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RESUMO

A tuberculose € uma doenca infecciosa muito antiga causada pelo
Mycobacterium tubrculosis. Com 9,2 milhdes de casos no mundo a cada ano até
2008, segundo a OMS e a gradual perda de eficacia dos farmacos existentes frente
a resisténcia dos microorganismos, merece especial atencao das autoridades de
nosso pais e motiva pesquisas na descoberta de novos fairmacos que venham a ser
bem-sucedidos no tratamento dessa enfermidade. Para isso, uma abordagem
muito usada € a busca de inibidores do metabolismo dos agentes patogé€nicos. A
via do 4cido chiquimico é uma rota biossintética fundamental para a manutengao
da bactéria e, assim, as enzimas pertencentes a via do chiquimato constituem um
excelente alvo no desenho de novos agentes antibacterianos. A enzima corismato
sintase catalisa a sétima e ultima etapa dessa rota, convertendo o 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fostato(EPSP) em corismato, este € um importante
precursor em outras rotas metabdlicas, como as de aminodcidos aromaticos,
folato, ubiquinona, vitamina K e outros produtos. A compreensao da reagao de
sintese do corismato € controversa, pois ndo ha unanimidade com relagdo ao
mecanismo nem quanto ao papel dos aminodcidos envolvidos. A elucidagdo da
mesma trard um significativo avango cientifico, ajudando a entender toda a
complexidade envolvida nessa etapa bioquimica, e também contribuird para o
desenvolvimento de novos inibidores da enzima. O estudo da reagdo de sintese
em questdo foi desenvolvido empregando o uso da quimica quantica
computacional em nivel DFT utilizando o funcional B3LYP e a base 6-31+G(d,p).
A partir dos orbitais Homo-Lumo e da otimizagao do estado de transi¢do entre
reagente e produto da reacdo (QST2), foi possivel esclarecer alguns pontos
importantes sobre a reacdo. Foi possivel propor um mecanismo de reagdo a luz

deste estudo quimico tedrico.

Palavras-Chaves: corismato sintase, reacdes enzimdticas, estudo quimico-

tedrico, DFT.



ABSTRACT

Tuberculosis 1s an ancient infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis. With 9.2 million cases worldwide each year by 2008, According to
WHO and the gradual loss of effectiveness of existing drugs through the
resistance of microorganisms, deserves special attention from our country's
authorities and encourages research in discovering new drugs that may be
successful in treating this disease. For this, a widely used approach is to search
for the pathogens metabolism inhibitors. The shikimic acid pathway is a
biosynthetic pathway critical to maintaining the bacteria, and thus the enzymes
belonging to the shikimate pathway are a prime target in the design of new
antibacterial agents. The enzyme chorismate synthase catalyzes the seventh and
final step of this route, converting the 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
(EPSP) in chorismate, this is an important precursor in other metabolic pathways,
such as aromatic amino acids, folate, ubiquinone, vitamin K and other products.
Understanding the chorismate synthesis reaction is controversial because there is
no unanimity regarding the mechanism or the role of amino acids involved. The
elucidation of it will bring a significant scientific advance, helping to understand
the complexity involved in this biochemical step, and also contribute to the
development of new enzyme inhibitors. The study of the synthesis reaction in
question was developed employing the use of quantum chemistry computational
in DFT level using the functional B3LYP and 6-31 + G (d, p) basis set. From the
orbital Homo-Lumo orbitals and optimization of transition state between reactant
and reaction product (QST2), it was possible to clarify some important points
about the reaction . It was possible to propose a reaction mechanism in the light

of this theoretical chemical study .

Keywords: chorismate synthase, enzymatic reactions, theoretical chemical

study, DFT.
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1. INTRODUCAO

A enzima corismato sintase catalisa a sétima e ultima etapa da via do 4cido
chiquimico ou comumente conhecida como via chiquimato, a qual converte o 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fostato (EPSP) em corismato, que € um precursor de
outras rotas metabdlicas, como as de aminodcidos arométicos, folato, ubiquinona,
vitamina K e outros produtos.

Uma vez que esta via metabdlica € ausente em mamiferos, porém presente
em bactérias fungos e plantas, ela se torna um excelente alvo para o
desenvolvimento de novas drogas antibacterianas, pois os inibidores da mesma
teoricamente seriam inertes nos seres humanos.

A compreensdo da reagdo de sintese da sétima tultima via do chiquimato
ainda € controversa, pois nao ha unanimidade com relacio a0 mecanismo nem
quanto ao papel dos aminoécidos envolvidos. Assim, a elucidagdo da mesma trara
um significativo avango cientifico, ajudando a entender toda a complexidade
envolvida nessa etapa bioquimica, e também contribuird para o desenvolvimento
de novos inibidores da enzima.

Abordagens quimico quintica computacionais do estudo da reagcdo da
sintese do corismato em nivel da Teoria do Funcional da Densidade quimica sao

carentes, existindo apenas uma publicagcdo desta natureza.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Enzima Corismato Sintase

A enzima corismato sintase (CS) catalisa a sétima e ultima etapa da via do
chiquimato, sendo o corismato o produto final desta via e o precursor na
biossintese de numerosos compostos aromdticos em bactérias, fungos, plantas e
protozoarios. Uma vez que o corismato estd ausente em desta via em mamiferos,
esta enzima torna-se alvo potencial para o projeto racional de medicamentos
(Coggins et al, 2003; Zheng et al 2008).

