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RESUMO: A quimica da ligacdo fosforo-oxigénio é utilizada largamente em sistemas
biolégicos em diversos processos, tais como a transdugdo de energia e o
armazenamento, transmissdo e expressdo da informacdo genética, que sdo cruciais para
que 0s seres vivos sejam capazes de realizar as mais variadas fungbes. Ao mesmo
tempo, compostos que apresentam essa ligagdo foram planejados para diversas
finalidades, que envolvem desde os defensivos agricolas, para o aumento da producéo de
alimentos, até os gases neurotdxicos, que foram lamentavelmente utilizados para fins
bélicos. Nesta revisdo, apresentam-se aspectos relativos a quimica dos compostos
organicos fosfatados, com énfase especial para o papel dos compostos fosfatados em
eventos bioquimicos e para a tematica dos gases neurotdxicos de guerra. Assim, serdo
apresentados os compostos fosfatados ricos em energia e de que forma eles sdo
utilizados como moeda de troca de energia nas células. Serdo mostrados trabalhos que
buscam elucidar o mecanismo de acdo das enzimas responsaveis pela transducdo de
energia por meio do emprego de estudos bioquimicos, modelos enzimaticos e enzimas
artificiais. Finalmente, ser@o apresentados estudos recentes sobre a detoxificacdo de
gases de guerra baseados em ésteres fosforicos e sobre o uso de quimiossensores
cromogénicos e fluorogénicos para a deteccdo dessas espécies fosfatadas.
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Introducao

Os organismos vivos, para manterem sua intrincada estrutura, reproduzirem-se,
adaptarem-se, e realizarem trabalho mecénico, quimico e osmdtico, entre outras
funcdes, necessitam de energia. Essa energia pode ser proveniente da luz (fotossintese)
ou de nutrientes quimicos, sendo esses organismos divididos em autotréficos e
heterotréficos. Os organismos autotréficos realizam fotossintese, ou seja, convertem
energia luminosa em energia quimica, sob a forma de ligagGes quimicas. Ja os seres
heterotréficos ndo realizam fotossintese e a energia é proveniente da oxidagdo de
nutrientes organicos. As oxidagdes destes nutrientes sdo mediadas por enzimas
altamente especificas e liberam energia, a qual é utilizada para a sintese de compostos
organofosfatados que sdo utilizados pelas células como fonte de energia, sendo o

trifosfato de adenosina (ATP) o mais importante [1, 2].

Muitas reagOes bioquimicas ndo sdo espontdneas, ou seja, sdo endergonicas,
possuem a variacdao da energia livre padrao de Gibbs (AG?9) positiva. Contudo, uma
reagdo termodinamicamente endergdnica pode ser impelida por uma reagdao exergonica
desde que esta seja acoplada a um intermediario comum [3]. Esse acoplamento de
energia pode ocorrer por mudancas conformacionais transmitidas em macromoléculas
protéicas e pelo fluxo de ions através de membranas. No metabolismo celular, muitas
reacdes catalisadas por enzimas sao organizadas como vias (catabolismo e anabolismo),
as quais sdo seqliéncias diferentes de reagdes que produzem e consomem energia
através de ligagdes quimicas que sdo formadas e sofrem cisdo, tanto para a sintese de

proteinas e acidos nucléicos como nas mais diversas fungoes celulares.

Os estudos que buscam a compreensao do processo de produgdao de compostos
fosfatados ricos em energia em sistemas bioldgicos, tais como o ATP, sdo de enorme
importancia. Merece ser citado que a quantidade estimada de ATP sintetizado por um ser
humano no seu dia-a-dia a fim de que o mesmo possa desempenhar suas funcdes pode
chegar a magnitude de 40 kg diarios de ATP. Toda essa produgdo decorre unicamente do
processo enzimatico de fosforilacdo do difosfato de adenosina (ADP) e desfosforilagdo do
ATP [4].

A ligacdo entre fésforo e oxigénio foi selecionada pela evolucdo dentre as varias
combinacBes quimicas possiveis por explorar a baixa capacidade cinética dos compostos
que apresentam essa ligagdao para sofrerem reagdo com a agua juntamente com uma
alta capacidade termodindmica para reagirem. Assim, a natureza utiliza compostos
organofosforados ndo somente em processos bioenergéticos como ainda no
armazenamento de informagdo [5-11]. Nessas questfes, a agua desempenha um papel

fundamental e o estudo da solvatagdo dos compostos fosfatados é de grande importancia
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na elucidacao dos processos bioquimicos.

E interessante observar que compostos organofosforados foram selecionados pelo
ser humano para desenvolver pesticidas, inseticidas e muitos gases de guerra. As
ligagGes P-O sdo ideais para o desempenho dessas 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 bioldgico sem serem alterados quimicamente [10]. No que se refere aos gases
de guerra, estes sdo relativamente faceis de serem sintetizados e vém representando
uma preocupacao bastante grande nos dias atuais devido as constantes ameacas por

parte de grupos terroristas de utiliza-los em alvos civis.

Esta revisdao tem como objetivo principal apresentar o papel dos compostos
fosfatados em eventos bioquimicos e na tematica dos gases neurotdxicos de guerra.
Inicialmente far-se-a uma abordagem sobre os compostos fosfatados ricos em energia e
de que forma eles sdo utilizados como moeda de troca de energia nas células. A seguir,
serao mostrados trabalhos que buscam elucidar o mecanismo de agao das enzimas
responsaveis pela transducdo de energia por meio do emprego de modelos enzimaticos.
Finalmente, serdo apresentados estudos recentes sobre os ésteres fosforicos como gases
de guerra, dando-se atencdo especial aos trabalhos que visam a sua desativagdo, e o
emprego de quimiossensores cromogénicos e fluorogénicos para a deteccdo de espécies

apresentando o grupo fosfato em sua estrutura.

Compostos fosfatados ricos em energia

A energia contida nas ligagdes quimicas das reacdes de hidrolise das ligagdes P-O
ou P-N para a maior parte dos compostos fosfatados de interesse bioguimico sdo
normalmente de pequena magnitude. Entretanto, as reacGes de hidrdlise do ATP, do
ADP, do fosfoenolpiruvato (PEP), da fosfocreatina (PC) e dos residuos acil-fosfatados,
como o acetil-fosfato (AcP) (Figura 1), apresentam valores de AGP? altos, variando entre -
30 e -62 k] mol™l. Esses compostos atuam nas células como moedas de troca de energia
[12], possuindo alta instabilidade termodinamica e, logo, uma capacidade termodinamica
alta para reagir, sendo assim denominados como compostos fosfatados ricos em energia
[12]. A energia de ativacdo (E,) € de importdncia fundamental para a estabilidade desses
compostos. Baixos valores de E, tornariam facil a sua quebra no interior das células e
com pequeno contelido energético, o que inviabilizaria a continuidade e a organizagdo da
vida. Assim, no interior das células, essa barreira energética é vencida pelas enzimas que
diminuem a E, e aumentam as velocidades das reagdes com magnitude entre 10° até
10'* vezes maior que 0os mesmos processos ndo catalisados e sdo esses catalisadores

especificos os responsaveis pela regulagao dos processos celulares [1, 12].
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Figura 1. Estruturas de compostos fosfatados ricos em energia.

E importante buscar entender por que o grupo fosfato e ndao outro grupo funcional
possui tao importante responsabilidade na evolugdo da transformacdo bioquimica.
Segundo Westheimer, para que possa existir a vida, os sistemas vivos devem ser
razoavelmente estaveis [13]. As biomoléculas ndo somente devem ficar confinadas
dentro de um pacote definido por uma membrana lipidica, como também devem
sobreviver em agua por um tempo apreciavel, preferencialmente por um longo tempo.
Os metabdlitos, ou ao menos alguns deles, podem ter vida curta, porém ndo o material
genético, pelo fato de armazenar, transmitir e exprimir a informacdao genética. A ligagdo
que une dois nucleotideos no acido desoxirribonucléico (DNA; Figura 2) é uma ligagdo
fosfodiéster, que é facilmente ionizada em pH préximo a neutralidade (pH fisioldgico)
[13]. A hidrdlise de ésteres de acido fosforico carregados negativamente é mais dificil de
ocorrer em comparagdo com ésteres de acidos carboxilicos, como por exemplo, o acetato
de etila [6]. Os metabdlitos fosfatados, retidos no interior da célula, encontram-se
carregados negativamente, o que faz diminuir a possibilidade de ataque nucleofilico ao
grupo fosfato. Em solugGes alcalinas, o ataque nucleofilico ocorre pelo ion hidroxido a
molécula ja ionizada, similarmente a hidrdlise de ésteres. No entanto, em solugbes
acidas, novamente devido a influéncia dos grupos hidroxilicos, o atomo de fdsforo

carregado positivamente atraird espécies nucleofilicas, podendo assim reagir com a agua

[7].
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Figura 2. Estrutura do DNA.

