ATP
¢ inibida quando solventes organicos, que facilitam a entrada de P; no sitio catalitico da

enzima favorecendo a formacdo de ATP, sdo adicionados ao meio. O efeito reverso pode ser
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facilmente alcancado pela diluicdo do solvente organico (SAKAMOTO, 1983; DE MEIS,

1987).
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Figura 1.8. Inibicdo causada pela dgua (produto da hidrélise em meio aquoso) no sitio
catalitico de uma enzima (representada em alaranjado) na sintese de compostos fosfatados

ricos em energia.

A conceituacdo cldssica de Lipmann para os compostos organofosfatados precisou
ser revista, pois as energias para as reacdes de hidrdlise e sintese do ATP e de outros
compostos organofosfatados variam muito dependendo da atividade da dgua. De acordo com
a revisdo realizada por de Meis (1989; 1993), a variacdo nos valores das constantes de
equilibrio de hidrélise de compostos como o ATP e compostos da mesma classe, possuindo
uma ligac@o do tipo fosfoanidrido estd relacionada as mudangas de entropia em solugao (DE
MEIS, 1993). Foi proposto por ele entdo uma redefinicdo para o conceito dos compostos
fosfatados ricos em energia. De acordo com a nova conceituagdo, “ATP e outros compostos
possuindo ligacoes do tipo fosfoanidrido sdo moléculas que permitem o uso de energia
entrépica” (DE MEIS, 1993). Em oposi¢do a esta classe de compostos estdo os outros
compostos organofosfatados, como a glicose-6-fosfato e o glicerol-a-fosfato, que apresentam
uma contribui¢cdo muito pequena em entropia nas suas reagdes de hidrdlise. Nesta situacdo, as
energias de hidrélise quase ndo variam com as mudancgas de pH, de concentracdo de sais e da

composi¢ao do meio. Estes fosfoésteres de baixa energia podem, portanto, ser redefinidos
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simplesmente como compostos que ndo permitem o uso de energia entropica (DE MEIS,
1993).

1.1.4. Modelagem enzimatica na hidrdlise e sintese de compostos ricos em energia

Para que se possa ter uma visdo detalhada de uma reacdo enzimadtica, € necessario
conhecer a identidade quimica do sitio ativo junto a superficie da enzima, seu arranjo espacial
e seu efeito junto ao substrato. Os modelos miméticos vém suprindo informagdes essenciais
para a interpretacdo do mecanismo enzimdtico. A mimetizacdo das reagdes bioldgicas de
transferéncia do grupo fosforila tem representado um dos maiores desafios para os quimicos
nas ultimas décadas. A transferéncia do grupo fosforila para a 4gua vem a ser a mais simples
das correspondentes reacdes in vitro. O mecanismo e a catdlise da hidrdlise do AcP, assim
como de compostos relacionados, ji foram bastante estudados (KOSHLAND, 1952; DI
SABATO, 1961-1; DI SABATO, 1961-11; HERTSCHLAG, 1986; PHILLIPS, 1969;
LAU, 1978). Da mesma forma, varios trabalhos envolvendo estudos mecanisticos da
hidrélise de ésteres fosfatados forneceram contribui¢des muito importantes para a
compreensdo do papel bioldgico destes compostos. Estudos do mecanismo de hidrdlise do
ATP também ja foram realizados. Tendo em vista a importancia de ions metdlicos nos
processos bioldgicos, especialmente na transferéncia de fosforila, a hidrélise ndo-enzimaética
do ATP, promovida por ions metélicos, em especial por citions divalentes, tem sido bastante
investigada (MACHADO, 1999). Foi observado um grande aumento na velocidade quando
ions cobalto (IIT) coordenados participam da reacao (TAFESSE, 1985).

O desenvolvimento da quimica supramolecular (HALL, 2004) — a quimica “além da
molécula” (“beyond the molecule”), o estudo de conjuntos de moléculas operando
coletivamente por meio de interacdes intermoleculares — tornou possivel o planejamento de
receptores de anions capazes de realizar a catdlise molecular em reacdes envolvendo
substratos de interesse quimico e bioldgico, tais como o AcP e o ATP. Estas moléculas
receptoras operam de forma andloga a descricdo contida no ‘principio da chave e da
fechadura’ descrito por Emil Fischer em 1894, para representar o complexo enzima-substrato
em biocatdlise (Figura 1.9) (BEER, 1999). Nos ultimos anos, varios trabalhos nos quais €
realizada a hidrdlise do ATP, utilizando-se moléculas organicas como catalisadores, tém
representado um grande avango no conhecimento dos fatores que controlam a hidrélise

enzimatica do ATP (MACHADO, 1999).
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Figura 1.9. O principio da chave e da fechadura. O sitio receptor (fechadura) é complementar

ao substrato (chave). Figura adaptada da referéncia (BEER, 1999).

O fato de haver uma concentracgdo intracelular de poliaminas considerdvel sugere sua
possivel interacdo com metabdlitos, o que poderia acarretar efeitos diversos em suas
propriedades. Os estudos realizados com a putrescina, a espermidina, a espermina e a
cadaverina confirmaram sua propriedade interessante de complexar AMP, ADP e ATP,
embora elas praticamente ndo tenham influenciado nos valores das constantes de velocidade
de hidrélise do ATP (NAKAI, 1977). Suzuki e col. (19735 1975), no entanto, verificaram que
o composto pentaetileno-hexamina catalisa a hidrélise do ATP com um pequeno aumento de
velocidade. O desenvolvimento de moléculas com fatores cataliticos de transformacdo
bioldgica e planejamento apropriado € de interesse contemporaneo nao somente para a
elucidacdo da origem da eficiéncia e seletividade em processos cataliticos enziméticos, mas
também no desenvolvimento de catalisadores que atuem como enzimas artificiais. A esse
respeito, Lehn e col. (HOSSEINI, 1983), tiveram a idéia de utilizar vérias poliaminas
macrociclicas (Figura 1.10), na catalise supramolecular da hidrélise do ATP. Estudos
acompanhados por meio de espectrometria de RMN de *'P demonstraram um grande aumento
na sua velocidade de hidrélise. A maior aceleracao de velocidade foi obtida para o macrociclo

[24]-NeO,, que complexa fortemente o ATP e catalisa a sua hidrélise para ADP e P;.
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Figura 1.10. Estruturas de algumas poliaminas macrociclicas.

A catdlise ocorreu sobre uma faixa bastante larga de pH (de 2,5 a 8,5) e apresentou
cinética de primeira ordem, sendo catalisada com renovagdo (“turnover’”) da poliamina. Lehn
e col. (HOSSEINI, 1983), propuseram o mecanismo desta reacdo da seguinte forma:
inicialmente, ocorre a formagdo de um complexo entre o ATP e o macrociclo protonado, o
qual atua como um receptor anidnico, conforme a Figura 1.11. Em seguida, ocorre uma

reacdo no proprio complexo, que deve envolver uma combinagdo de catdlise 4cida, bésica e

nucleofilica.
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Figura 1.11. Representacdo esquemdtica da reacdo para desfosforilagéo catalisada pelo
macrociclo [24]-NgO,. As geometrias dos complexos sdo hipotéticas, porém compativeis com

a estrutura potencial das espécies envolvidas. Figura adaptada da referéncia (LEHN, 1989).
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Um intermedidrio fosforamidato é formado por fosforilagio do macrociclo, com
possivel associa¢do envolvendo interagdo com P, e P,. A catalise se dd preferencialmente no
grupo fosfato terminal e este intermedidrio € hidrolisado em seguida, com recuperacdo do
catalisador. A poliamina [24]-N¢O, funciona, portanto como uma ATPase, e recebeu de Lehn
a denominagdo de protoenzima (BLACKBURN, 1987; HOSSEINI, 1987).

Embora uma grande variedade de modelos enzimdticos tenha sido criada com o
objetivo de se estudar reagdes nas quais ocorre a quebra de ligacdes quimicas, modelos
enzimaticos nos quais se d4 a catélise da formacgdo de ligagdes quimicas, entre dois substratos,
tém sido muito pouco estudados. A dificuldade resulta de vérios fatores, tais como a presenga
de grupos reativos e de grupos responsdveis pela complexacdo das espécies quimicas,
situados em posi¢des estratégicas na estrutura do receptor empregado como modelo. O
processo pelo qual moléculas correceptoras aproximam os substratos e cofatores, via
complexacdo, mediando as reacOes entre eles, dentro da estrutura supramolecular, foi
denominada por Lehn como a cocatélise (LEHN, 1988). Estudos realizados na reacdo de
hidrélise do ATP catalisada pelo [24]-N¢O, e por fons metdlicos (Ca**, Mg**, Zn**e Mn**), na
presenca de fons fosfato, apresentaram a ocorréncia de cocatdlise (BLACKBURN, 1987;
HOSSEINI, 1987; LEHN, 1988; YOHANNES, 1985). Apds a formagdo do intermediario
fosforamidato, ocorre a complexagdo do ion fosfato da solu¢do ao macrociclo protonado. Em
seguida, ocorre a transferéncia de fosforila, do fosforamidato para o fosfato, com a formacao
de pirofosfato. A descomplexagcdao do produto recupera o catalisador para um novo ciclo
catalitico (Figura 1.12). Um trabalho semelhante foi realizado simultaneamente por Hosseini
e Lehn (HOSSEINI, 1985), no qual foi explorado o principio da cocatdlise para a sintese do

PP;, a partir do AcP, empregando-se como catalisador o composto [24]-NgO,.
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Figura 1.12. Complexacdo do ion fosfato e formac¢do do PP; por meio de um intermedidrio

fosforamidato. Figura adaptada da referéncia (HOSSEINI, 1985).
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O mesmo macrociclo foi utilizado em seguida no estudo da catdlise da fosforilacao
de ADP pelo AcP, sintetizando-se o ATP via intermedidrio fosforamidato (HOSSEINI,
1988). Também foi observado que os fons Ca®* ou Mg** exercem um grande efeito sobre a
formacdo de ATP. Enquanto em uma mistura de cinco equivalentes de [24]-NgO,, ADP e
AcP, em solucdo aquosa em pH neutro, somente 7,5% de ATP foi obtido, a adicio de um
equivalente de Mg2+ ao meio reacional, elevou o rendimento para 24,7% em ATP
(HOSSEINI, 1991). Os autores sugeriram que as espécies reativas possam ser agrupadas na
forma de um complexo terndrio, envolvendo o intermedidrio fosforamidato, o ADP e o ion

metélico (Figura 1.13).
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Figura 1.13. Complexo terndrio formado entre [24]—N602PO32', Mg2+ e ADP, sugerido para

explicar o aumento do rendimento na sintese do ATP. Figura adaptada de Hosseini (1991).