A CS catalisa a conversao do 5-enolpiruvilchiquimato-3-fostato (EPSP) em
corismato e necessita da flavina mononucleotideo na forma reduzida como cofator
(FMNH?2) (Hassan & Nester, 1978). Esta rea¢do € considerada unica na natureza,
pois envolve a perda do grupo 3-fosfato a e clivagem da ligacao do hidrogénio em
C-6 caracterizando uma eliminag¢ao anti-1,4, contrariando as expectativas, pois
eliminagdes 1,4 sdo orientadas em configuragdes syn e, além disso, a reagao nao

envolve mudanca do estado redox do substrato (Figura 1) (Hill & Newkome,

1969; Floss et. al., 1972; Onderka & Floss, 1969).

Figura 1: Conversiao de EPSP em Corismato pela enzima corismato sintase, considerada tinica na natureza
com configuracio anti.
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2.2 Mecanismos de Reacao

Embora todos os pormenores a respeito desta reacdo ainda niao foram
completamente elucidados, dados publicados ao longo dos anos t€ém revelado
aspectos quimicos importantes da reacao em questao.

Estudos experimentais demonstraram que:

I) A saida do grupo fosfato precede a saida do hidrogénio em C-6(Pro-R)
(Bornemann et. al., 1996).

2) A FMNH2 atua como nucleéfilo doando um elétron ao substrato EPSP
facilitando a saida do grupo fostato (Bornemann, 2002; Macheroux et. al., 1999).

3) Os aminoacidos histidina 17 (His 17) e histidina 106 (His 106)
funcionam como &cido no sitio ativo. Com a his 106 protonando a FMNH2 em
N(1)-C(2)=0, enquanto que a His 17 estd envolvida na protononacdo que
facilitaria e saida do grupo fostato, conforme a ilustracdo do mecanismo proposto

(Figura 2) (Kitzing et. al., 2004).

His Z “NH
106\(&)_\_}‘

[ @ |
N NYO I N, N0
H | NH H NH
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Figura 2: Mecanismo onde é mostrada a participacio dos residuos His 17 e His 106 na reacio de sintese do
corismato. (Kitzing et. al. 2004).
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4) O residuo de 4cido aspartico 367 (Asp 367) se mostrou importante para
areacdo de sintese, pois mutacdes feitas com alanina e asparagina mostraram uma
reducdo de 300 e 600 vezes da atividade enzimadtica. A posicdo deste residuo
proxima ao substrato e ao &tomo de N(5) do anel isoaloxazina da FMNH?2, o torna
forte candidato na participacdo da etapa de retirada do hidrogénio do substrato
EPSP pela flavina mononucleotideo conforme o mecanismo proposto na figura 3

(Rauch et. al., 2007).
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Figura 3: Mecanismo proposto onde é mostrada a participacdo do Asp367. O residuo de Asp367 retira um
hidrogénio de uma molécula de agua, esta retira um hidrogénio de N(5) do anel isoaloxazina da flavina
mononucleotideo, que por sua vez participa na abstracio do hidrogénio em C(6), o que resultara na formacio do
corismato. (Rauch et. al. 2007).

5) Os residuos de serina 16 e 127 (Serl6, Ser 17), também se mostraram
importantes no mecanismo de reacao, pois mutagdes feitas com alanina (Ala) em
duas proteinas mutantes mostraram uma diminui¢do da atividade enzimatica em
6 vezes para a mutagdo (Serl127-Ala) e 70 vezes para e (Serl6-Ala). A relevancia

desses residuos ficou ainda mais evidente quando a enzima com mutacdo dupla
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(Ser16-Ala-Ser-127-Ala) ndo apresentou atividade enzimatica. O mecanismo de
reacao proposto com a participagao desses residuos € mostrado na Figura 4 (Rauch

et. al., 2008).

Ho NH Ho fNH
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NH Electron : NH H
N N
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/
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COy er
Ht.r,,
LGS
0,67 o —pP—
OH

Figura 4: Mecanismo de reacio proposto com a participacdo dos residuos Ser16 e Ser127. (Rauch et. al. 2008).

A despeito desses mecanismos, onde a participacdo dos aminoécidos €
evidenciada, embora ainda ndo se tenha um veredito sobre os papéis exatos de
cada qual o mecanismo realmente ocorre, sdo propostas duas linhas gerais de
mecanismo para esta reagao, um mecanismo radicalar e outro catidnico (Figura 5)
(Maclean & Ali, 2003).

Conforme a proposta de mecanismo A (Figura 5), o intermedidrio formado
pelo reagente EPSP € catidnico, enquanto que na proposta B (Figura 5) o
intermedidrio € um radical. Neste mecanismo, a FMNH2 participa realizando um
ataque nucleofilico radicalar direto no substrato levando a perda do grupo fosfato,
enquanto que no mecanismo de intermedidrio cationico a FMNH?2 ndo participa
da clivagem da liga¢do do grupo fosfato. Em ambos os mecanismos a FMNH?2

participa abstraindo o d&tomo de hidrogénio que finalizard a reacao.
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3. 0O MODELO TEORICO

3.1 Método de Hartree-Fock

A aproximacdo de Hartree-Fock € central na quimica quantica, pois
permitiu que o cdlculo de propriedades atdbmicas € moleculares fosse realizado de
uma forma mais simples e, apesar de fornecer resultados pobres em alguns casos,
¢ central no sentido de que muitos métodos que foram além desta aproximacao
usam-na para constru¢ao de suas metodologias.