Os nucledfilos, assim como o ion hidroxido, sdo repelidos por cargas negativas e,
portanto, reagem menos rapidamente com anions do que com substancias neutras. As
cargas negativas sobre os fosfatos sdao importantes na ligacdo de coenzimas as enzimas,
no empacotamento do acido nucléico e nas interagdes intermoleculares. Por esta razao,
os grupos fosfodiésteres no DNA e no acido ribonucléico (RNA) sao carregados
negativamente: eles tornam-se relativamente mais resistentes a hidrélise e foram,
portanto, preferidos a ésteres de acidos carboxilicos como material genético [8]. O tempo
de meia vida (t;/;) para a hidrdlise de certos ésteres fosforicos de longe excede o tempo
de vida alcangado pelos humanos. Assim, por exemplo, o t;, para a reagdo de hidrdlise
espontanea do difenilfosfato € de 180 anos a 100 °C [9]. A hidrdlise espontanea do DNA
em solucdo neutra é tdo lenta que a constante de velocidade para esse processo é
desconhecida, mas o t;;, ja foi estimado em 200 milhdes de anos [14]. Tal estabilidade é

coerente com o papel fundamental do DNA na preservacdo da informagdo genética [10].

Outro aspecto que merece ser observado refere-se ao fato de que, nos primordios
da evolugdo, os compostos seriam difundidos através das membranas de organismos
primitivos evolucionarios, podendo eles ser dissolvidos na parte externa da célula [11].
Muitas moléculas eletricamente neutras possuem alguma solubilidade em lipidios e
atravessam a membrana; a maioria das moléculas ionizadas, na forma de sais, é
insolUvel em lipidios. Essa regra geral ndo € absoluta, porém seguramente as moléculas

podem ser mantidas dentro da membrana caso elas permanecam ionizadas [11, 13].

Lipmann, em meados do século passado, observou que os compostos fosfatados
seriam diferenciados pela natureza quimica da ligacdo entre o grupo fosfato e o restante
da molécula, ndo importando se o composto estivesse em solucdo ou ligado ao sitio ativo

da enzima [3]. Uma vez que o composto fosfatado estivesse ligado a enzima, ele seria
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hidrolisado e a energia proveniente da quebra da ligacdo de fosfato seria aproveitada
pela enzima para realizar trabalho. Lipmann, dessa forma, conceituou pela primeira vez
os compostos fosfatados ricos em energia e as suas idéias sobre como as células utilizam
esses compostos como moeda de troca de energia foram aceitas até o final da década de
oitenta [3].

Kalckar sugeriu que a energia contida nas ligacbes quimicas fosfatadas de alta
energia seria decorrente da estabilizagdo relativa, por ressonancia, dos produtos de
hidrolise dos compostos fosfatados em relagdo aos reagentes [15]. Assim, o ADP e o
fosfato inorganico (P;) apresentam mais estruturas de ressonancia que o ATP, além do
fato de que as estruturas de ressonancia que podem ser representadas para o ATP
contribuem muito pouco para a sua estabilizagdo, com atomos de oxigénio apresentando
trés ligacbes e carga positiva adjacente ao atomo de fosforo, também carregado

positivamente (Figura 3) [15].
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Figura 3. Estruturas de ressonancia representadas para o ATP e para o ion fosfato.

Em 1951, Hill e Morales [16] sugeriram que os compostos fosfatados ricos em
energia, tais como o ATP, o ADP e o PEP, apresentam, juntamente com o efeito de
ressonancia, um efeito eletrostatico que contribui para a instabilidade termodindmica.
Esse efeito eletrostatico € maior no ATP, sendo essa repulsdo eletrostatica muito forte
devido a proximidade das cargas negativas sobre os seus atomos de oxigénio vizinhos.
Quando o ATP é hidrolisado para ADP e P; essa repulsdo é reduzida, sugerindo que a

energia livre “eletrostatica” no ATP pode conferir a essa substancia seu papel especial
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como doador de energia. Riseman e Kirkwood [17] ja haviam sugerido uma explicagdo
para a questao 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 é 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 essa originada da degradacao da ligacao de fosfato de
alta energia contida no ATP. A remocgdo do grupo fosfato carregado negativamente faz
com que a energia armazenada seja convertida em trabalho mecanico causando uma

contragdo da cadeia, ou seja, a retomada da configuragao.

Estudos teodricos realizados posteriormente por Pullman e Pullman [18] para os
compostos fosfatados ricos em energia levaram a conclusdo que a hipotese de Kalckar
juntamente com a de Hill e Morales sdo realmente importantes para o entendimento dos
aspectos termodinamicos envolvidos nas reacdes de hidrdlise do ATP, ADP, PEP e AcP.
Boyd e Lipscomb [19], na década de sessenta, concluiram o mesmo, ao utilizar Hickel
estendido para fazer calculos tedricos das estruturas de compostos fosfatados ricos em

energia.

Ja na década de setenta, George e colaboradores [20], analisando os aspectos
termodindmicos das reagdes de hidrélise para varios compostos fosfatados ricos em
energia em diversos valores de pH, puderam concluir que os efeitos intramoleculares
analisados acima apresentam importancia secundaria quando comparados a solvatagdo
de reagentes e produtos. Foi observado por eles que, em fase aquosa, 0 PP;
completamente protonado (H4P,0;) tem uma entalpia de hidrdlise (AH°) de -31,8 kJ
mol?, enquanto a espécie ndo protonada (P,O,*) apresenta um valor de AH° de -15,5 kJ
mol™?, apontando para uma entalpia de hidrélise 16,3 kJ mol™? mais negativa para a
espécie tetraprotonada [20]. Esse estudo classico veio, portanto, a demonstrar, por
meio de dados experimentais, que a estabilidade do composto fosfatado é determinada
pela capacidade do meio para solvata-lo e quanto maior ela for, menor serd a sua
reatividade. Usando-se outras palavras, um valor alto para a constante de equilibrio de
hidrolise do composto reflete uma maior solvatacdo dos produtos da reacdo em relacdo

aos reagentes [20].

Buscando entender a quimica dos compostos fosfatados ricos em energia, varios
estudos mecanico-quanticos ja foram efetuados. Kollman e colaboradores [21]
apresentaram calculos ab initio para reagdes de hidrolise de compostos fosfatados ricos
em energia em fase gasosa. Foi verificado que os efeitos intramoleculares de ressonancia
e repulsdo eletrostatica mencionados acima sdo de importancia secundaria para

determinar a energia de hidrdlise em algumas dessas reacbes, e que as energias
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relativas de solvatacdo de reagentes e produtos sdao em grande parte o fator mais
importante para determinar as energias de hidrélise nesses processos. Ewig e van Wazer
[22] também chegaram a conclusGes bastante similares, ao empregarem calculos ab
initio para o estudo das energias das reagdes hidroliticas de compostos fosfatados que

apresentam a ligacdo P-O-P em sua estrutura.

Um problema bastante dificil para ser solucionado por métodos ab initio é o da
hidrolise do PP; pois todas as espécies envolvidas nesse processo estdo desprotonadas
em pH neutro. Muitos trabalhos buscam fazer previsdes sobre a entalpia para essa
reacdo considerando as espécies em fase gasosa completamente protonadas, com o
intuito de verificar se o processo sem a participacdo do solvente é endotérmico ou
exotérmico. Os resultados apresentados, no entanto, sdo controversos, apontando para
entalpias de hidrdlise em fase gasosa dispares, que variam de -1,7 a -56 kJ mol™ [20,
22-24]. Colvin e colaboradores [25] demonstraram, por calculos ab initio da entalpia da
hidrolise do PP; totalmente protonado em fase gasosa, que a reagdo é desfavoravel em 21
kJ mol™?, o que se deve a formagdo de um par de ligagdes de hidrogénio intramoleculares
entre os dois fosfatos na molécula. Com respeito a esse aspecto, a presenca de ligagbes
de hidrogénio intramoleculares, no PP;, em estudos ab initio, em fase gasosa, também foi
observada recentemente em outros trabalhos [26-29]. Os estudos das energias de
hidrolise em fase gasosa para as formas aniOnicas do PP;, relacionadas ao pH fisioldgico,
mostraram valores bastante negativos, que foram explicados como sendo devidos a
repulsao eletrostatica [29]. Algumas previsdes das energias de hidrolise para os estados
desprotonados do PP; em fase aquosa foram realizadas por meio de varios métodos
baseados no modelo do continuo dielétrico do meio aquoso [25]. Foi verificado que a
solvatacdo por parte da agua resulta na minimizagdo dessa repulsdo intramolecular por
meio de interagbes eletrostaticas. Os resultados apontam dessa forma para o fato de que
a hidrdlise desses compostos pode ser mais bem descrita como um compromisso entre a

solvatacdo das espécies envolvidas e as repulsées intramoleculares.