Neste complexo, o cdtion divalente funciona como uma ponte, ligando o grupo
fosforila do intermedidrio fosforamidato ao grupo fosforila terminal do ADP, ligado ao
macrociclo. O cédtion tem assim a importante funcdo de conservar as espécies reagentes

préximas, facilitando desta maneira a fosforilacao (HOSSEINI, 1991).
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Lehn e Fenniri (1993) fizeram uso da catélise supramolecular reunindo um processo
enzimdtico combinado natural-artificial para a producdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo na forma reduzida (NADH). Assim, utilizaram um sistema abiético que produz
ATP [1, AcP, Mg**, ADP] (Figura 1.13), o qual foi acoplado a receptores enzimdticos
naturais que consomem ATP, resultando como produto o NADH. Outros trabalhos foram
realizados empregando-se o composto [24]-N¢O, como mimetizador enzimético (MERTER,
1990; FENNIRI, 1996).

Recentemente, estudos de diferentes poliazafenantrolinas tém sido utilizados em
estudos biomiméticos e de catélise supramolecular devido a sua capacidade de coordenacao
quimica. Lin e col. (2003), demonstraram que os compostos L1, L2 e L3 (ver figura 1.14) sdo
seletivos para nucleotideos em pH fisiol6gico e que atuam como catalisadores para a reacao
de hidrélise de ATP. Os fons metalicos Mg**, Ca®* e Zn** atuam como cofatores na hidrélise
do ATP por sua ligagdo com o biossubstrato, e ao serem reconhecidos pelas
poliazafenantrolinas, com diferentes afinidades e diferentes mecanismos, auxiliam no

reconhecimento e hidrdlise do ATP.
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Figura 1.14. Estruturas de poliazafenantrolinas com diferentes grupos. Figura adaptada da

referéncia (LIN, 2003).
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1.1.5. Catalise por transferéncia de fase

A catélise por transferéncia de fase (CTF) ¢ uma poderosa ferramenta em muitas
areas da quimica. Trata-se de uma técnica para conduzir reagdes entre dois ou mais reagentes
em duas ou mais fases pela atuacdo de um agente carreador. A CTF-Liquido-Liquido (CTF-
LL), descoberta por Jarrouse na década de cingiienta (JARROUSE, 1951), ¢ um processo que
favorece as reacdes entre um substrato lipofilico dissolvido em uma fase orginica como
CH,Cl,, com um reagente hidrofilico solubilizado em dgua. Trata-se de um método muito
vantajoso em reacdes organicas, sendo que a Figura 1.15 esquematiza uma CTF-LL na qual
Q" representa um agente carreador responsavel pela transferéncia do reagente anidnico X da
fase aquosa para a fase organica, via um par i6nico lipofilico Q*X". A reagdo com o substrato
lipofilico R-Y conduz a formacdo do produto RX (MARCH, 2007).

Atualmente, a CTF ¢é amplamente aplicada nas industrias farmacéutica, de
agrotoxicos, de aromatizantes, de corantes, especialmente de polimeros e também se estende a

processos de controle ambiental (WANG, 2006).

Fase aquosa

KY + Q*X" —_— KX +Q"Y"
i J
Interface
i [
R-Y + Q*X —_— R-X+ Q'Y

Fase organica

Figura 1.15. Representacdo esquemadtica da CTF-LL. Figura adaptada da referéncia

(MARCH, 2007).



43

Os catalisadores mais empregados em CTF sdo sais de amonio quaternérios, tais
como: tetrafluoroborato de tetrabutilaménio (C4Hg)4NBF,), cloreto de metiltrioctilamonio
(Adogen® 336), cloreto de metil-trialquil (Cs-Cj9) amoénio (Adogen® 464), cloreto ou
brometo de benziltrietilamonio (TEBA ou TBA-Br), hidrogenossulfato, hidréxido e haletos de
tetra-n-butilamonio e hidroxido de benziltrimetilamonio. Os poliéteres macrociclicos, como
os éteres-coroa e os criptantes (Figura 1.16), também vém sendo utilizados como
catalisadores de CTF, o que se justifica pela sua capacidade de complexacao especifica com

cations, permitindo a solubilizagdo de sais organicos e inorganicos de metais alcalinos em

solventes organicos apolares (MARZORATI, 2000).

O@ e @

18-coroa-6 [2.2.2]-criptante

Figura 1.16. Estruturas de um éter-coroa e de um criptante.

1.2.0bjetivos e justificativa

A compreensdo do mecanismo de operagdo das enzimas representa um dos grandes
desafios para os quimicos nos tempos atuais (DOMINGOS, 2003; MENGER, 2005). Devido
a complexidade do funcionamento das enzimas, vdrias teorias surgiram em busca de uma
maior compreensdo para a questdio (DOMINGOS, 2003; MENGER, 2005). Estudos que
envolvem a sintese de compostos fosfatados ricos em energia (MACHADO, 1997;
MACHADO, 2000), demonstram a importancia do meio na eficiéncia da enzima como
catalisador por influenciar ndo somente na velocidade como também no curso da reagdo.
Muito poucos estudos foram realizados com modelos enzimaticos apresentando elevada
eficiéncia na formacdo de compostos fosfatados ricos em energia. Levando-se em
consideragdo a importancia que esta classe de compostos representa em processos bioldgicos

de transducao de energia (MACHADO, 1999) e ainda a complexidade do mecanismo de acao
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das enzimas responsdveis pela formagdo destes compostos (ver secdao 1.1.1), pode-se ter ai
uma idéia das dificuldades inerentes ao planejamento deste tipo de modelos enziméticos.

O fésforo € um elemento vital na composi¢ao da matéria viva e ndo se conhece um
organismo vivo que ndo utilize a quimica deste elemento. O corpo humano contém
aproximadamente 1% em massa de fésforo e, embora esta quantidade de fosforo organico seja
aparentemente pequena, seu papel € essencial nos processos celulares. A quimica dos fosfatos
encontra-se sempre cercada de interesse atual também pelo fato de que os fosfodiésteres sao
0s principais responsaveis pelo armazenamento e transmissao de informacao genética (DNA e
RNA), duas biomoléculas cruciais para a vida. Além da sua importancia em processos
bioldgicos, os ésteres de fosfato encontram aplicacdes em processos industriais como
plastificantes, reagentes na prepara¢do de polimeros organofosforados, complexantes para a
extracdo de cations de metais pesados, inseticidas, pesticidas e compostos téxicos utilizados
em armas de guerra (YANG, 1992).

A idéia recente de que compostos organofosforados, tais como ATP e o AcP — por
desempenhar um papel biolégico em processos de transferéncia de energia — formam-se
espontaneamente no sitio catalitico das enzimas responsdveis por sua sintese em uma regiao
hidrofébica, tem modificado a maneira cldssica de descrever sua formacdo (MACHADO,
1999; DE MEIS, 1989; DE MEIS, 1993). De acordo com esta nova descricdo, amparada no
conceito de que a constante de equilibrio depende do meio no qual o processo ocorre, a
energia livre € necessdria somente para provocar uma mudanca conformacional que leva a
entrada (ou saida) de 4gua no sitio da enzima. Assim, Machado e Nome (MACHADO, 1997;
MACHADO, 2000), desenvolveram um modelo ndo-enzimdtico que representou o primeiro
sistema bioorganico que mimetizou com sucesso a sintese de um acilfosfato e demonstraram a
importancia do meio ndo somente para aumentar a nucleofilicidade do fosfato, como também
para mudar o curso da reacdo. Foi posta assim em evidéncia a solvatacao preferencial como
representando papel principal no mecanismo de acdo de enzimas responsaveis pela
transferéncia de energia em sistemas bioldgicos, em conformidade com as discussdes recentes
sobre o assunto (DE MEIS, 1989; DE MEIS, 1993; MACHADO, 1997; MACHADO,
2000). O trabalho mostrou que o ion n-decilfosfato em acetonitrila anidra reage facilmente
com acetato de 2,4-dinitrofenila (DNPA) para formar o AcP correspondente, com cem por
cento de rendimento (MACHADO, 1997; MACHADO, 2000), o que inspirou o trabalho
executado aqui, o qual envolve o uso de uma estratégia supramolecular e ferramentas fisico-

quimicas para avaliar possiveis influéncias do meio sobre a sintese do AcP.
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1.2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo estudar uma estratégia supramolecular que
permitisse a montagem de um modelo ndo enzimatico para a formacdo de AcP, um composto
fosfatado rico em energia, e que considerasse a importincia do papel do meio na sua

formacao.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Estudar as condicdes para a solubilizacdo de di-hidrogenofosfato de potdssio em

diversos solventes organicos, com o uso de um agente criptante (Kryptofix® 222);