Pode-se entender a aproximacdo de Hartree-Fock (HF) como sendo um
método de escrever a melhor fungdo de onda do estado fundamental de um sistema
a partir de um determinante simples formado por spin-orbitais e descrito pelo

hamiltoniano % :

W) =020 Xy X))

Equacao 1

De acordo com o principio variacional, pode-se encontrar o melhor
conjunto de orbitais de spin que minimizem a energia eletronica total ndo-
relativistica. Na aproximacdo de HF, a equacdo abaixo € usada para encontrar o

valor da energia eletrOnica:

W)z, 0)+ X[l @F it b, 0- X a0z, @07 oy (0)= £,2,0)

b#a b#a

Equacio 2
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Onde:
Z
h(1)= EEREN St
2 A Na
Equacio 3

¢ a energia cinética e potencial de atracdo do nucleo A emrelagdo ao elétron

1. A quantidade ¢, € a energia do spin-orbital y, .

Na Equacao 2, os termos de soma de indice b representam as interagdes
entre os elétrons. Sem estes termos, a equacao de HF torna-se a equacio de
Schrodinger para um elétron no campo criado pelo nicleo A. O primeiro termo
da soma em b € o termo conhecido como o termo de Coulomb. Este termo

representa o potencial sentido pelo elétron 1, que estd em y,, produzido pelo
elétron 2 que estd em y,. Pela soma sobre todos os elétrons b#a obtém-se um

potencial médio criado pelos N-1 elétrons do sistema. Associado a esta

interpretacao, € conveniente definir o operador:

J,(0)=[dv,|z,(2) )

Equacao 4

que representa o potencial criado pelos elétrons em y, sentido pelo elétron

em y,.

O segundo termo na equagdo representa o termo de troca que aparece
devido a natureza antissimétrica da fun¢ao de onda HF. Definindo o operador de

troca:
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K, )z, ()= dx, z; @3 2.2}z, 1)

Equacio 5

A operagdo de K, sobre y, envolve a “troca” do elétron 1 e do elétron 2.

Diferentemente do operador de Coulomb, o operador de troca € um operador ndo-
local, desde que ele ndo existe como um potencial em um ponto determinado do
espaco.

Utilizando os operadores definidos nas equacdes acima, a equagao de

Hartree-Fock pode ser escrita da seguinte forma:

[h<1>+zf,,u)—zm(l)}zaa):s,,za

b#a b#a

Equacao 6

e, eliminando a condicdo da soma, define-se o operador de Fock por:

Equacao 7

Assim, a equacao de Hartree-Fock pode ser escrita da seguinte forma:

Z.)

fdx.) =¢.

Equacio 8

O operador de Fock, definido acima, é a soma do hamiltoniano
monoeletronico A(1) e de um operador potencial de um elétron chamado de

potencial de Hartree-Fock, v (1).
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Assim:

0" (1)=27,0)-K,(1)
F1)=h(1)+0™ (1)

Equacio 9

Os resultados da resolucdo da equacdo de Hartree-Fock tém informacdes
preciosas para os quimicos, tais como a afinidade eletrOnica e o potencial de
ionizagao estabelecidos pelo Teorema de Koopmans. Entretanto, a equacao de HF
¢ uma equacgdo integro-diferencial. Seria oportuna uma forma de resolver a
equacao de HF de forma algébrica, o que economizaria esforco computacional.
Este avanco foi dado pela introdu¢ao de um conjunto de fungdes de base, proposto
por Roothaan, que mostrou que as equagdes integro-diferenciais poderiam ser
resolvidas através de célculos com matrizes. Assim, a funcdo de onda seria

expandida em um conjunto de fun¢des, da seguinte forma:

Equacao 10

Pela Equagdo 10, a funcdo de onda y, seria exatamente expandida se o
conjunto de base ¢, fosse infinito. Entretanto, este requerimento nao pode ser

satisfeito por razdes técnicas. Assim, deve-se escolher um conjunto de funcdes
que possam descrever da melhor maneira possivel a fun¢ao de onda y,.
Dado, entdao, um conjunto de fungdes de base conhecido, o problema de se

expandir a fungdo de onda y, torna-se uma questdo de descobrir-se o melhor
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conjunto de coeficientes C, , que pode ser obtido pela substitui¢do da Equagao 10

i 2

em 8, dando:

FOXCut,()=26,2.Cug 1)

Equacio 11

Através da multiplicacdo pela esquerda por ¢ (1) e integrando, transforma-

se a Equacdo 11 em uma equacdo matricial:

Z CyiJ'd N, (l)f(1)¢y (1) =¢ Zc;a'J‘d g, (1)¢;1 (1)

Equacao 12

da qual pode-se definir duas matrizes importantes para o cdlculo HF: a
matriz de overlap, S e a matriz de Fock, F.

A matriz de overlap pode ser escrita da seguinte forma:

S,,, = [ dng; (g, (1)

Equacao 13

sendo uma matriz KxK hermitiana com 0< S <1.

A matriz de Fock é:

F,, = [drg; () (g, (1)

Equacao 14

onde f£(1) é o operador de um elétron e qualquer conjunto de fungdes de um

elétron define uma representagdo matricial deste operador.