As idéias classicas de Lipmann sobre a sintese e a hidrdlise dos compostos
fosfatados ricos em energia passaram por uma revisdo ampla ao final da década de
oitenta e inicio da de noventa por de Meis [30, 31]. Essa reformulacdo se deveu a
descoberta, por varios resultados obtidos no decorrer da década de setenta por muitos
grupos de pesquisa, que as energias de hidrdlise de compostos fosfatados diferentes
variam grandemente dependendo do fato de eles estarem em solugdo ou no sitio ativo da
enzima [12]. Estudos do ciclo catalitico de diferentes tipos de enzimas envolvidas com
transdugdo de energia indicam que a energia torna-se disponivel para a enzima realizar
trabalho antes da quebra do composto fosfatado. Com esse novo ponto de vista, surge
uma nova seqiéncia de eventos destinados a hidrdlise de um composto fosfatado, de

modo que ele, apds ligar-se a enzima, faz com que ela realize trabalho sem que ocorra a
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hidrolise do mesmo. Nesse processo, ocorre um decréscimo no nivel energético do
composto fosfatado, sendo que a sua presenga permite a enzima seguir para outra
conformacdo e nessa transicao o trabalho pode ser realizado. Os produtos da hidrélise do
composto fosfatado dissociam-se da enzima em um processo que envolve uma mudanga
de energia livre relativamente pequena. No processo reverso, portanto, 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 mudanga
conformacional da enzima leva a entrada de agua no sitio catalitico. Nesse retorno ao
meio aquoso, as constantes de equilibrio para a hidrdlise desses compostos voltam a
ganhar valores muito altos. Como um exemplo, as variacbes de energia livre para a
hidrdlise de ATP a 25 °C situam-se entre -20,5 e -44,8 kJ mol! em solucdo aquosa
diluida [20, 32-36], enquanto na superficie da F;-ATPase ocorre uma mudanga
importante na magnitude da constante para +1,7 kJ mol?® [30, 37-39], valor esse
bastante proximo do medido experimentalmente para a mesma reacdo em cloroféormio
com tracos de agua (+1,3 kJ mol™?) [35]. Outra evidéncia experimental importante foi
conseguida pela observagdo de que a sintese de compostos fosfatados ricos em energia,
no sitio ativo das enzimas, é bastante facilitada pela adicdo de solventes organicos ao
meio, enquanto a hidrdlise desses compostos é inibida se solventes organicos sdo
adicionados, pois facilitam a entrada de P; no sitio catalitico da enzima favorecendo a
formacao de ATP [40-42].

De acordo com de Meis [30, 31], a variacdao nos valores das constantes de
equilibrio de hidrdlise de compostos como o ATP e compostos da mesma classe,
possuindo uma ligacdo do tipo fosfoanidrido esta relacionada as mudancas de entropia
em solugdo [31]. Foi proposto por ele entdo uma nova definicdo para o conceito dos
compostos fosfatados ricos em energia, segundo a qual o “ATP e outros compostos
possuindo ligacbes do tipo fosfoanidrido sdo moléculas que permitem o uso de energia

entrépica” [31].

Modelos enzimaticos para o estudo de compostos fosfatados ricos em energia

Para que se possa ter uma visdo detalhada de uma reacdo enzimatica, é
necessario conhecer a identidade quimica do sitio ativo junto a superficie da enzima, seu
arranjo espacial e seu efeito junto ao substrato. Os modelos enzimaticos vém suprindo
informacgdes essenciais para a interpretacdao do modo de operacao das enzimas [43]. A
mimetizacdo das reagdes bioldgicas de transferéncia do grupo fosforila tem representado
um dos maiores desafios para os quimicos nas Ultimas décadas [44-49]. Tendo em vista
a importancia de ions metalicos nos processos bioldgicos, especialmente na transferéncia

de fosforila, a hidrdlise ndo-enzimatica do ATP, promovida por ions metalicos, em
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especial por cations divalentes, tem sido bastante investigada [12]. Foi observado um
grande aumento na velocidade quando ions cobalto (III) coordenados participam da

reacao [50].

O desenvolvimento da quimica supramolecular [51] - a quimica “além da
molécula” (“beyond the molecule”), que estuda o comportamento de conjuntos de
moléculas operando coletivamente por meio de interagdes intermoleculares - tornou
possivel o planejamento de receptores de &nions capazes de realizar a catalise
supramolecular em reacGes envolvendo substratos de interesse quimico e bioldgico, tais
como o AcP e o ATP. Essas moléculas receptoras operam de forma analoga a descrigdo
contida no principio da chave e da fechadura, descrito por Emil Fischer em 1894 para

representar o complexo enzima-substrato em biocatalise (Figura 4) [52].

efeito hidrofébico

ligagdo coordenada

interacdes eletrostaticas 7
ligagdo de hidrogénio

Figura 4. O principio da chave e da fechadura. O sitio receptor (fechadura) é
complementar ao substrato (chave).

O fato de haver uma concentracdo intracelular de poliaminas consideravel 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 ndao tenham influenciado nos valores das constantes de
velocidade de hidrdlise do ATP [53]. Foi no entanto verificado que a pentaetilenoexamina
catalisa a hidrolise do ATP com um pequeno aumento de velocidade [54, 55]. Lehn e
colaboradores [56] tiveram assim a idéia de utilizar as poliaminas macrociclicas 1-3
(Figura 5) na catalise supramolecular da hidrdlise do ATP. Estudos acompanhados por
meio de espectrometria de RMN de 3!P demonstraram um grande aumento na velocidade
de hidrolise ao se adicionar ao meio cada macrociclo, mas a maior aceleragdo de
velocidade foi obtida para o macrociclo [24]-NgO,, o qual complexa fortemente o ATP e

catalisa a sua hidrolise para ADP e P;. A catalise ocorreu sobre uma faixa bastante larga
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de pH (de 2,5 a 8,5) e apresentou cinética de primeira ordem, sendo catalisada com
renovagao (“turnover”) da poliamina. Os dados obtidos apontaram para a seguinte
proposta de mecanismo de reacdo (Figura 6) [56]: primeiramente, forma-se um
complexo por meio de interacbes eletrostaticas do ATP desprotonado negativamente com
o macrociclo protonado positivamente, o qual atua assim como um receptor anidnico. A
seguir, acontece uma reacdo no proprio complexo formado, fruto de uma combinagdo de
catalise acida, basica e nucleofilica envolvendo o fosfato terminal do ATP, que leva a
transferéncia de fosforila do ATP para o macrociclo. Forma-se um macrociclo fosforilado
intermediario rico em energia do tipo fosforamidato, o qual é hidrolisado em seguida,
com recuperacao do catalisador. A poliamina [24]-NgO, funciona, portanto como uma
ATPase, e a enzima artificial recebeu de Lehn a denominacao de protoenzima [57, 58].
Foi ainda demonstrado que, na reacdo de hidrdlise do ATP na presenca de ions fosfato,
catalisada pelo [24]-N¢O- e por ions metalicos (Ca®*, Mg?*, Zn**e Mn?"), apds a formacio
do intermediario fosforamidato, o ion fosfato da solugdo complexa-se ao macrociclo
fosforilado [57-61]. A seguir, ocorre uma nova transferéncia de fosforila, do
fosforamidato para o fosfato, com a formagdo de PP;, o qual é descomplexado para
recuperar o catalisador para um novo ciclo catalitico. Em outro trabalho, realizado por
Hosseini e Lehn [62], esse processo de co-catalise [60] foi explorado para a sintese do
PP, a partir do AcP, empregando-se como catalisador o macrociclo [24]-NgO,. O mesmo
macrociclo catalisou a fosforilagdo de ADP pelo AcP, resultando na sintese do ATP via
intermedidrio fosforamidato [63]. Também foi observado que a adicdo de ions Ca’* ou
Mg?* aumentou o rendimento da formagdo de ATP [64], o que levou & sugestdo de que
as espécies reativas agrupam-se na forma de um complexo terndrio, que tem a
participacdo do intermediario fosforamidato, do ADP e do ion metdlico [64]. Nesse
complexo formado, o cation divalente funciona como uma ponte, ligando o grupo fosforila
do intermediario fosforamidato ao grupo fosforila terminal do ADP complexado ao
macrociclo e, ao manter os reagentes proximos, facilita dessa maneira a fosforilagdo
[64]. Lehn e Fenniri [65] fizeram uso da catalise supramolecular reunindo um processo
enzimatico combinado natural-artificial para a produgdo de nicotinamida adenina
dinucleotideo na forma reduzida (NADH). Assim, utilizaram o mesmo sistema abidtico de
producdo de ATP acoplado a receptores enzimaticos naturais que consomem ATP,
resultando como produto o NADH. Outros trabalhos foram realizados empregando-se o
composto [24]-NgO, como mimetizador enzimatico [66, 67], sendo que esse aspecto foi

amplamente revisado anteriormente [12].

Recentemente, estudos de diferentes poliazafenantrolinas tém sido utilizados em
estudos biomiméticos e de catdlise supramolecular devido a sua capacidade de
coordenacdo quimica. Lin e colaboradores [68] demonstraram que os compostos 4, 5e 6

sdo seletivos para nucleotideos em pH fisioldgico e que catalisam a reagdo de hidrdlise do
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ATP. Os ions metélicos Mg?*, Ca** e Zn?** atuam como cofatores na hidrdlise do ATP por
sua ligagdo com o biossubstrato, e ao serem reconhecidos pelas poliazafenantrolinas,
com diferentes afinidades e diferentes mecanismos, auxiliam no reconhecimento e
hidrélise do ATP.

s

T M

1=[24] - NgO, R = H; intermedidrio fosforamidato, R = PO5 z

Figura 5. Estruturas de algumas poliaminas macrociclicas.

o . o
= 0) ;
l'—_ | P ADENOSINA l z | : \ ADENOSINA
o o OO0 b' o 9 Q
NH: " k
\/NH\J i ! Q\\/ \J \J
NH2 k_1 H2N
K, —HOP032'
. +H,0 ) o
o o
\ O :
\P\‘ \ P“ - /
_ _ _ ADENOSINA
/ o ADP O | O O

H2N

Figura 6. Representacdo esquematica para a desfosforilacdo do ATP catalisada pelo
macrociclo [24]-N¢O,. As geometrias dos complexos sdo hipotéticas, mas compativeis
com a estrutura potencial das espécies envolvidas [56].
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As ciclodextrinas (CDs) apresentam estruturas bastante interessantes no
planejamento de enzimas artificiais por apresentarem cavidades que em sua parte
externa sao hidrofilicas e com o interior tendo natureza lipofilica [69-73]. Assim, muitos
sistemas abiodticos que apresentam CDs em sua estrutura tém sido sintetizados para a
realizacdo da hidrélise de substratos fosfatados. Nessas enzimas artificiais, a CD tem o
papel principal de atuar como unidade receptora de reconhecimento molecular, mas pode
servir também para ancorar grupos cataliticos e aproximar espécies quimicas

responsaveis pela reacdo dos substratos.