2. Estudar a formacdo do AcP pela reacdo de acetato de 2,4-dinitrofenila com di-
hidrogenofosfato de potdssio solubilizado em um solvente ndo aquoso com o uso de

Kryptofix® 222 como um agente de solubilizacao;

3. Estudar um ciclo de formacao/transformacio de AcP em um sistema bifdsico
(4gua/cloroférmio ou 4gua/diclorometano) com o uso de Kryptofix® 222 ou

(C4Hy)4NBF, como agente carreador e de solubilizacdo de di-hidrogenofosfato.
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2.PARTE EXPERIMENTAL

2.2.MATERIAIS

Os solventes, acetonitrila (MeCN), cloroférmio (CHCIl3), diclorometano (CH,Cl,),
N,N-dimetilformamida (DMF), dimetilsulféxido (DMSO) e N,N-dimetilacetamida (DMA)
foram purificados e guardados sobre peneira molecular (Aldrich), de acordo com a
metodologia descrita no Vogel (1989). A dgua empregada nos experimentos foi destilada,
fervida e borbulhada com nitrogénio para a remocao do di6xido de carbono. O composto 2,4-
dinitrofenol (Vetec), di-hidrogenofosfato de potdssio (Reagen), di-hidrogenofosfato de
tetrabutilamoénio (>97%; Fluka), tris(hidroximetil)aminometano, tris (Aldrich), 0
4,7,13,16,21,24-hexaoxa-1,10-diazabiciclo[8.8.8]-hexacosano (Kryptofix® 222) (Aldrich) e o
tetrafluoroborato de tetrabutilamoénio (C4Hg)sNBF, (Aldrich) foram usados sem purificagao
prévia.

Os reagentes empregados nos ensaios de caracterizacdo e de quantificacio do AcP
foram usados sem purificacdo prévia. So eles: cloridrato de hidroxilamina (Vetec), hidroxido
de sédio (Vetec), acido acético (Vetec), acetato de sédio (Vetec), acido cloridrico (Vetec) e

cloreto férrico hexa-hidratado (Biotec).
2.2.1.Sintese do acetato de 2,4-dinitrofenila (DNPA)

O DNPA foi preparado conforme a Figura 1.17, de acordo com a metodologia
descrita por Blanksma (CHATTAWAY, 1931). Foram misturados 2,4-dinitrofenol (5,43
mmol) com anidrido acético (31,8 mmol) em um béquer de 250 cm’ mantido em banho de
gelo. A mistura reacional foram adicionados 0,05 cm’® de 4cido sulfdrico (H,SO4) e em
seguida foi feita a homogeneizacdo. A mistura foi deixada repousar em banho de gelo até a
formacdo do sélido de cor esbranquicada. O sélido obtido foi entdo lavado, filtrado a vacuo
com 4gua destilada gelada e em seguida seco a vacuo em dessecador. O ponto de fusdo obtido
foi de 71 °C (lit. 72-73°C). IV vmax/cm'lz 1772 (deformacao axial de carbonila), 3091 e 3078

(deformacgao de C-H aromatico), (deformacao de C=C do anel aromético), 1537 (deformacao
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angular de CHj3), 1409 (deformacdo de C-C(=0)-O de acetato) e 1350 cm’! (deformacao

assimétrica de O-C=C).

0] OH
Hsc—/< NO, o=< 0O
o + H,SO, @] NO, + H3C—<
H3C—< ©/ >/: OH
) O,N
NO,

Figura 1.17. Representacdo esquematica da preparacdo do DNPA.

2.3.Métodos

Todos os espectros de UV-vis e as corridas cinéticas foram obtidos com um
espectrofotometro Varian Cary Bio 50, equipado com um banho termostatizado. Os mesmos
instrumentos foram empregados na obten¢do dos dados cinéticos.

Os espectros de IV foram realizados em um espectrofotdmetro modelo Prestige-21
da Shimadzu.

As medidas de pH foram determinadas com um peagdmetro Gehaka modelo PG
2000.

As corridas cinéticas foram efetuadas sob condicOes de primeira ordem com um
excesso de KH,PO,4 de no minimo 33 vezes. A solugdo estoque do éster foi 0,03 mol dm™ nos
respectivos solventes anidros citados anteriormente. Todas as reacdes em sistema monofasico
foram iniciadas misturando-se 5,2x107 dm’ de uma solucdo estoque do Kryptofix® 222 a
solucdo do KH,PO, com o éster, equilibrada termicamente em uma cubeta de quartzo de
3,O><10'3 dm® hermeticamente fechada e com 10 mm de caminho optico. As cinéticas foram
realizadas em temperaturas de 25, 30, 40, 50 e 60 °C. A concentragao de DNPA na cubeta foi
de 2,9x10” mol dm™. As velocidades de transferéncia de acetila foram medidas seguindo-se 0
aumento nas absorbancias em 424 nm (producdo de 2,4-dinitrofenolato). Todas as misturas
reacionais foram realizadas em condi¢des experimentais que levaram a cinéticas estritamente

de primeira ordem (kobs,). Os valores da constante de velocidade observada de primeira ordem



48

(kobs) foram obtidos graficamente empregando a equagdo 1.1, na qual A; representa a
absorbancia no tempo ¢ qualquer, Aj,y o valor da absorbancia em tempo infinito e [A]y
representa a absorbancia para o tempo ¢ igual a zero. Um gréfico de In(Aj,s. — Ay) como fungao
do reciproco da temperatura termodinamica forneceu uma correlagdo linear na qual In(A)y €
igual ao intercepto e kops representa o coeficiente angular.

Os estudos em que foi empregado o fosfato de tetrabutilamdnio foram feitos de
forma andloga ao pardgrafo anterior, porém nao se fez necessario o uso do Kryptofix® 222 e
as cinéticas foram realizadas a temperatura de 25°C com auséncia de dgua.

Para todas as cinéticas em acetonitrila com tracos de &dgua, os valores de kops
mostraram comportamento linear na concentragdo de 1,24><10'3 mol dm™ de KH,PO4. Em
todas as misturas contendo 4gua foi empregada a solucdo tampdo tris (1,21x10” mol dm™; pH
8,0).

O célculo dos pardmetros de ativacdo foi feito através dos valores de kops para as
reacdes de transferéncia de acetila em quatro temperaturas diferentes, variando entre 25 e
60°C. Para o cdlculo, foi empregada a equacdo de Eyring (MASKILL, 1985), representada
abaixo (eq. 1.2), na qual k. refere-se a constante de velocidade observada de primeira
ordem, /& a constante de Planck, kg a constante de Boltzmann, 7 a temperatura em Kelvin e R
a constante universal dos gases. A5 é a variagdo de entropia de ativacio e AH" é a variagdo de
entalpia de ativacdo. Um gréfico de Eyring de In [kobsh (kB T)'l] como fung¢do do reciproco da
temperatura termodindmica forneceu uma correlacio linear na qual AS" R' é igual ao
intercepto e AH” R representa o coeficiente angular. As energias de ativacdo (E,) foram
fornecidas através da equacdo 1.3 enquanto as variagOes de energia livre de ativacio (AG")

foram calculadas a partir da equacao 1.4.

In (A — A;) = -kons ¢ + In Ag (eq. 1.1)
In [kops h (kg T)'1=4S* R - aH* (RT)™! (eq. 1.2)
E,=AH" + RT (eq. 1.3)

AG* = AH" - T 48" (eq. 1.4)
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O tratamento de dados fundamentado nas equacdes 1.1-1.4 foi feito usando-se o
programa ORIGIN 5.0® para a obtencdo dos parametros de ativacdo. Todos os coeficientes

de correlacdo (rz) situaram-se acima de 0,99, com os desvios-padrdes abaixo de 9x1072.

2.4. Estudos dos produtos

O estudo dos produtos da reacio do DNPA com di-hidrogenofosfato nos diversos

experimentos foi feito usando-se as técnicas de IV e de UV-vis, conforme se mostra a seguir.
2.4.1.Estudos por espectrofotometria de IV

O espectro do DNPA, que apresenta uma banda de deformacgdo axial de carbonila em
1772 cm™, foi obtido usando-se pastilha de KBr. O mesmo procedimento foi utilizado na
andlise dos produtos da reacdo do DNPA com di-hidrogenofosfato.

O procedimento descrito a seguir, para um determinado experimento, pode ser
generalizado para todos os testes realizados quando o produto estiver em solu¢do. Em um
baldo volumétrico de 5,0 cm’® foram adicionados 5,0 uL de KH,PO4 em solucdo aquosa
( 1,24><10'3 mol dm'3). Em seguida, adicionaram-se 2,0 cm’ de MeCN e 270 UL da solugado de
Kryptofix® 222 (3,3%10™ mol dm™) em MeCN e a solucio foi sonicada por 1 minuto. Foram
adicionados entdo, 78,6 uL. de uma solucdo estoque (9,5><10'3 mol dm'3) do éster em MeCN,
em seguida o baldo foi avolumado com MeCN para o volume de 5,0 cm’. O balio foi fechado
e agitado a temperatura de 25°C. Apés a reacao haver terminado, o solvente foi removido em
um evaporador rotatério e ao residuo foi adicionado KBr seco. Essa mistura do sal com o
produto da reagdo, foi prensada produzindo uma pastilha, a qual permitiu a observagdo direta
do produto. O espectro de IV obtido mostrou uma banda de carbonila em 1735 cm’, ausente
no espectro dos reagentes e consistente com a presenca de AcP (MACHADO, 2000;
HAJDU, 1980; HAJDU, 1981; WALLERBERG, 1981).
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2.4.2.1dentificacao quantitativa do AcP

O AcP pdde ser identificado quantitativamente por uma modificacdo do método para
a determinacdo de acil-fosfato de Lipmann e Tuttle (1945). Neste caso, o procedimento foi o
mesmo detalhado acima (ver secdo 2.3.1). Apds o fim da reacdo de formagdo do AcP, o
solvente foi removido e 1,0 cm® da solucdo de hidroxilamina foi adicionada, seguido de 2,0
cm’ do tampdo acetato. A mistura reacional foi deixada repousar por 10 minutos em
temperatura ambiente. Logo ap6s, 1,0 cm® de solucdo de 4cido cloridrico e 1,0 cm® de solugdo
de cloreto férrico foram adicionados. Foi entdo observado o desenvolvimento de cor ptirpura,
em 500 nm, devido a complexagdo do acido hidroxamico formado quantitativamente com o
Fe** (Figura 1.18). A solucdo de cloreto férrico ndo absorve na regido de 580-540 nm. A
reacdo de formagdo do AcP foi seguida até o final por estudos de IV (ver secdo 2.3.1), visto
que a hidroxilamina também reage com o DNPA.