23

Com estas matrizes definidas, pode-se reescrever a Equacdo 10 da seguinte

forma:

> F,C,=¢>.5,C, i=12,...,K
H H

Equacao 15

A Equacao 15, escrita na forma matricial, ou seja, usando as representacoes

matriciais dos operadores tem a seguinte forma:

FC=SCe

Equacao 16

Para resolver a Equacdo 16, entretanto, € necessario uma forma explicita
para a matriz de Fock e para isso € preciso a introducdo do conceito de matriz
densidade.

Para um elétron descrito pela funcdo espacial w,(r), entdo a probabilidade
de encontrar o elétron em um elemento de volume dr em um ponto r é |y, (rfd r

e pode-se definir a densidade de carga, p(r), como |y, (r]2 que pode ser escrita

como:

Y
plr)= 22,

Equacao 17

w,(r)
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Para uma molécula de camada fechada, onde cada y_, contenha dois

elétrons, sendo que se for realizada a integracdo da Equacdo 17, deve

corresponder ao numero total de elétrons:

Y %
Jdrp(r): 2; v, (1'12 = 221 =N

a
Equacao 18

Para um determinante simples, a Equacdo 18 mostra que a densidade total
de carga € a soma da densidade de carga de cada um dos elétrons.

Inserindo a Equacdo 10 na Equacgdo 17, tem-se:

Y
plr)= 2; v, (r)
_ Z%JZC;;&; (5C. 0
Y
_ zlzz C.C. }0 (r)g; (r)

=;&m&m&)

Equacao 19

onde é definida a matriz densidade:

N,

P, = 222CWCW

Equaciao 20

A matriz de Fock € a representagdo matricial do operador de Fock,

mostrado na equagdo 7, na base {(/ﬁy}, ou seja:
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= [drg: 0709, 0)
_ jdr¢: (0, (0)+ 3 [ares (027, () K, (), )
=H; "+ Za: 2(vy‘aa)— (va‘a,u)

Equacio 21

onde a matriz do Hamiltoniano do core é definida como:

H = [drg; (1), (1)

Equacao 22

Os elementos de matriz do Hamiltoniano do core sao integrais envolvendo
o operador de um elétron, A(1), descrevendo a energia cinética e potencial do
elétron. Assim, as expressoes da energia cinética (T) e potencial (V) podem ser

escritas:

T, =[drg Wf-4v: ]¢“ (l)
e — J'dl'¢ { 2 ‘rl } v

Equacao 23

podendo-se com estas definicdes escrever o Hamiltoniano do core da
seguinte forma:
core nuclear
H,=T,+V,

Equacao 24

O préximo passo na representacdo da matriz de Fock € a representagcdo
especifica da parte que representa as integrais de dois elétrons. Assim, retornando
a Equacgdo 21 e inserindo a expansao para representagao dos orbitais moleculares,

tem-se:
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I% *
F,=H+Y Y C,Cl2Mvidor)- (Ao )
a Ao
=Hy + Y P, [vidor) -4 (o)
Ao
—H"+G,,

Equacao 25

sendo G,, a parte que representa as integrais de dois elétrons na matriz de

Fock. Assim, esta expressdao contém uma parte que representa o cdlculo das
integrais de um elétron (H®) e outra parte que depende da matriz densidade P, a
parte das integrais de dois elétrons G.

Devido ao fato dos termos de repulsdo intereletronica ndo serem
separdaveis, deve-se recorrer a um procedimento iterativo para sua resolugdo. Este
procedimento foi introduzido por Douglas Hartree, em 1928, e é chamado de
Método do Campo Auto-Consistente de Hartree, SCF (do inglés Self-Consistent
Field Method) e pode ser observado em seu funcionamento através da Figura 6 a

seguir:

Escolha de um
conjunto de A

- 4
fun(;oes de base \ Tormulagiio de um conjuntoe
N inicial de cocficientes ¢,
porntanto, de [ungoes de onda

Meatriz d; Fock //
' F
cileulnda y T /
matriz de u\u,rl.lp / / // (/ |
X:} N / , i
0
energias , €, 4
coeficientes - Cja
Wy
e o

Figura 6: Esquema de um ciclo do Método do Campo Auto-Consistente.
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Os célculos HF podem ser considerados de duas formas diferentes. Quando
se realizam cdlculos sobre um sistema no qual se considera que os orbitais que
representam os elétrons de spin up e aqueles que representam os de spin down sao
condicionados a terem a mesma parte espacial, diz-se que o calculo HF realizado
¢ um célculo HF restrito. Neste caso, as equagdes usadas sdo as equacdes de
Roothaan, vistas anteriormente.

Todavia, quando esta condi¢cdo ndo é imposta, ou seja, a parte
espacial dos orbitais que representam os spins up € down sao diferentes, tem-se
um cdlculo HF ndo-restrito, que faz uso das equacdes de Pople-Nesbet descritas
abaixo.