Outra abordagem para o desenvolvimento de modelos para o estudo do
mecanismo de acdo das ATPases refere-se a modelagem do microambiente do sitio ativo
dessas enzimas, considerando a visao descrita na secdo anterior, amparada no conceito
de que a constante de equilibrio para a formagdo de compostos fosfatados ricos em
energia depende do meio no qual o processo ocorre, sendo a energia livre necessaria
somente para provocar uma mudanca conformacional que leva a entrada (ou saida) de
agua no sitio da enzima [30, 31]. Assim, foi desenvolvido um modelo ndo-enzimatico que
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 (Figura 7) [74, 75]. A adicdo de muito pequenas quantidades de agua ao
meio foi responsavel ndo somente por tornar a reagdo bastante lenta como ainda por
diminuir drasticamente o rendimento do AcP formado. Isto se deveu ao fato de que a
agua solvata preferencialmente o ion fosfato dificultando a sua acdo nucleofilica e
facilitando a hidrolise do DNPA por meio de catalise basica geral [74, 75]. Esse modelo
representou o primeiro sistema bioorganico que mimetizou com sucesso a sintese de um

acilfosfato e demonstrou a importancia do meio ndo somente para aumentar a
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nucleofilicidade do fosfato, como também para mudar o curso da reagdo. Foi posta assim
em evidéncia a solvatacdo preferencial como representando papel importante no
mecanismo de agdo de enzimas responsaveis pela transferéncia de energia em sistemas
bioldgicos, em conformidade com as discussGes recentes sobre o assunto [12, 76, 30,
31].

O modelo apresentado inspirou a montagem de outro modelo [77, 78], o qual
demonstrou a possibilidade da solubilizagao do sal KH,PO, em acetonitrila com tracos de
agua, utilizando um agente criptante bastante eficiente para solubilizar ions K* em
solventes orgédnicos, o Kryptofix® 222 [79]: o fosfato solubilizado pode ser facilmente
acetilado juntando-se ao sistema o DNPA. Os estudos realizados demonstraram que a
adicdo de agua ao sistema causa forte reducdo na velocidade e na percentagem de AcP
formado, da mesma forma que o modelo estudado anteriormente. Esse modelo
preliminar foi utilizado como base para o desenvolvimento de outro modelo que mimetiza
o ciclo catalitico da ATP-sintase para a formacdo e utilizagdo de compostos fosfatados
ricos em energia, o qual se baseou em um sistema bifasico do tipo agua-CH,Cl, [77, 80].
Na fase aquosa foi colocado KH,PO, enquanto na fase orgdnica encontrava-se o DNPA,
Naquelas condigdes, nenhum dos reagentes poderia migrar de uma fase para a outra. A
situacdo mudou completamente com a adicao de Kryptofix® 222, que teve um papel
supramolecular fundamental no processo, transportando o ion H,PO, para a fase
organica. O anion dessolvatado reage ali com o DNPA, formando o AcP correspondente, o
qual a seguir migrou a fase aquosa, onde foi hidrolisado. Assim, esse modelo mimetizou
com sucesso o ambiente hidrofébico do sitio ativo da enzima responsavel pela formacdo
do composto fosfatado rico em energia (o AcP) e a matriz mitocondrial (a fase aquosa),

para onde o AcP transferido pode realizar uma fungdo, no caso do experimento, ser

hidrolisado.
i
P O X+
H.C O (‘)‘ NO
I NO, acetonitrila I 2
-~ + 2 P
Ho PO X" + > 4o PO CH, +
OR OR
NO,
NO, AcP
DNPA
4gua R = n-decil

X+ = benziltrimetilamonio
produtos de hidrdlise

Figura 7. Influéncia do meio sobre os produtos da reacdao do acetato de 2,4-dinitrofenila
(DNPA) com o ion n-decilfosfato.
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Propriedades e mecanismos de acao das FoF;-ATPases

Varios artigos de revisdao abastecem profundamente a visdo com respeito aos
aspectos estruturais, propriedades e fungdes das ATPases na transducdo de energia e no
transporte de ions [76, 81-83]. Aqui serdo enfatizadas como visdo geral as suas
propriedades e mecanismos de operacao, de modo a facilitar a compreensao de como
elas intermedeiam os processos de transdugdo de energia no plano celular a partir de sua
capacidade para catalisar a sintese e a hidrélise do ATP, com o objetivo de se alcancgar
uma melhor compreensdo da importancia do microambiente dos compostos fosfatados

ricos em energia para o exercicio de suas fungoes.

As enzimas ATPases do tipo F sdo responsaveis por desempenhar um papel
central nas reagoes de transducdo de energia e se encontram acopladas as membranas
celulares nas bactérias, nas mitocondrias e nos cloroplastos. O isolamento de uma dessas
enzimas foi feito por Penefsky e colaboradores em 1960 [84]. O F de seu nome origina-
se de sua identificagdo 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 prdtons guia a sintese do ATP. No
segundo caso, as ATPases do tipo F sao mais apropriadamente chamadas de trifosfato

de adenosina sintase ou ATP sintase ou ainda como FyF;-ATPase [1].

A enzima FyFi-ATPase usa a energia derivada de um gradiente eletroquimico de
protons, gerado através da membrana por um fluxo de elétrons, para realizar a sintese
endergOnica do ATP a partir do ADP e P;. Este fato foi confirmado quando preparagdes de
FoF1-ATPase muito purificada, incorporada no interior de micelas fosfolipidicas e acoplada
a uma conveniente fonte de energia, catalisou a sintese do ATP. A componente F;
hidrofilica e extrinseca @ membrana protéica consiste de cinco subunidades (a, B, v, 0 e
€). Na subunidade B estdo os sitios cataliticos que sdo responsaveis pela sintese do ATP.
A componente F; pode ser separada do complexo FyF;, purificada e homogeneizada
utilizando uma solucgdo hidrofilica soltvel. Quando F; é desconectada do canal de prétons
(Fo) que lhe fornece energia, transforma-se em uma ATPase ativa que também catalisa
uma troca entre os atomos de oxigénio da agua e os oxigénios dos grupos y-fosforila do
ATP, durante a reacgao de hidrdlise [85], assim como a troca entre os oxigénios da agua e
os do P;. A Fy hidrofébica encontra-se encaixada na membrana protéica e atua como um
canal de prétons. A Fy, é constituida de trés subunidades, a, b e ¢, das quais a
subunidade b atravessa F;, permanecendo com F, apds a separagdo do complexo FqF;-
ATPase [86].

Os estudos realizados com o complexo FoF;-ATPase da Escherichia coli

demonstraram como sendo aszBsydeab,Co.;> a estequiometria das subunidades desse
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complexo. Ele apresenta um agregado assimétrico de subunidades, constituido por
ydeab,, que se encontra no interior de um complexo cilindrico externamente formado por
asPsCq.;> [87]. Estudos realizados ao final da década de oitenta com o objetivo de coletar
dados relacionados a estrutura Fy da Escherichia coli, utilizando a microscopia eletronica,
demonstraram que as subunidades a e B sao alongadas e formam um arranjo hexagonal.
Nesse arranjo, as subunidades ocupam posicoes equivalentes e alternadas [88]. Bianchet
e colaboradores [89] utilizaram o método de difracdo de raios-X com resolucdo de 3,6 A&,
a qual é 2,5 vezes maior em comparagdo com aquela dos estudos realizados por Amzel e
colaboradores [82] na década de oitenta, com cristais da F;-ATPase mitocondrial
proveniente de figado de rato. Obtiveram mais informacGes para a estrutura quaternaria
da enzima, a qual apresenta as dimensdes 120 & x 120 & x 74 &, encontrando-se suas
subunidades g e B presentes como um arranjo trimérico. Todos os dados estruturais
concordaram com os resultados obtidos por microscopia eletrénica [89]. Este trabalho
representou um marco importante para o entendimento do mecanismo de operacao da
enzima, pois a falta de informacgdo estrutural e atdmica relativa a ATPase vinha a ser um

dos maiores obstaculos para o seu conhecimento.

Em 1994, Abrahams e colaboradores apresentaram uma estrutura para a Fi-
ATPase mitocondrial bovina com a utilizacdo da técnica de cristalografia de raios-X de
alta-resolucao (2,8 R) [90]. Os dados mostraram que a F;-ATPase apresenta uma
estrutura assimétrica pelo menos em parte, sendo suas subunidades g e B arranjadas
alternadamente, assemelhando-se a uma laranja. A subunidade y passa por uma

cavidade interna larga entre as subunidades vizinhas a e S.