Os reagentes empregados neste ensaio foram preparados conforme abaixo:

v' Solucdo de hidroxilamina - (cloridrato de hidroxilamina — 4 mol dm'3) — uma
solucdo 28% de cloridrato de hidroxilamina (4 mol dm™), foi neutralizada por adicao
de um volume igual de 14% de hidréxido de sédio (3,5 mol dm™). A mistura
apresentou um pH de 6,4. Esta solucdo de hidroxilamina neutralizada € de estabilidade
limitada e € melhor prepard-la diariamente através de solucdo estoque. A solucdo de
cloridrato de hidroxilamina pode ser guardada por periodos longos, desde que seja

mantida refrigerada;

v' Tampdo acetato — uma mistura de dcido acético e acetato de sddio foi preparada,

ambos 0,1 mol dm™ em propor¢ao 1:4, pH 5.,4;
v’ Acido cloridrico — 1 volume do 4cido concentrado foi diluido com 3 volumes de dgua;

v’ Cloreto férrico — foi preparada uma soluc¢do 5% de cloreto férrico hexa-hidratado, em

acido cloridrico 0,1 mol dm>.
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Figura 1.18. Reacdo de caracterizagdo do AcP. Conversdo do cloridrato de hidroxilamina ao
acido hidroxamico (a), acidificagdo do meio contendo o 4dcido hidroxdmico formado (b) e
complexacdo do 4cido hidroxamico em meio 4cido, com ferro trivalente, formando o

complexo (c).

2.4.3. Estudos em sistema bifasico agua-CH,Cl,

Nos estudos em sistema bifasico, foi utilizada uma incubadora de bancada com
agitacdo modelo T-420 da Tecnal com precisdo no aquecimento de = 0,1 °C e ajuste rotatério
de 30 a 250 rpm.

O sistema bifésico diclorometano-dgua utilizando como carreador Kryptofix® 222
foi estudado misturando-se o carreador (4><10'3 mol dm™ ) com o DNPA (7,5><10'4 mol dm'3)
em CH,Cl, para um volume total de 5 mL. A fase aquosa consistiu em uma solucdo do
KH,PO,4 (2,5><10'2 mol dm'3) para um volume total de 5 mL de dgua tamponada (tris, 1,0x10°
2 mol dm™; pH 8,0). As solugdes foram entdo misturadas em um frasco, sendo que
primeiramente foi colocada a fase organica e depois a fase aquosa. O frasco foi a seguir
vedado e mantido em repouso a temperatura de 25°C por um periodo de 5 dias. A seguir, a
fase organica foi separada, seca usando sulfato de sédio anidro e filtrada. Ap6s, o solvente foi
removido e o sélido foi estudado usando-se espectrofotometria de IV e o teste de Lipmann,
conforme descrito acima (ver itens 2.3.1 ¢ 2.3.2).

Outro sistema bifasico CH,Cl,-4gua foi estudado, utilizando como carreador o
tetrafluoroborato de tetrabutilamonio (1,5><10'2 mol dm'3). Neste caso, ele foi colocado com o
DNPA (1,5><10'4 mol dm'3) em CH,Cl, para um volume total de 0,1 dm?. Na fase aquosa, foi

preparada uma solucao do KH,POy, (5 ,0x10™ mol dm™) para um volume total de 0,1 dm® em
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dgua tamponada (tampdo tris, 1,0x107% mol dm™; pH 8,0). As solu¢des foram entdo
misturadas em um frasco, sendo que primeiramente foi colocada a fase organica e depois a
fase aquosa. O frasco foi a seguir vedado e colocado em uma incubadora de bancada com
agitacdo rotatdria de 150 rpm a temperatura de 35°C por um periodo de 5 dias. A seguir, a
fase organica foi submetida a0 mesmo tratamento descrito para o sistema bifasico do

pardgrafo anterior.
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3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.A SOLUBILIZACAO DE {ONS FOSFATO EM SOLVENTES ORGANICOS

A questdo da solubilizacdo de eletrolitos em solventes organicos representa um
problema comum que € encontrado quando se necessita solubilizar um sal inorganico em
concentracdes aprecidveis em solventes organicos, no caso especifico deste trabalho o
KH,PO,. Kovach (1980), e em outro trabalho independente Hajdu e Smith (1980; 1981), em
seus estudos demonstraram que o acetato de potdssio apresentava solubilidade em MeCN
quando em presenca de um éter-coroa especifico. Hajdu e Smith (1980; 1981) demonstraram
que a adic¢do de acetato de potdssio, em uma solucao de éter-coroa em MeCN anidra, permite
aos ions acetato dessolvatados reagirem facilmente com o-toluatos de p-nitrofenila por meio
de adi¢do nucleofilica direta, levando a producao de acetato de o-toluila. A reagdo representou
um exemplo de conversdo intermolecular de um éster em um anidrido altamente reativo, por
meio de um nucledfilo carboxilato. Os resultados obtidos pelos autores providenciaram um
modelo fisico-quimico orgénico para o possivel mecanismo de reacdes de transferéncia de
acila catalisada por enzimas que fazem uso da participagdo catalitica de um residuo
carboxilato dessolvatado.

Estudos relacionados com a ligacdo de anions junto ao calix[4]pirrol realizados por
Schmidtchen (2002), no qual afirmou ter solubilizado o KH,PO, em MeCN utilizando um
agente criptante — tendo em vista a capacidade dele para associar-se ao ion potdssio — inspirou
este trabalho, a utilizacdo do agente criptante Kryptofix® 222 para solubilizar o KH,PO4 com
teor minimo de 4gua e em uma concentracao suficiente para realizar-se os estudos cinéticos.
A concentragdo minima de 4gua empregada no sistema para a solubiliza¢ao do sal foi igual a
0,045 mol dm™, e revelou ser fundamental para que as forcas idnicas do reticulo cristalino do
sal possam ser vencidas, facilitando o papel do agente criptante em solubilizar o sal. O
emprego do Kryptofix® 222 mostrou ser vidvel para solubilizar o sal na ordem de 1,2x107
mol dm™ em MeCN, CH,Cl,, DMF, DMSO e DMA com tracos de 4gua, suficiente para a
realizagdo dos estudos. Ao final deste trabalho, foi verificado também que o anion di-

hidrogenofosfato pode ser solubilizado em solventes orginicos na forma de di-
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hidrogenofosfato de tetrabutilaménio em uma concentracio de 1,0x10° mol dm™. Desta
forma, corridas cinéticas puderam ser efetuadas e foram feitas compara¢des com o sistema

estudado na presenca do agente criptante (ver seg¢do 3.5).

3.2.Reacao do DNPA com o di-hidrogenofosfato dessolvatado

A adicdo de di-hidrogenofosfato de potassio (KH,PO4) em MeCN na presenca de um
agente criptante (Kryptofix® 222) permite aos ions di-hidrogenofosfato dessolvatados
reagirem facilmente com o éster (DNPA), por meio de substituicdo acilica nucleofilica

(Figura 1.19). O AcP é produzido e o 2,4-dinitrofenolato € liberado.
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Figura 1.19. Representacao esquematica da reacdo de formacgao do AcP.

A reacdo entre o di-hidrogenofosfato dessolvatado e o DNPA na presenca de
Kryptofix® 222 foi realizada em MeCN, CH,Cl,, acetona, DMF, DMSO e DMA e em
diversas misturas MeCN-dgua a temperatura de 25°C. A Figura 1.20 mostra uma seqiiéncia de
espectros de UV-vis que corresponde a reagdo do DNPA com o di-hidrogenofosfato na
presenca de Kryptofix® 222 em MeCN com tracos de dgua. Pode ser visto que a medida que
o tempo passa, a intensidade das bandas aumenta em 372 e em 424 nm, ocorrendo um ponto

isosbéstico em 310 nm. Estas bandas correspondem a formagdo de 2,4-dinitrofenolato. As
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constantes de velocidade para a reacdo foram determinadas pelo acompanhamento da
formacao de 2,4-dinitrofenolato em 424 nm (Figuras 1.20 e 1.21).