Levando em conta, entdo, esta diferenca espacial, deve-se construir

fun¢des de onda da seguinte forma:

W) =[PP )

Equacao 26
A equacgdo de HF € escrita como a Equagdo 8:

f(])Zi =&EX

Equacao 27

mas, devem ser inseridos os orbitais nao-restritos:

Equacao 28
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Assim, considerando apenas o orbital y{ para efeito de simplicidade a

substituicdo da Equagdo 28 em 27 resulta em:

Sy (e)edle) = &5y (r)edo)

Equacao 29

A energia obtida na Equacdo 29 diz respeito ao orbital ¢, pois com
diferentes partes espaciais as energias para os orbitais nao-restritos seriam
também diferentes. A Equagdo 29 considerou apenas a parte «, mas a parte em [
também pode ser escrita da mesma forma, ou seja, fazendo as multiplicacoes

necessdrias para a eliminagdo do spin dessas equacdes obtém-se:

fDye)=erpwe(1)
Fy ! (1)=ely! (1)

Equacao 30

Para a resolugdo das equagdes I1.30, deve-se, da mesma forma que para as
equagdes formadas no caso restrito, introduzir um conjunto de base para expandir

a funcdo de onda. Assim, as fungdes de onda podem ser escritas da seguinte forma:

wi=2.Cud, i=12..,K
u=1
K

vi=>Chd, i=12..,K
pu=1

Equaciao 31

Realizando as devidas multiplicagdes, chega-se a forma nao-restrita da

Equacgdo 15, que em forma matricial é escrita como:
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F°C® = SC’¢"
F’c? = SC’s”

Equaciao 32

As Equacgdes 32 sdo generalizagOes ndo-restritas das equacoes restritas de
Roothaan. A maneira de se resolver o procedimento SCF, mostrado na Figura 6,
¢ essencialmente o mesmo. Vale ainda lembrar que quando o niimero de elétrons
o € igual ao de elétrons f, os resultados apresentados pelas equagdes de Roothaan
sdo os mesmos obtidos pelas equacdes de Pople-Nesbet.

O método Hartree-Fock € imprescindivel para que cdlculos em sistemas
com muitos elétrons sejam factiveis. Entretanto, existe um fator importante nao
levado totalmente em consideracdo pelo método de HF, a correlacdo eletrOnica.
Tal propriedade pode ser entendida como a influéncia sentida por um elétron
devido a presenca dos outros elétrons do sistema.

Esta correlacao pode ser avaliada através da Energia de Correlacdo (Ecor),
definida como:

E, =¢ —E,

corr

Equacao 33

onde ¢, € a energia exata nao relativistica do sistema e E, € a energia HF.

Esta energia € responsavel pela predi¢do mais exata de varias propriedades,
tal como a energia de dissociagdo da molécula de H», ou seja, a dissociacdo de
uma molécula de camada fechada em fragmentos que apresentam camada aberta.

Assim, para se obter uma descricao mais exata de vdrias propriedades e do

corr

sistema como um todo, alguns métodos que levam em consideracio a E_,, foram
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desenvolvidos, podendo-se citar, entre eles, o Método da Interacdo de
Configuracoes, MIC (CI — Configuration Interaction), o método que aplica a
Teoria de Perturbacdo (TP), o método de Coupled Cluster (CC) e a Teoria do
Funcional da Densidade TFD — (em inglés DFT — Density Functional Theory),
que, apesar de nao derivar do método de HF, leva em consideracao a correlagdo
eletronica quando da formulag¢io dos funcionais, como serd demonstrado quando

se tratar da DFT.

3.2 Teoria do Funcional da Densidade — Density Functional Theory

(DFT)

Em 1927 e 1928 foram lancadas, por Thomas e Fermi (Thomas, 1927;
Fermi, 1928), as bases do que mais tarde seria o ponto de partida para Hohenberg
e Kohn (Hohenberg & Khon, 1964) proporem a Teoria do Funcional da Densidade
—DFT (sigla em ingl€s). Segundo estes pesquisadores, o movimento dos elétrons
deveria ser considerado nao-correlacionado e que a energia cinética do sistema
poderia ser descrita como uma aproximacao baseada em elétrons livres através da

relagdo:

n(r)= NJ.dr2 ...jdrN ¥ (r,r,,...r, )¥(r,r,,...r,)

Equacao 34

sendo que esta integral pode ser mais facilmente descrita que a funcdo de
onda V.

Pouco tempo apds estes trabalhos iniciais, Dirac propds que os efeitos de
troca poderiam ser incluidos como um termo derivado da densidade de troca de

um sistema homogéneo (Dirac, 1930). Os resultados obtidos por Dirac foram
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adotados por Gaspar que obteve resultados segundo os quais o potencial de troca
poderia ser obtido de uma forma um pouco diferente a partir de um argumento
variacional (Gaspar, 1954). Estes resultados mostraram que as aproximagoes
baseadas em sistemas homogéneos poderiam ser utilizadas com algum sucesso
mesmo em sistemas que nao fossem uniformes.

No tratamento de Thomas-Fermi, os elétrons sdo tratados como particulas
independentes e as interacoes elétron-elétron aparecem apenas na forma de

energia eletrostatica:

Eee[n]:éjdrjdr'nf:z—’i(f’)

Equacao 35

Ademais, é assumido que a energia cinética € dada por:

T[n] = Id r t[n(r)]

Equacao 36

onde #[n] é a densidade energia cinética para um sistema de elétrons nao
interagentes, 0 que seria uma boa aproximag¢ao apenas se n(r) variasse muito
vagarosamente no espaco, ou seja, que os elétrons “sentissem” como em um meio
homogéneo.

A energia cinética inicial para este sistema € dada por:

1,ln]=C,Jdrn(e)]"

Equacao 37

Onde:
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h 223
c =3 (37 Y%m

Equacao 38

Realizando a minimizacdo do funcional E[n], com a condi¢cdo de que o

numero de elétrons permaneca constante, tem-se a equacao de Thomas-Fermi:

%Ckn(r)% +ezjdr’ (r) -V

|r_rr ext(r)+ﬂ’:()

Equacao 39

O método de Thomas-Fermi foi bastante utilizado no passado, apesar de
fornecer resultados nao tao bons para algumas propriedades, como a densidade de
carga e o potencial eletrostatico, além de apresentar algumas deficiéncias, como
ndo prever ligacdo quimica. Apesar disso, ele € um método exato no limite da
carga nuclear infinita.