Um dos grandes méritos desse trabalho foi o de apresentar boa concordancia com
uma hipotese que vem sendo usada largamente nas Ultimas trés décadas para explicar a
sintese do ATP pela FyF;-ATPase, o mecanismo de mudanca de ligagdo (“binding change
mechanism”) [91]. A hipétese do mecanismo de mudanga de ligagdo foi desenvolvida
inicialmente por Boyer e colaboradores [92] em 1973 e estabelece que a sintese do ATP
ocorre espontaneamente no sitio catalitico da enzima e que energia é necessaria
somente para liberar o ATP formado. A ligacdo dos substratos ao sitio catalitico também
foi considerada ser uma etapa que requer energia [93]. Isto reflete a necessidade de
romper as interagdes proteina-ligante mais favoraveis que devem contribuir para a
ligagdo firme do ATP. A energia adicionada na ligagao do substrato, a formacdo do ATP
firmemente ligado a proteina e o produto liberado ocorrem simultaneamente em trés
sitios cataliticos que, embora separados, interagem entre si permanecendo sempre 120°
fora de fase no ciclo catalitico [86, 94]. A simetria requerida para o mecanismo de
mudanga de ligacao da F;-ATPase, particularmente na regido do sitio ativo, ficou evidente
na estrutura cristalina [90]. As trés diferentes conformagodes da subunidade B sdo assim

atribuidas ao posicionamento assimétrico da subunidade y [90].
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O fator chave da hipdtese sugerida por Boyer é que os trés sitios cataliticos e,
portanto, os trés pares de subunidades g que contém esses sitios estdo cada um em
conformacoes diferentes ao mesmo tempo. Um estd aberto e pronto para a ligagdo com
ATP (ou ADP + P;), enquanto o segundo e o terceiro estao em formacgao circular, nas
formas parcialmente aberta e fechada, respectivamente, presos a nucleotideos. A ligagao
do ATP e o conseqlente fechamento do sitio aberto produzem uma mudanga
conformacional cooperativa nas quais os outros dois sitios sdo alternados. Essas
mudangas seriam responsaveis pelo ciclo catalitico que conduz a sintese do ATP [4, 95].
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 numero de
intermediarios conformacionais que os trés pares gB 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 [4].

Sem duavida nenhuma, um grande avancgo cientifico foi alcancado pela
demonstracdo da rotacdo da subunidade y para conduzir a sintese do ATP [96, 97].
Recentemente, estudos vém demonstrando a mudanca conformacional das subunidades
durante o curso da catdlise por meio de uma variedade de métodos, incluindo cinéticas
usando reagentes modificados, mudanca espectral de sonda O6ptica, imagem de
microscopia eletronica, microscopia por video-fluorescéncia [98] e microscopia 6ptica por
feixe [99]. Essa ultima permitiu uma imagem de alta velocidade que demonstrou a
rotacdo dessa subunidade na qual o passo de 120° consiste severamente de subpassos
de 90° e 30°, cada um necessitando somente de uma fragdo de um milissegundo. A
ligagdo do ATP conduz ao subpasso de 90°, e o subpasso de 30° é provavelmente
conduzido para liberagdao de um produto de hidrdlise. Os dois subpassos sdao separados
por duas reacdes de aproximadamente 1 ms cada, as quais juntas ocupam a maior parte
do ciclo da ATP-hidrolase. Esse esquema provavelmente aplica-se para a rotacao em
velocidade total (em torno de 130 revolugdes por segundo em condigdes de saturacdo
com ATP) e sustenta o modelo de mudanca de ligacdo para a ATP-sintase por rotagao
reversa da F;-ATPase [100]. Demonstrou-se assim que a enzima funciona como um
“motor molecular”, como Boyer e Cox haviam pressuposto. No ano de 1997, Boyer,
Walker e Skou foram agraciados com o Prémio Nobel em Quimica por sua contribuicdo ao
campo [76, 101-103]. Os mecanismos de agdo da ATP-hidrolase e da bomba de proétons

[103] vao ficando assim mais bem esclarecidos [104].

Os estudos realizados por Junge e colaboradores em 2001 vém firmando a idéia
de que a unidade Fy funciona como um gerador, F; como um motor e que ambos atuam
acoplados mecanisticamente por movimentos rotatdrios de 360°, sendo uma subunidade
oposta a outra [105]. ObservacOes intrigantes relacionadas as subunidades yec;y.14 da

Escherichia coli mostram-na como sendo um rotor que se move em oOposicdo as
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subunidades asB30ab, que sao denominadas como extrator no complexo FyF; [104]. Foi
demonstrado ainda que a enzima compete com simetria desigual entre seus motores e

assim uma transmissdo flexivel de capacidade elastica entre F, e F; foi observada [105].

Uma proposta feita para a sintese rotacional rapida do ATP pela ATP-sintase
sugere que um segundo sitio especifico deva ligar o ADP e P;, e que na hidrdlise do ATP
esse segundo sitio deva ligar o ATP. Assim, a ativagdo por bi-sitio foi considerada ocorrer
na presenga ou na auséncia do ADP ou do ATP em um terceiro sitio da enzima [106]. Em
contraste, uma das mais recentes propostas que tém sido desenvolvidas sugere que a
hidrolise rapida do ATP pela F;-ATPase ocorra somente apds ambos um segundo e um
terceiro sitio terem iniciado a ligagdo com o ATP. Assim, a hidrélise rapida do ATP
requereria que todos os trés sitios tivessem ADP ou ATP presentes [107]. As importantes
consideracoes a serem feitas referem-se, contudo, ndo ao nimero de sitios cataliticos
que possam ser ocupados, mas quais sitios podem ser ocupados para ocorrer a mudanga
conformacional rapida da enzima. Os dados que foram obtidos, embora ainda incipientes,
sugerem uma catalise rapida por ativacdo de bi-sitio, com um dos trés sitios sempre se
apresentando desocupado [105]. Essas mudangas conformacionais rapidas foram
consideradas requererem somente a ocupagao especifica de um segundo sitio e, desse
modo, a ocupagdo pelo nucleotideo em um terceiro sitio promove pouca ou nenhuma
ativagdo. 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 sdao considerados ficarem em conformacdes diferentes, como mostra a Figura 8.
As diferentes formas dos sitios indicam uma dualidade. Como isso pode ser alcancado
nao é conhecido, mas isso pode ser devido a capacidade para a transformagdo 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 B durante um passo de rotagao

determinando se a hidrdlise ou a eliminagdo da agua é favorecida [106].

Novas estratégias foram aplicadas para examinar essa questdo [106]. Os
resultados sdo conflitantes, contestando que a atividade de hidrolase por bi-sitio deva ser
negligivel [108, 109] ou que ndo possa igualmente existir [107], embora as analises de
Weber e Senior [107] ndo déem informacles se a ativacdo do bi-sitio € operativa em
concentracdes elevadas de ATP. Liu e colaboradores [110] realizaram simulagdes que
indicam a dependéncia do mecanismo de mudanga de ligagdo com a concentracdo do
ATP, onde a concentracdo baixa do ATP favorece a ativagdao por mono-sitio, para bi-sitio
com ATP pré-saturado e para tri-sitio em concentragdes altas de ATP. Cross e Milgrom
[111], por meio do uso de medidas diretas de ligacGes nucleotidicas por total atividade
enderglOnica do complexo F; mitocondrial proveniente de coragdo bovino, confirmaram as
evidéncias de que a atividade por bi-sitio € primariamente responsavel pela forte

cooperatividade catalitica positiva exibida pelas enzimas. Assim, o fato desses resultados
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serem conflitantes e alvo de discussGes calorosas tornam necessarios trabalhos

adicionais para a perfeita elucidacao dessas questdes.

ATP

Figura 8. Representagdo das trés diferentes conformacGes para a ativacdo catalitica por
bi-sitio na sintese (seqléncia 1, 2, 3) ou hidrdlise (sequéncia 3, 2, 1) do ATP por ATP-
sintase. No sitio 1 o ADP se liga melhor do que o ATP e é o sitio no qual ADP e P; devem
estar presentes para ocorrer a sintese rapida. O sitio 2 catalisa a transformacdo 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 nesse sitio para a
hidrélise rapida [106].

Agentes neurotoxicos organofosforados

Em abril de 1915, na cidade francesa de Ypres, as tropas alemas utilizaram pela
primeira vez o gas cloro como uma arma quimica [112]. A partir dai, desencadeou-se
uma corrida voltada a producdo de armas quimicas, que culminou com o advento dos
agentes neurotoxicos organofosforados (Figura 9). Eles surgiram como subprodutos do
desenvolvimento de pesquisas envolvendo inseticidas organofosforados. Esses compostos
agem fosfonilando ou fosforilando um residuo hidroxilico de serina no sitio ativo da
acetilcolinesterase (ACE)- enzima responsavel pela hidrdlise da acetilcolina, um
neurotransmissor -, o que resulta no acUmulo de acetilcolina nas sinapses das células

nervosas, levando a um colapso no sistema nervoso central [113].