Uma curva analitica foi construida para o 2.4-dinitrofenol em cada solvente,
relacionando-se a sua concentragdo com os valores de absorbancia em 424 nm, conforme
representados na Figura 1.22 para o 2,4-dinitrofenol em acetonitrila. Foi obtido um valor de
€max, 1gual a 1,94x10° dm® mol™ cm’ para a banda tendo o seu maximo de absorbancia em
424 nm. Os espectros de UV-vis foram feitos para os produtos da rea¢do apds cada cinética
ter terminado e os valores de absorbancia foram obtidos em 424 nm. Com isso, pode ser
verificado que a reacdo aconteceu até todo o éster ser consumido: ou seja, para cada
equivalente do DNPA consumido, um equivalente de 2,4-dinitrofenolato foi produzido. A
estequiometria da reacdo foi ainda determinada comparando-se o espectro de absorc¢do da
mistura reacional apds a reacdo ter chegado ao fim com o espectro de 2,4-dinitrofenolato
preparado com igual concentragdao. A andlise de espectros de IV ao final da reacdo (ver a
secdo 2.3.1 de parte experimental) revelou a inexisténcia da carbonila do éster, que deveria ter

aparecido em 1772 cm™.
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Figura 1.20. Mudancas espectrais decorrentes da reacio entre DNPA (2,9x10” mol dm™), di-
hidrogenofosfato (1,2x10° mol dm™) e Kryptofix® 222 (2,8x10™ mol dm™) em MeCN com
0,045 mol dm™ de dgua a temperatura de 40°C. Os espectros sao mostrados em 60 (a), 180

(b), 300 (c), 540 (d) e 7800 s (e). A curva final mostra o espectro dos produtos da reacao.
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Figura 1.21. Gréfico de log (A» — A¢) em fun¢do do tempo para a reacdo entre DNPA (2,9x10°
> mol dm™) e fon di-hidrogenofosfato (1,2x10™ mol dm™) na presenca de Kryptofix® 222
(2,8><10'3 mol dm'3) a temperatura de 40°C. As absorbancias foram extraidas para 0 Apg =

424 nm (aparecimento do 2,4-dinitrofenolato).
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Figura 1.22. Curva analitica para o 2,4-dinitrofenol em MeCN. As absorbancias foram
coletadas em Ans;x = 424 nm. Obteve-se a seguinte equacdo: Y = 0,0762(£0,0052) +
19415,20589(+128,63868) X, que foi empregada nos calculos dos rendimentos das reacdes.
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Figura 1.23. Espectros de IV. (a) Espectro do reagente DNPA, apresentando banda em 1772
cm™; (b) espectro da reacdo entre DNPA, di-hidrogenofosfato de potédssio e Kryptofix® 222
em MeCN, apds 2 horas de reacdo, com diminuicao na intensidade da banda em 1772 cm’
com surgimento da banda em 1735 cm’; (c) apdés o final da reacdo, com total

desaparecimento da banda em 1772 cm™.
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A formacdo do AcP foi confirmada pelo espectro de IV dos produtos da reacdo em
MeCN. A presenca da banda de carbonila em 1735 cm’, inexistente nos espectros dos
reagentes, forneceu forte evidéncia para a presenca de AcP (ver secdo 2.3.1 da parte
experimental). A andlise de diferentes momentos da reacdo revelou que enquanto a banda de
carbonila do éster de partida (DNPA) vai decrescendo com o tempo, a banda correspondente
ao produto, em 1735 cm™’ vai aumentando em intensidade, até o final da reacdo (Figura 1.23).

A formagdao do AcP pode ser observada através do teste de Lipmann e Tuttle
(HOSSEINI, 1983; LEHN, 1989; HOSSEINI, 1988). Assim, a obtencao ao final do teste de
uma solucdo apresentando cor pudrpura, com Api em 500 nm, forneceu outra importante
evidéncia de que o produto AcP foi formado (ver Figuras 1.18 e 1.23). Foi determinada a
absortividade molar para o complexo Fe**-4cido hidroxamico formado (emax = 968,6 dm’mol
'em™) aplicando-se o teste de Lipmann para o DNPA (figura 1.24). Este resultado é utilizado
classicamente para a detec¢do visual e quantitativa de residuos acil-fosfatados (HOSSEINI,
1983; LEHN, 1989; HOSSEINI, 1988), e baseia-se na reacdo do acil-fosfato com
hidroxilamina para a formagao de acido hidroxamico, o qual pode ser fortemente complexado
com Fe(III) para a forma¢dao de um complexo do tipo tris(hidroxamato)Fe(III), o qual absorve

fortemente na regido de 500 nm.
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Figura 1.24. Curva analitica para a determinacdo de AcP. As absorbancias foram coletadas
em Amsx = 500 nm. Obteve-se a seguinte equacdo: Y = 0,03015(x£0,0089) +
968,60912(£13,68559) X, que foi empregada nos calculos dos rendimentos das reacdes.
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A equacdo obtida foi empregada para se determinar o rendimento dos produtos.
Verificou-se que a formacdo do AcP nestes experimentos efetuados nos solventes organicos
com tragos de dgua é quantitativa, ou seja, cem por cento do AcP foi formado mesmo com

0,045 mol dm™ de agua.

3.3. Influéncia da concentracio de agua nas constantes de velocidade observadas

A adicdo de pequenas quantidades de &4gua acarreta sensiveis mudangas nos
parametros cinéticos da reagdo do DNPA com di-hidrogenofosfato a 40°C (ver Tabela 1.4). O
sistema aqui estudado requereu 0,045 mol dm™ de dgua em MeCN, com um valor de kops
igual a 5,22><10'4 st Quando 0,95 mol dm? de dgua estd presente no meio, o valor de kqps
mudou para 1,36x107 57!, correspondendo a uma diminui¢do de 50,7 vezes na constante de
velocidade observada. Os dados da Tabela 1.4, com excecdo do solvente anidro, estdo
dispostos na forma de um gréafico das constantes de velocidade observadas como fungdo da
quantidade de &4gua adicionada (Figura 1.25) e corroboram os resultados apresentados,
indicando que a velocidade da reagcdo sob estudo € fortemente diminuida pela adi¢do de agua.
Estes dados experimentais foram ajustados a uma curva polinomial de quarta ordem a fim de
se estimar o valor de kops, resultando um valor igual a 6,89><10'4 st

O decréscimo de 50,7 vezes no valor da constante de velocidade para a reacdo
quando se adiciona 1,71% (em massa) de dgua (para fornecer uma concentragdo igual a 0,95
mol dm™) corresponde a uma mudanca no tempo de meia vida (t;) para a reacdo de 1004,6 s
para 50944 s. Nestas condicdes, ndo foi detectada, por meio do teste de Lipmann e por
espectrofotometria de IV, a formacdo de AcP, sugerindo que em uma concentragdo de dgua
igual ou maior a esta o fosfato atua como um catalisador basico geral, hidrolisando o éster.
Assim, a inibi¢do na velocidade da reacdo de transferéncia de acila estd relacionada com
solvatacdo preferencial do di-hidrogenofosfato pela dgua, o que diminui a sua habilidade
nucleofilica e aumenta simultaneamente a sua atuacdo como um catalisador bésico geral

(JENCKS, 1972) em reagdes hidroliticas.
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Tabela 1.4. Influéncia da dgua sobre a velocidade da reagdo do DNPA com o KH,PO, e
Kryptofix® 222 em MeCN a 40°C."

[H,0O], mol dm? % em massa 10* kobss st ti, S
agua

0,00° 0,00 6,89° 1004,6
0,045 0,08 5,22 1327,7
0,11 0,2 3,67 1887,8
0,13 0,23 3,43 2022,5
0,15 0,27 2,57 2700,6
0,16 0,3 2,39 2901,8
0,33 0,60 1,19 5812,0
0,54 0,97 0,605 11449,2
0,95 1,71 0,136 50944,2

*Todas as medidas cinéticas foram efetuadas com 1,2><10'3 mol dm™ de KH,PO,, usando

solucdo tampdo (tris 1,21x10” mol dm™; pH 8,0) ° Calculado por meio do ajuste dos dados

cinéticos a uma equagao polinomial de quarta ordem.
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Figura 1.25. Influéncia da adicao de dgua sobre a velocidade da reacdo do DNPA com o
KH,PO, na presenca de Kryptofix® 222 em MeCN a 40°C. Foi empregada em todos os casos

uma concentragdo igual a 1,2x107 mol dm™ de nucledfilo.
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3.4.Parametros de ativacao

Os graficos da absorbancia em 424 nm em fun¢do do tempo para a reacdo do DNPA
com di-hidrogenofosfato foram utilizados para se observar a influéncia da temperatura com o
tempo de formacdo dos produtos. Na Figura 1.26 pode-se observar que o decréscimo da
temperatura do sistema, conduz a um aumento no tempo de formacdo dos produtos. A
influéncia da temperatura na velocidade da reacdo podendo ser confirmado na Tabela 1.5
quando comparado os valores dos kq,s em diferentes temperaturas. Os parametros de ativacao
foram calculados a 25, 30, 40, 50 e 60°C para a reacdo do DNPA com di-hidrogenofosfato de
potdssio na presenga do criptante em MeCN com 0,045 e 0,11 mol dm™ de agua (Figuras 1.27
e 1.28), em DMA com 0,045 mol dm? de dgua (Figuras 1.29 e 1.30) e com o DMF na
presenca de 0,045 mol dm™ de 4gua (Figuras 1.31-1.32).
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Figura 1.26. Grafico da absorbancia vs. tempo para a reagdo entre o DNPA (2x107° mol dm™)
fon di-hidrogenofosfato (1,2x10™ mol dm™) e Kryptofix® 222 (2,8x10~ mol dm™) em MeCN
com 0,045 mol dm™ de dgua as temperaturas de 25°C (¢), 30°C (V), 40°C (), 50°C (A) e
60°C (m). As absorbincias foram obtidas em Anix = 424 nm (aparecimento do 2.4-
dinitrofenolato). Todas as curvas cinéticas tiveram uma absorbancia infinita coincidindo em
0,56, mas para uma melhor comparagdo dos dados experimentais, com exce¢do da curva

cinética a 60°C, em todas as outras foram omitidos dados experimentais.
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Tabela 1.5. Influéncia da temperatura na constante de velocidade da reacaio de DNPA em

KH,PO, em acetonitrila com dgua adicionada.”