Contudo, mesmo com algumas defici€ncias, todos estes trabalhos firmaram
uma sélida base no conceito de que a densidade poderia ser utilizada como uma
maneira alternativa para a realizacdo de cdlculos quanticos. Entretanto, a
demonstracao de que as propriedades do estado fundamental de um sistema com
particulas interagentes, particularmente a energia total E, foi dada por Hohenberg
e Kohn, no qual o formalismo mostrado por estes pesquisadores €, em principio,
exato e o formalismo de Thomas-Fermi pode ser derivado como uma
aproximacao.

De fato, Hohenberg e Kohn propuseram alguns teoremas que
fundamentaram o formalismo da DFT e suas mais variadas aplicacoes. Eles

provaram que:
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e Qualquer observdvel em um sistema quantum-mecanico estacionério
(incluindo a energia) pode ser calculada exatamente, a principio, a partir
da densidade do estado fundamental apenas, ou seja, qualquer
observavel pode ser escrita como um funcional da densidade do estado
fundamental.

e A densidade do estado fundamental pode ser calculada exatamente, a

principio, usando o método variacional envolvendo apenas a densidade.

Estes teoremas, que embora tenham sido propostos originalmente para o
estado fundamental e independente do tempo, originaram-se como perguntas
interessantes sobre um assunto bem conhecido dentro do escopo da quéntica: a
relacdo dos nucleos atdmicos e o movimento dos elétrons, o que leva a
aproximacdo de Bohr-Oppenheimer, na qual o estado fundamental do sistema
eletronico € resultado da posicdo dos nucleos, ou seja, dentro do Hamiltoniano
eletronico:

Hele :T; +Uee +V

ext

Equacao 40

onde a energia cinética dos elétrons, 7,, e a energia potencial

e

intereletronica, U, , sdo condicionadas pelo potencial externo V,,. Uma vez que

este potencial ¢ determinado e aplicado, estas quantidades “ajustam-se” a ele para
obter o estado energético mais estavel possivel.

Hohenberg e Kohn propuseram a questdo relacionada ao potencial externo
de uma maneira alternativa: o potencial externo, V,,, pode ser completamente
determinado pelo conhecimento da densidade eletronica, n(r)? Pode-se encontrar
onde e como os niicleos estdo conhecendo-se a densidade, n(r)? A resposta para

estas questoes, caso seja afirmativa, € importante, pois a partir do conhecimento
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da densidade eletronica qualquer informagdo sobre o sistema pode ser
determinada. E esta resposta é afirmativa.

Dois pontos sdo importantes para entender as deficiéncias do tratamento
proposto por Thomas-Fermi: um deles é a descricdo problemdtica da energia
cinética dos elétrons e o outro € assumir que os elétrons movimentam-se de forma
independente, ou seja, sem correlacdo. Vdrias tentativas de melhora foram
propostas, mas a melhor forma de refinar o célculo da energia total foi proposta

por Kohn e Shan, levando a equagao (Sham & Kohn, 1966):

Eln]=T[n]+ [drn(e)V., (r)+ )]+ Eye [1]

Equacao 41

onde 7, € a energia cinética que o sistema de densidade n teria se nao
houvesse interagao eletronica, ® € o potencial coulombiano cldssico para elétrons
e E,. nao pode ser calculada exatamente tornando-se, assim, importante para a
descri¢do da energia e de todas as outras propriedades do sistema. Este funcional,
E,., conhecido como funcional de troca e correlacdo, inclui todos os fatores
importantes para a descri¢ao das propriedades do sistema que nao foram incluidos

nos termos anteriores, ou seja:

o o fator de troca eletronica

o a correlacao eletronica

o a parte da energia cinética que € necessdria para corrigir 7T,

o a corre¢do de auto-interacdo introduzida pelo potencial

coulombiano
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O potencial quimico, u, € uma expressao importante que pode ser descrita

em termos da densidade através da relacdo:

SE[n(r)] _ o7, [n(r)] U (©)+0,(r)+ OE v [n(r)]

ne)

Equacao 42

Através desta relagao pode-se definir um potencial efetivo:

Equacao 43

onde foram agrupados todos os termos, exceto a energia cinética das
particulas ndo interagentes. Assim, este potencial efetivo € descrito por:

Vy (r) =V (r) +U, (l’) +Vie (l’)

Equacao 44

onde o potencial de troca e correlacdo € definido como uma derivada

funcional:

Equacio 45

A equagdo que descreve o potencial quimico assemelha-se a equacdo de
Schrodinger para particulas nio interagentes e pode ser resolvida a partir da

expressao:
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[_ % V24V, (r)}¢,-’“ (r)=c,¢"(r)

Equacao 46

onde existe uma diferenca bastante importante com relacdo a equagao de
Hartree-Fock, ou seja, nesta equacgdo, o potencial efetivo depende de cada elétron
criando um potencial que € diferente para cada elétron. No caso da Equagdo 46, o
potencial ndo depende de cada elétron, mas sim apenas de r, ou seja, € 0 mesmo
potencial sentido por todos os elétrons. Os orbitais de Kohn-Shan sdo derivados

desta equacao e podem ser usados para computar a densidade total:

Equacao 47

Estes orbitais podem ser usados para melhorar a descricdo de X}Qf que pode

ser usado para iniciar um novo ciclo SCF. Assim, a procura por funcionais que
descrevam o mais exatamente possivel os efeitos de n em ambientes moleculares

¢, assim, tema de intenso trabalho, pois a partir de uma densidade inicial, n,,
calcula-se o potencial, V,. que é usado para calcular os orbitais de Kohn-Shan, e

a partir daf a energia e todas as outras propriedades.