Os agentes neurotoxicos organofosforados podem ser classificados em dois tipos:
os agentes G e os agentes V. Dentre os agentes neurotdxicos do tipo G, o tabun foi
sintetizado pela primeira vez na Alemanha em 1936, enquanto o sarin e o soman foram
descobertos no mesmo pais em 1938 e em 1944, respectivamente [113]. A sintese de
agentes neurotoxicos do tipo V, que sdo cerca de dez vezes mais tdxicos do que o sarin,
teve o seu inicio em 1952, com a descoberta do VX. Mais tarde, foi sintetizada a versdo
russa do VX, o rVX. A persisténcia desses agentes é uma propriedade crucial que define o

seu espectro de agdo. Um agente persistente ndo sofre hidrdlise rapidamente e ndo
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apresenta volatilidade, de tal forma que pode persistir em uma area por um longo
periodo de tempo. Os agentes G ndo sdo persistentes, enquanto os agentes V sdo
bastante persistentes. Embora ndo tenham sido utilizados nas duas guerras mundiais do
século passado, os agentes neurotoxicos foram usados pelo Iraque em seu conflito com o

Ird e contra a populagdo curda logo apds a Primeira Guerra do Golfo Pérsico.
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Figura 9. Estruturas de alguns agentes neurotoxicos baseados em ésteres fosforicos e
de dois simuladores, o DFF e o DCF.

Os relatos dos conflitos armados nos quais os gases de guerra foram empregados
apontaram para uma realidade ainda mais estarrecedora que a atrocidade verificada
quando as chamadas armas convencionais sao empregadas contra alvos civis e militares.
As mortes ocorridas apds um longo sofrimento, por parte das pessoas expostas,
juntamente com as seqlielas deixadas nos sobreviventes dos ataques por armas
quimicas, revelaram o seu efeito devastador. No caso do agente quimico ser persistente,
as areas contaminadas devem ser isoladas. Outro aspecto ndo menos importante envolve
a possibilidade de uso dessas armas quimicas contra alvos civis, por parte de grupos
terroristas, o que é uma preocupacao real no mundo atual. A década de noventa
registrou diversos ataques terroristas no Japdao que tiveram o uso de agentes
neurotoxicos. Em um deles, em marco de 1995, a seita Aum Shinrikyo causou a morte
de 12 pessoas e feriu cerca de outras 6000 ao langar sarin em uma estacdo de metro em
Toquio. Esses ataques serviram como alerta importante, especialmente apds os
atentados de 11 de setembro de 2001. E necessario ser ressaltado que paises como 0s
Estados Unidos da América e a Russia possuem estoques em larga escala de agentes

neurotdxicos. Esforgos foram entdo envidados no sentido de se banir o uso desses
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compostos quimicos em conflitos armados. Eles culminaram no tratado da Convengdo
Internacional Mundial sobre a Proibicao do Desenvolvimento, Producdao, Armazenamento
e Uso de Armas Quimicas (CPAQ), que entrou em vigor em 29 de abril de 1997 e que
estabeleceu, entre outros objetivos, a total destruicdo e detoxificacdo dessas armas pelos
paises detentores [114]. Ao mesmo tempo, o estudo de procedimentos de remogdo
desses compostos em areas contaminadas por eles é de grande importancia [115-118],
da mesma forma que o desenvolvimento de métodos simples e precisos para a sua
deteccdo visual e quantitativa, considerando-se que o0s agentes neurotoxicos

organofosforados sdo incolores e inodoros.

Detoxificacdo de agentes neurotoxicos organofosforados

A detoxificagdo dos gases de guerra consiste na remocao do seu carater toxico
por meio de processos simples, rapidos e com o uso de reagentes estaveis, de baixo
custo e de baixa massa molecular [117]. Além disso, € necessario considerar que os
intermediarios e produtos gerados ndo apresentem toxidez e que ndo seja de forma
alguma possivel, a partir dos produtos gerados nesses processos, formarem novamente
gases de guerra. Isto significa que os diferentes mecanismos de detoxificacdo dos
agentes devem ser estudados com grande detalhe, a fim de se verificar as proporgdes
dos produtos obtidos e a toxidez de cada um deles. Um exemplo desse quebra-cabeca
molecular é proporcionado pelo VX, que, ndo obstante o fato de ser uma molécula
simples apresenta diferentes possibilidades de ataque nucleofilico a sua estrutura, com a
geragao de varios produtos (Figura 10). Um dos produtos de degradacdo do VX é o
composto EA 2192, que é muito menos reativo que o VX [117, 119]. Em pH 8,0, EA
2192 é o produto principal da hidrdlise do VX [119], e além de ser muito persistente no
meio-ambiente, apresenta atividade anticolinesterase bastante significativa [120],
tornando-o o produto de degradacdao mais toxico do VX. A toxidez intravenosa do EA
2192 em ratos é muito semelhante a do VX [120] e para que a degradacdo desse
intermediario ocorra completamente, o VX precisa ser deixado em pH 12,0 por cerca de

trés meses [121].

Os estudos da detoxificacdo dos agentes neurotéxicos, assim como de
metodologias para a sua deteccdo e para a descontaminacdo de areas expostas,
requerem ainda uma precaucdo importante considerando-se que a alta acdo toxica
desses compostos torna inviavel o seu uso direto em experimentos laboratoriais. Assim,
faz-se necessario o uso de compostos modelos, de baixa toxidez, que sdo planejados
para serem estudados experimentalmente e que recebem o nome de simuladores [122].

Dois simuladores bastante utilizados sao o diisopropilfluorofosfato (DFF) e o
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dietilclorofosfato (DCF). Considerando-se que um simulador raramente oferece todas as
caracteristicas relacionadas com o agente, varios simuladores precisam ser empregados

antes de se ensaiar o processo de detoxificagdo com o agente neurotdxico.
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Figura 10. Representagdo esquematica dos diferentes produtos iniciais possiveis da
hidrolise do VX [117].

Embora varios processos de detoxificacgdo de agentes neurotdxicos
organofosforados encontrem-se disponiveis na literatura, na pratica somente algumas
reacdes podem ser utilizadas. A oxidagcao, com o uso de agentes oxidantes eficientes
como o perdxido de hidrogénio, e a substituicdo nucleofilica, com o uso de nucledfilos
fracos, como o metanol e a agqua, e de supernucledfilos detentores do efeito g,
encontram-se entre os processos quimicos preferidos para a detoxificacdo, sob condicGes
brandas, dos agentes toxicos [117]. No que se refere a oxidagdo de agentes
neurotoxicos, particularmente o VX, foi observado que o perdxido de hidrogénio é um
descontaminante muito Gtil [116] e, nesse caso, o desenvolvimento de ativadores de
peroxido eficientes [123] pode ser um caminho importante para aumentar a eficiéncia
dessa metodologia. O desenvolvimento de catalisadores especialmente talhados para
atuarem em metanol tem possibilitado a detoxificacdo do VX por meio da metandlise
[124-126]. Em um trabalho recente, Neverov e colaboradores utilizaram um complexo
dinuclear de Zn(II) capaz de acelerar, em metanol, a clivagem de uma série de diésteres
de metil aril fosfato por fatores de 10! a 10'3 vezes [126]. Esses resultados sdo bastante
importantes por sugerirem a descontaminacdo do VX em um curto espago de tempo, mas

a aplicacao tecnoldgica apresenta limitagdes, tais como a necessidade de se usar metanol
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como meio e reagente e ainda o problema da estabilidade dos catalisadores empregados
[117].

Os processos de detoxificacgdo em agua, sempre que possiveis, devem ser
preferiveis a outros métodos devido a sua grande disponibilidade. As reagdes de hidrdlise
de agentes do tipo G, que sdo hidrolisados em agua com meias-vidas da ordem de um
dia, podem ser mediadas por enzimas ou por métodos ndo-enzimaticos. Varias enzimas
aceleram eficientemente a hidrdlise dos agentes G, de compostos relacionados, tais como
pesticidas organofosforados, e em alguns casos, do agente VX. Alguns artigos recentes
tém revisado esse aspecto [117, 127, 128]. Da mesma forma, os mecanismos das
enzimas que operam realizando transferéncia de fosfato foram revisados recentemente
[129]. E de importancia estudar ndo simplesmente enzimas capazes de hidrolisar os
agentes neurotoxicos, como também os produtos de sua degradacdo (ver acima). Assim,
Raushel e colaboradores apresentaram recentemente uma fosfodiesterase capaz de
hidrolisar o composto EA 2192 [119]. Outra estratégia bastante promissora para o
aumento da eficiéncia e da estabilidade de hidrolases de compostos organofosfatados

envolve o uso de técnicas da mutagénese sitio-dirigida [130].

A hidrélise ndo enzimatica dos agentes neurotéxicos tem sido conduzida com o
uso de ions metalicos, de complexos inorganicos e de nucledfilos que apresentam efeito
a. Nesses trabalhos, usam-se comumente ésteres de fosfato ativados como compostos
modelos, tais como o bis(p-nitrofenil)fosfato (BNPP) e o bis(2,4-dinitrofenil)fosfato
(BDNPP). A catalise por ions de metais alcalinos [131] e por ions metalicos de transicao,
como Ni%*, Cu®*, Zn?*, Co®**, Co>* e La** também vem sendo empregada nas reagdes de
substituicdo nucleofilica em ésteres de fosfato [132, 133]. Moss e colaboradores
estudaram a hidrdlise de ésteres de fosfato mediada por actinideos [134] e cations
Th(IV) [135] e Ce(IV) [136]. Como um exemplo, ions Th(IV) colocados em solugdo
aquosa na presenca de micelas formadas pelo surfatante Brij resultaram na hidrolise do
BNPP com uma aceleracdao na constante de velocidade observada da ordem de 2,8
bilhdes de vezes [135]. Mais recentemente, foi estudada a hidrdlise de BDNPP por
diversos lantanideos em meio basico, na presenga de tampdo bis-tris-propano, o qual foi
usado para estabilizar os complexos do lantanideo com ions hidréxido [137]. Os ions
metalicos apresentam multiplas fungdes nesses processos hidroliticos, aproximando as
espécies reagentes, ativando os nucledfilos presentes no meio, estabilizando os grupos
de saida e tornando o centro de fosforo mais eletrofilico por meio da interacdo do metal
com o oxigénio da ligagdo P-O. Também complexos inorganicos de metais de transicdo
tém sido empregados como catalisadores para realizar a hidrélise de ésteres de fosfato,
tendo sido esse assunto revisado recentemente para complexos metalicos binucleares
[138] e mais especificamente para complexos de Zn(II) [139] habeis para atuar como

hidrolases artificiais. Foi demonstrado que um complexo binuclear de Fe(III) atua como
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um catalisador na hidrdlise de BDNPP [140]. Recentemente, Kuo e colaboradores
demonstraram a primeira degradacdo seletiva de um analogo do VX por um complexo de

molibdénio organometalico em condigGes de pH préoximo a neutralidade [141].