[H,0], mol dm™ T, °C 10* ks, s
0,045 25 1,86
30 2,52
40 5,22
50 9,82
60 21,2
0,11 25 1,03
30 1,41
40 3,67
50 6,90
60 14,1

* Todas as corridas cinéticas de pseudo primeira ordem foram efetuadas com concentra¢io de

di-hidrogenofosfato de potéssio igual a 1,2x10™ mol dm™.
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Figura 1.27. Gréfico de In kgps vs. 1/T (K 1) para a reacdo do DNPA com o ion H,PO4 e
Kryptofix® 222 em MeCN com 0,045 mol dm™ (m) (r* = 0,998; sd = 0,0645; a = 14,4; b = -
6,87x10%) ¢ 0,11 mol dm™ (®) (r* = 0,998; sd = 0,0822; a = 16,3; b = -7,62x10°) de 4gua.
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Figura 1.28. Graficos de In [koys i (kg T)'l] vs. /T (K 1) para a reacdo do DNPA com o ion
H,PO, e Kryptofix® 222 em MeCN na presenca de 0,045 mol dm™ (m) (r* = 0,998; sd =
0,0639; a =-16,1; b = -6,56x10%) e com 0,11 mol dm™ (e) (1* = 0,998; sd = 0,0826; a = -14,2;
b= —7,30><103) de 4gua.
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Figura 1.29. Grificos de In kg vs. 1/T para a reacdo do DNPA com o ion H,PO4 e
Kryptofix® 222 em DMA na presenca de 0,045 mol dm™ de dgua (r* = 0,998; sd = 0,08755; a
=17,0; b = -7,24x10%).
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Figura 1.30. Gréficos de In [kops /1 (kg T)'l] vs. 1/T (K 1) para a reagao do DNPA com o ion
H,PO,4 e Kryptofix® 222 em DMA na presenca de 0,045 mol dm? de agua (r2 =0,998; sd =
0,0870; a =-13,5; b = -6,93x10°).
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Figura 1.31. Grificos de In ks vs. 1/T para a reacdo do DNPA com o ion H,POs e
Kryptofix® 222 em DMF com 0,045 mol dm> de agua (r2 =0,999; sd = 0,0303; a=19,1; b
=-8,22x10%).
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Figura 1.32. Graficos de In [kos h (kg T)'l] vs. I/T (K 1) para a reacdo do DNPA e
Kryptofix® 222 em DMF com o fon H,PO4 na presenga de 0,045 mol dm™ de agua =
0,999; sd = 0,0531; a=-11,7; b = -7,83%x10°).

Por meio de graficos de Arrhenius (Figuras 1.27, 1.29 e 1.31) foram determinados os
valores de E,. Os graficos de Eyring (Figuras 1.28, 1.30 e 1.32) foram usados para a obtencdo
dos valores de AH" ¢ de AS”. Os valores de AG” foram obtidos através da equacdo 1.3 (ver
parte experimental).

De acordo com a Tabela 1.6, os valores de AH” crescem com o aumento da
concentracdo de 4gua no meio reacional, refletindo o decréscimo agudo na nucleofilicidade do
ion fosfato. As mudancas na 48" sdo significativas com valores elevados e negativos (-97,0 a -
133,9 T K mol™). Com a adigdo de 0,12 % de dgua o AS” torna-se menos negativos em 16 J
K'mol”, provavelmente, porque a dgua impede a formacdo de um possivel estado de
transi¢do associativo envolvendo a participacdo do DNPA e do ifon H,PO, (Figura 1.33)

(MACHADO, 2000).
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Tabela 1.6. Parametros de ativacdo para a reacdo de DNPA com di-hidrogenofosfato na

presenca de Kryptofix® 222.°

Solvente [H,0], E., AH", AS", AG?,
mol dm kJ mol™ kJ mol™! J (Kmol)™! kJ mol™

MeCN 0,045 57,1 54,5 -133,9 94.4

MeCN 0,11 63,3 60,7 -118,0 95,9

DMA 0,045 60,2 57,6 -112.,4 91,1

DMF 0,045 68,3 65,1 97,0 94,0

“Todos os parAmetros foram determinados das respectivas constantes de velocidade
observadas em diversas temperaturas para a reacdo entre o éster e 1,2x10” mol dm™ de di-

hidrogenofosfato de potéssio.

O O CHg
\_O. /
HO/Fl’ G---0Ar

Figura 1.33. Estado de transi¢do associativo entre o DNPA e o fon H,PO, . Figura adaptada
da referéncia (MACHADO, 2000).

3.5.A influéncia do meio na formaciao de compostos fosfatados ricos em energia

O modelo n3o enzimdtico descrito neste trabalho demonstra a possibilidade da
solubilizacdo do sal KH,PO, em acetonitrila com tracos de &4gua, utilizando um agente
criptante: o fosfato solubilizado pode ser facilmente acetilado juntando-se DNPA e este
sistema mimetiza e fornece explicacdes simples para a sintese enzimdtica dos compostos
fosfatados ricos em energia (VISHVESHWARA, 2006; DE MEIS, 1993). A presenca de
dgua, como ja demonstrado aqui, causa inibi¢cdo na sintese do AcP, podendo até mesmo
causar total inibicdo dependendo da quantidade de dgua utilizada no sistema. Em sistemas
bioldgicos, as sinteses de compostos ricos em energia sdo conduzidas com rapidez e
rendimento quantitativo, como ocorre com o modelo aqui estudado em um microambiente
com muito pequena quantidade de dgua. No sitio ativo das enzimas, quando os reagentes

encontram-se em uma orientacdo adequada, hd uma mudanca conformacional que
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proporciona a diminui¢do da atividade de dgua no sitio da enzima. Quando assim ocorre, €
observado um grande aumento da afinidade da enzima por P;. Estas mudancas seriam
responsdveis pelo ciclo catalitico que conduz a sintese do ATP (GRESSER, 1982). Portanto,
cada sitio ocorre alternando-se entre os trés estados conformacionais como ATP-hidrolase ou,
na direcdo reversa, como ATP-sintase (CAPALDI, 2002). O mecanismo de mudanga de
ligacao (BOYER, 2000) tem sido bastante utilizado para explicar a sintese do ATP pelas ATP
sintases (CROSS, 1981; AMZEL, 1983; BOYER, 1993; AMZEL, 1994; PENEFSKY,
1960; LEHNIGER, 2002; CHOATE, 1979; PENEFSKY, 1991; CROSS, 1994). Este
modelo estabelece que a sintese do ATP ocorre espontaneamente no sitio catalitico da enzima
e que energia € necessdria somente para soltar o ATP formado. Como isto pode ser alcangado
ndo € conhecido, mas pode ser que a capacidade para a transformagdo quimica seja mantida
enquanto as propriedades do sitio mudam para favorecer a presenca do ADP e P; ou ATP,
com a posicdo relativa das subunidades y e £ durante um passo de rotacdo determinando se a
hidrélise ou a eliminacdo da dgua é favorecida (BOYER, 2002). Em comparagdo, de Meis
(1989) demonstrou ser possivel evidenciar experimentalmente que a presenca de solventes
orgadnicos vem a facilitar a sintese de compostos ricos em energia no sitio ativo da enzima.
Isto ocorre porque ha um decréscimo na concentracdo de 4gua no sitio catalitico, e, por
conseqiiéncia, ocorre um aumento na afinidade da enzima por P; (DE MEIS, 1989).

O fato experimental da reacdo em acetonitrila anidra, diferir de maneira significativa
dos valores ocorridos na presenca de quantidades pequenas de dgua, e completamente da
observada em sistemas aquosos (MACHADO, 2000), demonstra que o estudo de reacdes de
importancia bioquimica em sistemas puramente aquosos pode, em muitas situacdes, nao
contribuir de forma adequada para a compreensdo da catdlise enzimdtica. A existéncia de
regides hidrofébicas no sitio catalitico de uma enzima particular faz com que a dgua ndo se
torne um estado padrao adequado para a comparagdo de constantes de velocidade (HAJDU,
1980; HAJDU, 1981; WALLERBERG, 1981).

Em reacdes que envolvem ataque nucleofilico, a nucleofilicidade do anion é
determinada, entre outras coisas, pela sua basicidade e sua polarizabilidade, sendo que uma ou
outra prevalece. Tanto a polarizabilidade quanto a basicidade sdo fortemente influenciadas
pelo solvente. Os solventes aceitadores de ligagdes de hidrogénio, tais como MeCN, acetona,
DMF, DMSO e DMA, por ndo solvatarem fortemente o anion permitem a ele exibir sua
verdadeira nucleofilicidade, podendo desta forma contribuir para o anion dessolvatado
realizar o ataque nucleofilico (HAJDU, 1981). Os dados mostrados na Tabela 1.7

demonstram que a utilizacdo de um agente solubilizante (Kryptofix®222) para estabilizar o
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sal KH,PO4 (ver secdo. 2.2) em meio organico proporcionou ao fon di-hidrogenofosfato

dessolvatado uma grande habilidade para atuar como nucledfilo.

Tabela 1.7. Influéncia do meio na velocidade da reacdo do DNPA com KH,PO, na presenca

de Kryptofix® 222 em solventes organicos contendo 0,045 mol dm™ de dgua a 25°C.