Alguns métodos sdo utilizados para escrever os funcionais. Como uma
primeira aproximacdo neste sentido, pode-se considerar que a densidade local
pode ser tratada como um gds de elétron homogéneo, ou seja, um sistema onde a
densidade varia lentamente com as coordenadas. Neste caso pode-se escrever o

funcional considerando-se a Local Density Aproximation (LDA):

E}L(DA [n] = ji(r)gx n(r)dr

Equacio 48
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Onde:

g [n]: —C n%

X

Equacao 49

Equacao 50

Todavia, em ambientes moleculares, esta aproximacdo nao ¢
suficientemente boa, pois a densidade varia rapidamente com as coordenadas e
uma aproximac¢dao melhorada surgiu da consideracdo do spin dos elétrons na
densidade, embora nao sejam necessarios para o calculo da densidade local. Deste

modo passou-se a utilizar a LSDA, (Local Spin Density Aproximation):

EZnl= e, [ (rn ()ar

Equacao 51

Onde:

e o ]

Equacao 52

A energia de correlagdo de um gas uniforme de elétrons pode ser calculada

através do método de Monte Carlo para um nimero diferente de densidades.
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Vosko tém construido algumas férmulas para a estimativa desta energia (Vosko
et. al., 1980). Caso a densidade ndo seja uniforme, a energia de troca e correlagdo
calculada usando a aproximac¢do de um gas de elétrons uniforme nao € uma boa
aproximacdo. Uma forma de se melhorar a descricdo do sistema € calcular a
energia de troca e correlacdo através do gradiente da densidade total em uma
aproximag¢ao conhecida como GGA (Generalized Gradient Approximation).

Existem vdrias propostas para o funcional EJ?, sendo as mais utilizadas

atualmente as de Perdew-Burke-Erzenhof (Perdew et. al., 1996), de Lee-Yang-
Parr (Lee et. al., 1988), de Perdew e Wang (Perdew & Wang, 1992) e de Becke
(Becke, 1993).

Outros funcionais sao construidos de uma forma mista, hibrida, no
sentido de inserirem uma fracdo do termo de troca advindo do método de HF no
funcional de troca da DFT, partindo-se de resultados experimentais obtidos para
sistemas moleculares bem conhecidos, ou seja, constituindo uma forma semi-
empirica de tratar o problema. Um exemplo deste tipo de funcional é o descrito

na Equacdo 53:

EY =-aES™ +aEJ™ + bAES™ + ESP + cAEZ™

Equacao 53

3.3 Conjuntos de Base

A utilizagdo de conjuntos de base para a realizacdo de célculos quimico-
quanticos surgiu em 1954 com a proposta de Roothaan (Roothaan, 1951). A
introdugcdo destes conjuntos permitiu que cdlculos moleculares pudessem ser

realizados sem a necessidade de se resolver as equagdes de Hartree-Fock, como
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era prética até entdo (Levine, 1991). Dessa forma, iniciou-se a busca por conjuntos
de base que melhor respondessem as necessidades de cada utilizacgao.

O procedimento de constru¢do de um conjunto de base demanda um esforgo
considerdvel, no que diz respeito ao tempo de busca do melhor conjunto de
funcdes para descrever o sistema e as propriedades desejadas. Este tempo é
plenamente justificivel, desde que a qualidade de tal conjunto € fator
imprescindivel na obtencdo de resultados de qualidade aliado ao formalismo
utilizado para a construcdo da func¢ao de onda.

Estes conjuntos de base podem ser construidos utilizando-se funcdes que
possuam algumas propriedades, tais como serem bem comportadas no intervalo
utilizado e, também, serem continuas. Assim, qualquer fun¢cdo que obedeca, entre
outras, a estas condi¢des, pode servir como uma funcao de base. E entre as fungdes
de base mais conhecidas estdo as Fungdes do Tipo Slater (FTSSs) e as Fungdes

Tipo Gaussianas (FTGSs). As FT'SSs podem ser escritas a seguinte forma:

81,0, 0)=[2n)] > 2a)y 2 ey, (6.0)

Equacao 54

onde n e a sdo parametros variacionais, [ € m sd30 nimeros quanticos e

Y, (0,9)€ um harmonico esférico. Estas fun¢des apresentam um comportamento

em valores pequenos e grandes de r e sua semelhanca com as fungdes que sdo
solucdes do dtomo de Hidrogénio fazem dela uma opg¢ao natural para cdlculos
atomicos. Entretanto, quando o cdlculo deve ser transferido para uma molécula,
as integrais multicéntricas geradas pela utilizacdo de FTSs sdo de dificil
resolugdo, o que fez com que os pesquisadores buscassem outra alternativa que

surgiu na forma de FTGs que podem ser representadas da seguinte forma:
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#(r,0,0)=Nr"'e Y, (6,9)

0 2n+3/2 %
(2n DVr

Equaciao 55

(2n+1)/4

onde N € uma constante de normalizagdo, o € um parametro variacional e

Y, (0,9) € um harmonico esférico. A introdugao destas fungdes foi feita por Boys

(Boys, 1950) e, apesar de ndo apresentarem 0 mesmo comportamento mostrado
pelas FTSs para valores de r grandes ou pequenos, sua popularidade reside no fato
de que a resolucdo das integrais multicéntricas torna-se mais facil do que quando
se utiliza FTSs.