Os agentes do tipo V, muito resistentes a hidrélise e pouco volateis, necessitam
de uma estratégia alternativa que faz uso de reagentes com alto poder nucleofilico: os
nucleodfilos detentores do efeito @ [10]. Esses nucledfilos tém um atomo eletronegativo
com um ou mais pares de elétrons isolados adjacente ao centro nucleofilico e isto os
torna muito mais reativos do que seria de se esperar a partir de uma correlacdo de
Bronsted entre reatividade e basicidade [142,143]. Dentre os nucledfilos apresentando
essa caracteristica, merecem destaque os iodosobenzoatos, que sdo capazes de
promover eficientemente a hidrolise catalitica de agentes do tipo G e de outros
organofosfatos [144]. Hatton e colaboradores sintetizaram recentemente polimeros
tendo em sua superficie grupos iodoxibenzoil [145]. Esses polimeros catalisaram a
hidrélise de um simulador do sarin. Ramakrishna e colaboradores fabricaram membranas
constituidas por nanofibras poliméricas funcionalizadas a partir do PVC com B-CD e com
acido iodosobenzdico [146]. Foi estudada a capacidade desse novo material para a
descontaminacdo de agentes neurotdxicos e ainda foi verificado que a capacidade de
adsorcdo das membranas € maior que a do carvao ativado. Foi assim proposto que o
material possa vir a ser empregado no desenho de roupas de protecao de agentes
neurotoxicos [146]. Além do acido iodosobenzodico, outros nucledfilos apresentando efeito
a tém sido estudados para a hidrdlise eficiente de organofosfatos em solucdo aquosa, os
quais incluem peroxido, hidroxilaminas e a hidrazina [147-150]. Recentemente, estudos
realizados por McAnoy e colaboradores relacionados com o anion hidroperéxido (HOO)
na degradagdo do simulador dimetil-metilfosfato (DMMP) evidenciou o efeito g em fase
gasosa na degradacdo de gases neurotdxicos de guerra [151]. Finalmente, o campo de
acao desses supernucledfilos tem englobado também o desenvolvimento em larga escala
de antidotos, para o tratamento de pacientes intoxicados com agentes neurotdxicos,

baseados em oximas como reativadores da acetilcolinesterase [152, 153].

Quimiossensores para a deteccdo de agentes neurotoxicos

Muitos trabalhos tém sido realizados com o intuito de se desenvolver sistemas
seletivos e sensiveis para a deteccdo de agentes neurotdxicos organofosforados [154-
157]. Embora muitos métodos tenham sido desenvolvidos, eles apresentam limitagées no
gue se refere, por exemplo, as baixas respostas, a falta de especificidade, a seletividade
limitada, a complexidade operacional e as dificuldades de monitoramento em tempo real.

Os primeiros trabalhos de deteccdo de agentes neurotdoxicos empregando métodos
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colorimétricos foram realizados nas décadas de 40 e 50 [158, 159]. Nos ultimos anos, o
desenvolvimento de ensaios baseados em quimiossensores cromogénicos e fluorogénicos
inspirados em estratégias supramoleculares tem representado uma maneira para
detectar de forma simples, rapida e confidvel aqueles analitos [160-163]. A detecgdo da
espécie a ser analisada é alcancada por meio de mudancas nas propriedades dpticas do
quimiossensor, como por exemplo, na capacidade dele para absorver ou emitir luz se o
analito encontra-se presente no meio. Esse método de detecgdo dptica, em especial a
colorimétrica, apresenta baixo custo pela instrumentacdo requerida, e possibilita ainda a
detecgdo visual do analito, ou seja, sua determinacdo de forma rapida e semi-

quantitativa.

Um principio que pode ser explorado na deteccdo de gases neurotdxicos de guerra
envolve o desenvolvimento de métodos que apresentam resposta para a reatividade
geral que proporciona a base para sua toxidez. Assim, Zhang e Swager [164]
desenvolveram quimiossensores fluorogénicos (Figura 11) inspirados no fato de que os
agentes neurotdxicos atuam reagindo com uma hidroxila para formar um éster de fosfato
no sitio ativo da ACE. O composto 7, por exemplo, apresenta em diclorometano um
comprimento de onda maximo em 291 nm e um maximo de emissdo em 385 nm. A
adicdo do simulador DFF causou um deslocamento batocrémico nas bandas de absorcdo
e de fluorescéncia, para 340 nm e 465 nm, respectivamente. A larga alteracao espectral
decorre da ciclizacdo do grupo cromoéforo flexivel causada pelo analito presente no meio
na faixa de concentracdo de umol/L. O Unico inconveniente desse sistema estudado é o
de que como usa um alcool como nucledfilo a reagdo ocorre lentamente, com um tempo

de meia-vida estimado em uma hora com o DFF.
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Figura 11. Um quimiossensor fluorogénico para agentes neurotdxicos organofosforados
baseado no ataque nucleofilico do grupo -OH no quimiossensor seguido de um segundo
ataque nucleofilico intramolecular.

O efeito o pode ser explorado no planejamento de indicadores cromogénicos
contendo em sua estrutura grupos supernucleofilicos. Anslyn e colaboradores

demonstraram que a oxima 8 e a hidrazona 9 atuam eficazmente como quimiossensores
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cromogénicos de agentes neurotdxicos em uma mistura de dimetilsulféxido com solugdo
aquosa de NaOH [165]. No caso do composto 8, a base presente no meio abstrai um
proton gerando o anion oximato, o qual ataca nucleofilicamente o simulador DCF para
formar um intermediario que afinal decompde-se em meio basico com a formagdo de
uma nitrila. O composto 8 é colorido em solugdo, com maximo no comprimento de onda
em 461nm e a adicao de DCF faz decrescer a banda simultaneamente ao aparecimento

de uma outra banda em 410 nm, com um ponto isosbéstico em 431 nm.

Em outro trabalho, Anslyn e colaboradores sintetizaram a cumarina 10, que
apresenta em sua estrutura um grupo oxima [166]. A desprotonacdo da oxima em DMSO
com o uso de uma base forte e ndo nucleofilica gerou um oximato capaz de reagir
nucleofilicamente, com alta eficiéncia, com DFF. Enquanto a oxima apresenta em DMSO
uma banda larga com maximo de absorbancia em 409 nm, o oximato apresenta Amax=
443 nm. A adicao de DFF a solucdo do oximato desloca hipsocromicamente a banda para
Amax= 409 nm, com um ponto isosbéstico ocorrendo em 425 nm, o que representou uma
evidéncia importante para a fosforilagdo do oximato por parte do DFF. Também foram
realizados experimentos usando a técnica de fluorescéncia para o composto 10, o
oximato correspondente e o produto obtido da titulagdo do oximato com DFF [166]. Foi
verificado que o sinal de fluorescéncia do oximato é fraco devido a supressdao de
fluorescéncia causada pelo par eletronico isolado do &nion via um mecanismo de
transferéncia eletronica fotoinduzida (TEF). No entanto, a fosforilagdo do oximato por
DFF abaixa a energia daqueles orbitais, reduzindo o efeito supressor por TEF e a
fluorescéncia é dessa forma ativada. O tempo de meia-vida estimado em 40 ms para
esse processo demonstra que ele ocorre bastante rapidamente. A rapidez é um requisito

fundamental na detecgdo de agentes neurotoxicos.
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Dale e Rebek desenvolveram quimiossensores fluorogénicos para agentes
neurotoxicos organofosforados baseados em derivados do triacido de Kemp
funcionalizados com um grupo pireno como fluoréforo e com um grupo hidroxilico

nucleofilico [167]. O fluoréforo nesses sensores encontra-se estrategicamente préximo a
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um grupo amino, o que leva a supressdo de sua fluorescéncia via TEF. A Figura 12 ilustra
a acdo dos quimiossensores (11, n=1-4). A adicdo de DCF ao meio em que se encontra o
quimiossensor leva inicialmente a facil fosforilagdo de sua hidroxila e a seguir, o grupo
amino ataca nucleofilicamente o carbono vizinho, resultando na saida de dietilfosfato e
na formagdo de um ion amoénio quaternario do tipo aza-adamantano (12). A reacdo leva
ao bloqueio da TEF, o que torna o sistema altamente fluorescente em solugao [167]. Os
pesquisadores demonstraram ainda que a mesma estratégia pode ser utilizada no
planejamento de novos quimiossensores, substituindo-se o fluoréforo por outros desde
que a energética para transferéncia eletr6nica seja favoravel, por meio da ligacdo de

uma 6,7-dimetilcumarina ao médulo amino-alcool [167].
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Figura 12. Uso do mecanismo de TEF para a montagem de um quimiossensor
fluorogénico para agentes neurotoxicos organofosforados.