Nimero doador

Solvente (ND) 10* Kobs, tin,
kJ mol™! s S
Diclorometano 6,69 0,959 7224.,6
Cloroférmio 16,7 - -
MeCN 59,0 1,86 37244
Acetona 71,1 2,02 3422.6
DMF 111 2,19 3161,8
DMA 116 6,66 1040,6
DMSO 125 8,14 851,7

Todas as corridas cinéticas foram realizadas sob condi¢des de primeira ordem, utilizando-se
3,0x10” mol dm™ de DNPA. O nucleéfilo di-hidrogenofosfato foi empregado em excesso (no

minimo 30 vezes mais em relag@o ao éster).

Quando fez-se reagir DNPA com di-hidrogenofosfato de tetrabutilamonio para a
preparacdo do AcP (Tabela 1.8) com os mesmos solventes organicos descritos na Tabela 1.7,
pode-se observar um aumento muito expressivo nos valores de kops quando os valores das
tabelas sdo comparados. Como ja discutido, a dgua influencia fortemente a velocidade da
reacdo de modo que pequenas quantidades de dgua sdo suficientes para diminuir o valor de
kobs. Na Tabela 1.7 as cinéticas foram realizadas na presenca de 0,045 mol dm™ de agua, para
efeito de solubilidade do KH,POy4, 0 que faz com que os valores observados para o ks sejam
menores quando comparados aos valores de kops da Tabela 1.8 onde o di-hidrogenofosfato de
tetrabutilamonio ndo apresenta problemas de solubilidade. As cinéticas foram realizadas a
temperatura de 25°C com excec¢do da reacao ocorrida em DMF, a qual precisou ser efetuada
em uma temperatura menor (15°C), pois em temperaturas maiores a velocidade da reacdo €
muito rdpida para ser medida usando-se o equipamento disponivel no laboratério. As
constantes de velocidade nao puderam ser medidas para DMA e DMSO devido a rapidez do

processo, mesmo a 15°C (Tabela 1.8). Em todas estas reacdes em que foi utilizado o fosfato
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de tetrabutilamoénio apresentaram-se positivas para o teste de Lipmann (ver item 2.4.2),
demonstrando que o AcP foi formado quantitativamente. Os espectros de IV demonstraram
que ao final do processo apenas a banda de estiramento de carbonila do AcP pdde ser

visualizada.

Tabela 1.8. Influéncia do meio na velocidade da reacdo do DNPA com di-hidrogenofosfato

de tetrabutilamo6nio em solventes organicos a 25°C.

Numero doador

Solvente (ND) 10* Kops, tun,
kJ mol™ st s
Diclorometano 6,69 10,9 6359
Cloroférmio 16,7 38,4 180,5
MeCN 59,0 52,8 131,3
Acetona 71,1 494.9 14,0
DMF 111 3168,4° 2,2°
DMA 116 b -
DMSO 125 b -

Todas as corridas cinéticas foram realizadas sob condi¢des de primeira ordem, utilizando-se
3,0x10” mol dm™ de DNPA. O nucleéfilo di-hidrogenofosfato foi empregado em excesso (no
minimo 30 vezes mais em relacio ao éster). * A temperatura de 15°C. ° As constantes de

velocidade ndo puderam ser medidas devido a rapidez do processo, mesmo a 15°C.

A habilidade dos solventes para interagirem em processos fisico-quimicos por meio
da ‘doacdo’ de pares de elétrons resultou no conceito da capacidade doadora, que foi
quantificada por Gutmann na forma de numeros doadores (ND) para os solventes
(REICHARDT, 2004). A capacidade doadora foi definida por Gutmann como o valor
negativo da variacdo de entalpia para o complexo formado com estequiometria 1:1 entre
pentacloreto de antimodnio e o solvente doador de par de elétrons, em uma solucdo num
solvente ndo doador como 1,2-dicloroetano. Alguns destes valores encontram-se relacionados
nas Tabelas 1.7 e 1.8 para os solventes usados neste trabalho. Assim, enquanto solventes
clorados como o diclorometano (ND= 6,69 kJ mol'l) e o cloroférmio (ND= 16,7 kJ mol'l)
podem ser reconhecidos pela sua baixa capacidade doadora, solventes aceitadores de ligacdes

de hidrogénio, como 0 DMA (ND= 116 kJ mol'l) e 0o DMSO (ND= 125 kJ mol'l) apresentam
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valores de ND altos, o que reflete sua grande habilidade para doagdo dos seus pares de
elétrons nos dtomos de oxigénio, sendo assim capazes de, por exemplo, fazerem ligacdes de
hidrogénio bastante fortes com outras espécies quimicas que sejam doadoras de ligacdes de
hidrogénio. Enquanto os solventes pouco doadores de elétrons podem facilitar fortemente a
formagdo associativa entre os fons por ligacdo de hidrogénio, o inverso ocorre em solventes
que apresentam um elevado ND (MASKILL, 1985). Comparando o ND para os solventes das
Tabelas 1.7 e 1.8, pode-se observar que com o aumento da capacidade doadora do meio
aumenta a velocidade da reacdo estudada. Como em todos os meios estudados encontrava-se
presente uma pequena quantidade de dgua, o solvente que apresenta uma maior capacidade
doadora tem uma maior habilidade para formar ligacdes de hidrogénio com a dgua, deixando
o fon di-hidrogenofosfato mais livre para agir como nucle6filo. No outro extremo, o
diclorometano, com um valor de ND bastante baixo, apresenta uma habilidade muito menor
para interagir com a dgua por ligagdes de hidrogénio e assim a dgua interage mais fortemente
com o fon di-hidrogenofosfato, tornando mais dificil a sua acdo nucleofilica, o que se reflete
no baixo valor de kqps. O efeito observado € muito mais visivel para o sistema estudado com
di-hidrogenofosfato de tetrabutilamonio em comparag¢do com aquele estudado na presencga de
Kryptofix® 222, pois neste ultimo sistema as quantidades de dgua que foram empregadas

foram bem maiores.

3.6. Reacao do DNPA com di-hidrogenofosfato em sistema bifasico

A CTF € uma poderosa ferramenta aplicada em muitas areas da quimica. A CTF-LL
(MARCH, 2007) é um processo que deve favorecer as reacdes entre um substrato lipofilico
como o DNPA, dissolvido em uma fase orgdnica como o CH,Cl,, com um reagente
hidrofilico como o KH,PO, solubilizado em 4gua. A reacdo poderia ser catalisada com o
emprego de um agente carreador, podendo este ser um sal organico, como o tetrafluoroborato
de tetrabutilam6nio ou um agente criptante como o Kryptofix® 222. Assim, os dois
compostos foram empregados neste trabalho como agentes carreadores.

O sistema bifasico dgua-CH,Cl, empregado neste trabalho teve por objetivo verificar
a possibilidade de mimetizar o ciclo catalitico de uma ATP-sintase, o qual envolve segundo
de Meis (1989) a formag¢do do composto rico em energia em um ambiente com a minima
quantidade de 4dgua e a remog¢do subseqiiente do composto formado para a fase aquosa, onde

ele serd utilizado. A energia € necessdria apenas para soltar o composto do sitio catalitico.
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Assim, a fase organica do sistema bifdsico mimetizaria o ambiente hidrofébico do sitio ativo
da enzima responsavel pela formag¢do do AcP, enquanto a fase aquosa mimetizaria a matriz
mitocondrial, onde o KH,PO, seria carreado, pela acdo do agente criptante, a fase organica
(sitio ativo da enzima), e nela, dessolvatado, reagiria com o DNPA, para formar o AcP. Apés
a sua formacao, ele seria carreado para a fase aquosa, onde desempenharia sua fun¢do, como
composto rico em energia. Dentre estas fungdes, poderia ocorrer hidrdlise (o que parece
acontecer no sistema aqui proposto) ou reagao com fosfato em excesso na presenca de ions
calcio ou magnésio para formar outro composto rico em energia apresentando energia mais
baixa (e.g., PP; e ATP). Assim, a mistura de AcP, ADP e [24]-NsO; em solu¢@o aquosa e em
pH neutro, na presenca de um equivalente de Mg** levou a formagdo de ATP (HOSSEINI,
1991). Em outro exemplo interessante, Hertschlag e Jencks (1986) demonstraram que o uso
de altas concentracdes de ions sédio em meio aquoso contendo AcP e fons fosfato levou a
formagdo de PP;, tendo sido sugerido por eles que os fons sodio adicionados ao meio facilitam
a formacgdo do pirofosfato devido a sua capacidade de reduzir a repulsdo eletrostdtica entre
AcP e P; em solugdo.

A preparagdo de um sistema bifasico do tipo dgua-CH,Cl, pretende assim mimetizar
os sitios na enzima responsdveis pela sintese (fase orginica) e pela “ativacdo” do AcP
formado como um composto “rico em energia” (fase aquosa) pela mudanga do sitio de
hidrofébico para hidrofilico (fase aquosa) para a realizagdo de uma fun¢do. Nas condi¢des
estudadas, esta func@o corresponderia a sua hidrdlise. Este sistema depende do gradiente
ionico lipofilico Kryptofix® 222 K'H,PO, gerado na fase aquosa e transportado 2 fase
organica, onde o di-hidrogenofosfato transportado reagiria com o DNPA, formando o AcP.

Ap6s as condigdes experimentais empregadas no sistema bifasico dgua-CH,Cl, terem
sido ajustadas (ver na parte experimental o item 2.4), foi realizado um experimento no qual o
DNPA foi colocado na fase orgédnica com o objetivo de verificar se a hidrélise ocorreria
naquelas condi¢Oes (Figura 1.34 b). Nao foi verificada qualquer reacao na auséncia do fosfato
e do criptante, mesmo ap6s um meés. A seguir, foi realizado outro experimento, desta vez
colocando-se o KH,PO, na fase aquosa. Nas mesmas condi¢des, ndo foi verificado qualquer
alteracdo no meio (Figura 1.34 d). Quando pequenas quantidades do criptante foram
adicionadas, foi verificado o aparecimento de cor amarela na fase orgéanica, significando que o
fosfato foi carreado da fase aquosa para a fase organica e reagiu com o DNPA (Figura 1.34 ¢).
Para efeitos de comparacdo, a reacdo foi feita apenas em diclorometano, misturando-se
DNPA, KH,POs e Kryptofix® 222. Foi verificada a reac¢do, conforme demonstrado

visualmente pelo aparecimento da coloracdo amarela tipica de liberacdo de 2,4-dinitrofenolato
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(Figura 1.34 e).

agua —

diclorometano<=

Figura 1.34. Sistema bifasico empregado na formagio do AcP. Agua-CH,Cl, (a); dgua-
CH,Cl, e DNPA (b); dgua-CH,Cl,, DNPA, KH,PO, e Kryptofix® 222 (c); dgua-CH,Cl,,
DNPA e KH,PO, (d); DNPA, KH,PO4 e Kryptofix® 222 em CH,Cl, (e). O tempo
reacional foi de 17 horas a 25°C e sem agitagdo. O log do coeficiente de particdo (log P)
octanol-dgua a 25°C € de 1,25 e a solubilidade do CH,Cl, em dgua a 25°C é de 1,73 g 100
mL" de dgua (LIDE, D. R. 2003).

A reacdo foi acompanhada usando-se um espectrofotometro de UV/Vis e observou-
se que a medida que o tempo passou ocorreu um aumento da absorbancia em 424 nm,
referente a formagdo quantitativa de 2,4-dinitrofenolato. A constante de velocidade para a
reacdo foi igual a 9,65x10™ s, determinada pelo acompanhamento da formacdo de 2,4-

dinitrofenolato em 424 nm (Figura 1.35).
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Figura 1.35. Gréfico de In (A, — A;) em funcdo do tempo para a reacdo em sistema bifdsico
agua-CH,Cl, entre DNPA (2,7><10'5 mol dm'3) e Koo (3,1><10'2 mol dm'3), fase orgénica e fon
di-hidrogenofosfato (3,0x10~ mol dm™) fase aquosa, 2 temperatura de 40°C. As absorbéncias

foram extraidas para o Apsx = 424 nm (aparecimento do 2,4-dinitrofenolato).

Os espectros de infravermelho (Figura 1.36), feitos a partir do produto obtido apds
separar-se a fase organica da aquosa e apds remogdo do solvente da fase organica, revelaram
uma banda de carbonila de pequena intensidade em 1735 cm™ (Figura 1.35 a). Este
experimento foi efetuado ap6s uma hora de reacdo, pois apds o final da reacdo, em dezessete
horas, ndo foram observadas as bandas referentes ao estiramento de carbonila do AcP,
tampouco do DNPA (Figura 1.35 b). A posi¢cdo é exatamente a mesma obtida para a reagdo
feita em MeCN e € consistente com a formagdo do AcP (ver item 3.2). A baixa intensidade da
banda se deveu a migracao do AcP formado a fase aquosa. O teste de Lipmann feito para os
produtos, analisando-se a fase organica, deu resultado negativo. O mesmo teste foi entdao
efetuado para a fase aquosa e também deu resultado negativo. Os espectros de IV

demonstraram que a reagdo ocorreu quantitativamente.
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Figura 1.36. Espectros de IV para a fase organica do sistema bifésico. (a) espectro da reacdo
entre DNPA, di-hidrogenofosfato de potassio e Kryptofix® 222 em agua-Cl,CH,, ap6s 1 hora
de reacdo, com diminuicdo na intensidade da banda em 1772 cm™ com surgimento da banda
em 1735 cm™, conforme assinalado pelo circulo sobre o espectro; (b) apés 17 horas de reagdo,
nao foram observadas as bandas referentes ao estiramento de carbonila do AcP em 1735 cm'l,

tampouco do DNPA 1772 cm™.
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Os dados obtidos podem ser explicados por meio da Figura 1.36, a qual mostra que o
agente criptante tem um papel fundamental no processo, transportando o ion H,PO,4 para a
fase organica. O anion dessolvatado reage com o DNPA, formando o AcP, o qual, segundo os

dados sugerem, € transportado a fase aquosa, onde € hidrolisado muito rapidamente.

fase aquosa
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Figura 1.37. Sistema bifasico diclorometano-agua representando esquematicamente a reagao
de formagao do AcP. O agente carreador (Kryptofix® 222) juntamente com o sal (KH,POj)
solubilizados na fase aquosa (a); o agente carreador transfere o reagente anionico (H,PO4') da
fase aquosa para a fase organica via um par i6nico lipofilico (Kryptofix® 222 K* H,POy) (b);
o HoPO,4™ agora na fase organica pode reagir com DNPA para formar AcP (c); produtos da
transferéncia de acila, AcP formado e fenolato liberado (d); migracdo do AcP a fase aquosa

(e).

Um segundo sistema bifasico diclorometano-dgua foi estudado com o emprego de
agitacdo, utilizando como carreador tetrafluoroborato de tetrabutilamonio (ver parte
experimental item 2.4). A reacdo ocorre somente com agitacdo sendo assim fundamental para

que o agente carreador possa conduzir o ion di-hidrogenofosfato para a fase organica. As
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cinéticas ndo puderam ser medidas, pois a fase organica apresentava turvamento. A
quantidade do tetrafluoroborato de tetrabutilamdnio foi muito grande cerca de cem vezes
maior, quando comparada a concentra¢do do Kryptofix® 222, para que acontecesse a reagao.
Assim, os resultados obtidos assemelham-se com os resultados discutidos no pardgrafo
anterior para o sistema biféasico dgua-CH,Cl, onde foi empregado o Kryptofix® 222 sem o
emprego de agitacdo. No entanto, o sistema que faz uso do agente criptante mostrou ser muito
mais eficiente para a realizacdo do transporte de ions da fase organica para a fase aquosa e

vice-versa.
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4.CONCLUSOES

A questdo da solubilizacdo de eletrélitos em solventes organicos representa um
problema comum que € encontrado quando se necessita solubilizar um sal inorganico em
concentracdes aprecidveis em solventes organicos. A estratégia supramolecular desenvolvida
neste trabalho permitiu solubilizar o KH,PO, em diversos solventes organicos, como o
MeCN, utilizando um agente criptante (Kryptofix® 222).

O ion H,POy, solubilizado em MeCN por acdo de um agente criptante, pdde ser
usado com sucesso para a sintese do AcP, um composto fosfatado de relevancia bioquimica,
segundo um modelo que mimetiza o efeito da polaridade na acdo das enzimas responsaveis
pela sintese destes compostos. Os estudos demonstraram a dependéncia da concentragao de
dgua sobre a formacdo do AcP, mostrando claramente a importancia da participagdo deste
componente na reatividade nucleofilica. Valores elevados e negativos de AS* sugerem um
possivel estado de transi¢do associativo para o sistema estudado.

Os estudos realizados com solventes doadores de pares de elétrons enfatizaram a
importancia do meio na sintese de compostos ricos em energia. Quando comparados os
valores de ND para estes solventes, pode-se observar que com o aumento da capacidade
doadora do meio aumenta a velocidade da reacdo estudada. O solvente que apresenta uma
maior capacidade doadora tem uma maior habilidade para formar ligacdes de hidrogénio com
a dgua, deixando o fon di-hidrogenofosfato mais livre para agir como nucleéfilo.

O sistema bifésico dgua-CH,Cl, estudado neste trabalho vem propor uma estratégia
supramolecular no desenvolvimento de um modelo enzimdtico para mimetizar o ciclo
catalitico da ATP-sintase para a formagdo e utilizacdo de compostos fosfatados ricos em
energia. Este modelo mimetizou com sucesso o ambiente hidrofébico do sitio ativo da enzima
responsavel pela formagdo do AcP e a fase aquosa, a matriz mitocondrial, para onde o AcP
transferido € hidrolisado. O agente criptante (Kryptofix® 222) tem um papel supramolecular
fundamental no processo, transportando o fon H,POs para a fase organica (sitio ativo da
enzima). O anion dessolvatado reage ali com o DNPA, formando o AcP, o qual, segundo os
dados sugeridos, é transportado a fase aquosa, novamente por a¢do do agente criptante, onde é

hidrolisado. O sal (C4H9)sNBF, também pdde ser empregado de forma satisfatéria como
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carreador do fon di-hidrogenofosfato na CTF-LL, porém mostrou ser muito menos eficiente
que o agente criptante.

Este trabalho apresentou contribui¢cdes para o campo dos modelos enzimaticos para
as enzimas responsaveis pela sintese e utilizacao dos compostos fosfatados ricos em energia.
Primeiramente, o uso do fosfato inorganico como nucleé6filo em um ambiente que mimetiza o
sitio anidro da enzima responsével pela sintese do composto fosfatado rico em energia pode
ser demonstrado. Em segundo lugar, demonstrou-se que o meio que melhor interage com a
dgua torna o processo mais rapido, pois dessolvata o fosfato, o qual pode agir como
nucledfilo, formando o AcP. Finalmente, o estudo no sistema bifasico ilustra a possibilidade
de se modelar, de forma bastante simples e eficiente a cinética de acdo da ATP-sintase,
proporcionando dois ambientes, um anidro onde facilmente e em alto rendimento a sintese
pode ser executada e outro aquoso, para onde o composto rico em energia é transferido para

executar uma determinada funcdo.
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