A quimiluminescéncia [168, 169] representa uma ferramenta de anadlise para a
deteccdo seletiva e sensitiva de espécies quimicas [170]. Recentemente, Anslyn e
colaboradores desenvolveram uma metodologia de deteccdo quimiluminescente de DFF
em acetonitrila [171], fundamentada no mecanismo de Luminescéncia Quimicamente
Iniciada por Troca de Elétrons (LQITE) [172]. A principal caracteristica desse mecanismo
envolve a transferéncia de elétron do fluoréforo para a dioxetanodiona (um dimero do
dioxido de carbono, formado no meio pela reacdo de perdxido de hidrogénio com um
oxalato), levando a formagdo de um par radicalar cation-anion. O radical-anion
dioxetanodionila formado é transformado entdo em diéxido de carbono e no radical-anion
didxido de carbono. Esse ultimo transfere entdo um elétron para o fluoréforo presente no
meio, gerando o estado excitado singlete do fluoréforo, o que leva finalmente, pela sua
relaxacdo, a emissdo de fluorescéncia. Assim, foi demonstrado que, na auséncia de DFF,

a oxima 13 em meio basico gera um oximato, que atua como um supernucledfilo
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reagindo com oxalato de triclorofenila (OTCF) e formando um aduto que ndo pode
participar da LQITE [171]. Ao se misturar a oxima em meio basico com DFF, ocorre a
rapida reacgao de fosforilagdo do oximato. A adicdo de OTCF ao meio, seguida da adigdo
do fluordforo difenilantraceno (DFA) e peroxido de hidrogénio, leva a observacdo de um
sinal quimiluminescente azul brilhante, de facil deteccdo visual (Figura 13). Como esse
processo nao requer uma fonte de luz adicional, ele apresenta uma vantagem sobre os

métodos baseados em fontes de luz visivel e ultravioleta.
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Figura 13. Representacdo esquematica de uma metodologia de deteccdo DFF em
acetonitrila fundamentada em um processo quimiluminescente.

Conclusoes e Perspectivas

Paracelsus, no século XVI, dizia que “a agua é a matriz do mundo e de todas as
suas criaturas” [173]. Nas ultimas décadas, os cientistas ligados as questdes envolvendo
a matéria viva tém considerado a agua essencialmente como o pano de fundo sobre o
qual os componentes moleculares da vida s3o arranjados. E fundamental o papel que a
agua representa frente a bioquimica das células, sendo uma substéncia que interage
ativamente com as biomoléculas, tais como as proteinas, provocando mudangas nelas.
As fungOes bioldgicas dependem dessa forma de uma interagdo delicada da molécula com
seu microambiente, que até pouco tempo atras foram entidades consideradas distintas
[173].

O papel da agua frente ao mecanismo da hidrélise de ésteres de fosfato em
sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos vem sendo muito estudado [129], devido a
presenca de fosfatos em moléculas de suma importancia que estdo envolvidas desde o
armazenamento e utilizacdo de energia, passando pelo armazenamento, transmissao e
expressao da informacdo genética, até a interagdo in vivo de agentes neurotéxicos com
biomoléculas. Os estudos de enzimas que possam hidrolisar organofosfatos, tais como

fosfotriesterases provenientes de bactérias em solo agricultavel e fosfodiesterase de
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veneno de cobra e de estafilococos sugerem futuras aplicacdes para os problemas
recentes que concernem a contaminacdo e intoxicacdo por agentes neurotdxicos de
guerra e pesticidas organofosforados [129]. Muitos grupos de pesquisa tém ainda
realizado modificagGes nos sitios ativos de hidrolases e de butirilcolinesterases [117], por
meio de técnicas de mutagénese sitio-dirigida, com o intuito de gerar catalisadores de
alta eficiéncia para a hidrdlise de agentes neurotdxicos organofosforados, o que tem
constituido uma area de pesquisas bastante promissoras. Os estudos referentes ao
desenvolvimento de supernucledfilos detentores de efeito o também precisam ter
continuidade, pois eles s3ao bastante promissores para o desenvolvimento de processos

de descontaminacao e de detoxificagdo de agentes neurotéxicos de guerra.

No plano da deteccao de espécies fosfatadas, as perspectivas sdo inimeras, indo
desde o controle de qualidade de alimentos, passando pelo desenvolvimento de testes
clinicos eficientes, com possibilidade de monitoramento de espécies fosfatadas em tempo
real, até a deteccdo de agentes neurotdxicos organofosforados. Assim, quimiossensores
cromogénicos e fluorogénicos simples tém sido planejados e estudados para a deteccdo
seletiva visual e quantitativa de diidrogenofosfato, PP;, ATP e de acidos nucleicos [174-
184]. Conforme foi mostrado neste trabalho, eles apresentam um grande potencial para
o desenvolvimento de sistemas Opticos simples para a deteccao de agentes neurotodxicos
organofosforados. Da mesma forma, os biossensores opticos oferecem uma enorme

gama de aplicagOes para a detecgdo dessas espécies [185].

Dentre os nanoobjetos montados por meio de técnicas de nanofabricagcdo, os
nanossensores oOpticos representam um dos principais interesses da nanotecnologia
[186]. Assim, diversos trabalhos recentes tém explorado os recursos da nanotecnologia
para o desenvolvimento de métodos de deteccdo de agentes neurotdxicos
organofosforados [187-191]. Narizes eletronicos tém sido desenvolvidos como sensores
de compostos organofosfatados para serem empregados em controle de qualidade de
alimentos, tendo em vista a aplicacdo desses compostos como agroquimicos, e na
classificacao e deteccdo de agentes de guerra [192, 193]. Para o desenvolvimento desses
sistemas, inUmeras estratégias podem ser planejadas para a busca da deteccdo dos
analitos com simplicidade aliada a alta eficiéncia, confiabilidade, reprodutibilidade,
seletividade satisfatoria, reversibilidade, menor tempo de resposta e menor custo [155,
163, 194].

Em outra vertente que vem sendo explorada, compostos organofosforados, tais
como a tioetilenotiofosforamida, a 2-[bis(2-cloroetil)amino]-2-oxo0-1,3,2-
oxazafosforinana e também fosforodiamidatos vém sendo sintetizados e estudados por
fazerem parte de uma classe de agentes largamente empregados no tratamento

oncoldgico antineoplasico [195].
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Assim, os compostos organofosfatados, ao mesmo tempo simples e sofisticados,
seguem oferecendo aos humanos uma visao paradoxal. Pelos caminhos trilhados em
consonancia com as leis da Evolucdao Natural eles apresentaram, por meio dos compostos
fosfatados ricos em energia e dos acidos nucleicos, a possibilidade da vida se instalar,
manter-se e evoluir em nosso planeta. A aventura humana na Terra po6de entdo
prosperar, entre erros e acertos. As ligacdes fosfatadas tornaram-se entdao, nas maos
humanas, instrumentos para a criagdo de moléculas com os mais diversos fins, que
envolveram por um lado a busca para a cura do cdncer com o objetivo de salvar vidas e
a necessidade de se controlar pragas para aumentar a produtividade agricola e provocar
a derrubada das teses malthusianas. Por outro lado, foram concebidas e produzidas
armas quimicas mortiferas capazes de subjugar povos com a maxima crueldade, ao
mesmo tempo em que, atualmente, grupos terroristas ameagam utilizar essas mesmas
armas contra alvos civis. Os pesticidas organofosforados, usados sem critérios,
provocaram e causam ainda hoje verdadeiras catastrofes ambientais. Cabe assim aos
quimicos neste inicio de um novo século, e os trabalhos apresentados aqui apontam para
essa direcdo, equacionar os problemas causados pela ma gestdo dos compostos
organofosforados e aproveitar a grande versatilidade que essas moléculas oferecem
para, com criatividade, utiliza-las na obtengdo de produtos e processos que melhorem a

qualidade de vida em nosso planeta.
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ABSTRACT

From energy-rich phosphate compounds to
warfare agents: A review on the chemistry of
organic phosphate compounds

The chemistry of the phosphorus-oxygen bond is widely used in biological systems
in many processes, such as energy transduction and the storage, transmission and
expression of genetic information, which are essential to living beings in relation to a
wide variety of functions. Compounds containing this bond have been designed for many
purposes, ranging from agricultural defense systems, in order to increase food
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production, to nerve agents, for complaining use in warfare. In this review, features
related to the chemistry of organic phosphate compounds are discussed, with particular
emphasis on the role of phosphate compounds in biochemical events and in nerve
agents. To this aim, the energy-rich phosphate compounds are focused, particularly the
mode of their use as energy currency in cells. Historical and recent studies carried out by
research groups have tried to elucidate the mechanism of action of enzymes responsible
for energy transduction through the use of biochemical studies, enzyme models, and
artificial enzymes. Finally, recent studies on the detoxification of nerve agents based on
phosphorous esters are presented, and on the utilization of chromogenic and fluorogenic
chemosensors for the detection of these phosphate species.

Keywords: energy-rich phosphate compounds; nerve agents; adenosine triphosphate
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