Assim, deve-se utilizar uma combinagdo de FTGs para que represente de
maneira satisfatoria uma FTSS, como pode ser observado pelas Figuras 7, 8 e 9 a

seguir:

............

Z 4

Figura 7: Comportamento de uma FTGs em relacio a uma FTSs.

A Figura 7 mostra o comportamento de uma FTGs em relacao a uma FTSs.
Pode-se observar que a curva que representa a FTSs (linha pontilhada) tem um

comportamento mais adequado as necessidades do problema de representacdo da
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parte radial dos “orbitais”, ou seja, um decaimento suave e uma boa representacao
da regido préxima do nicleo. Para que as FT'Gs possam representar o melhor
possivel as FTSs deve-se utilizar uma combinag¢io de FTGs, como mostrado nas

Figuras 8 € 9.

1 ..:é .l'-

2

Figura 8: Representacio do orbital 1s do H utilizando uma FTGs (linha sélida) e uma FTSs (linha pontilhada).

s

2 4

Figura 9: Representacido do orbital 1s do H utilizando quatro FTGs (linha sélida) e uma FTSs (linha
pontilhada).

Assim, apesar do uso de FT'GS aumentar o nimero de fun¢des de base, o
que aumenta o esforco computacional, a resolugdo de integrais multicéntricas fica
facilitada, justificando, assim o uso de FTGS.

Para que estes conjuntos possam melhor descrever o sistema em estudo

alguns parametros sdo otimizados, ou seja, os expoentes das funcdes, que podem
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ser otimizados individualmente (conhecido como ‘“otimizagdo bruta”) e que
apesar de produzir bons resultados exige um esforco computacional considerdvel,
levando-se em conta 0 numero de expoentes a serem otimizados, favorecendo,
entdo, a constru¢cdo de conjuntos de base de pequena dimensao.

A descricdo da estrutura eletronica de atomos pode ser feita para cada
atomo individualmente, sendo o conjunto de base dessa forma construido
conhecido como “conjunto de base adaptado”, tendo como trabalho inicial os
conjuntos desenvolvidos por Huzinaga (Huzinaga, 1965), foram construidos
especialmente para os elementos de nimero atdomico de 1 a 10. Alternativamente,
tais conjuntos podem ser construidos para descrever uma série de 4tomos, ou seja,
a constru¢ao de um conjunto de base universal. A primeira referéncia na literatura
deste tipo de conjunto de base aponta para o trabalho de Silver e Nieuwpoort
(Silver & Nieuwpoort, 1978), que construiram um conjunto de base universal
utilizando FTSs, contando com 9 fungOes para a simetria s € 6 para a simetria p
(para o maior conjunto) para os atomos de He, Be, B, C, N, O, F, Ne, Mg, e Ar.
Este tipo de conjunto de base, denominado “conjunto de base universal”, foi
depois desenvolvido por outros grupos utilizando-se também FTGs (Dasilva
1993; Dasilva et. al., 1989).

Além de poderem ser construidos para descrever dtomos unicos ou um
grupo deles, os conjuntos de base podem, também, ser construidos para descrever
propriedades especificas, tais como as propriedades elétricas, como os conjuntos
construidos por Sadlej (Sadlej, 1988; Roos & Sadlej, 1985; Wolinski et. al., 1985)
ou os conjuntos desenvolvidos por Pople, para descrever a geometria molecular
(Hehre et. al., 1972; Dill & Pople, 1975; Collins, 1976; Binkley & Pople, 1977,
Binkley et. al., 1980; Gordon, 1982).
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral: Estudar teoricamente a reac@o de sintese do corismato a partir

do EPSP realizado pela enzima corismato sintase.

4.2 Especificos:

a) Descobrir as conformagdes geométricas mais estaveis para 0os compostos
da reacao.

b) Obter o estado de transi¢ao da reagao.

c) Obter informagdes sobre propriedades eletronicas, tais como, orbitais
HOMO, LUMO, e densidade eletronica NBO.

d) Analisar as informagdes e publicid-las de modo a fornecer dados
quimicos ainda ndo existentes subsidiando maior entendimento da controversa

reacao.
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5. MATERIAIS E METODOS

O método aplicado consistiu em uma abordagem quimico-tedrica
utilizando-se célculos de mecanica quantica para o estudo da reagdo, para tanto,
as ferramentas a serem utilizadas foram: a) Pacote Gaussian 03W; b) Visualizador
grafico Gauss03 View™; ¢) Hyperchem 7.0, d) 1 computador pentium IV, 1G de

memoria ram.

5.1 Modelo Utilizado

O modelo adotado para estudar a reacdo utilizou as estruturas da enzima
corismato sintase, da coenzima flavinamonucleotideo (FMN) e a do substrato
Enolpiruvilchimato-3-fosfato (EPSP) alocados no sitio ativo da enzima obtidas
no Protein Data Bank (PDB), sob o cddigo 1QXO. As estruturas foram entao
visualizadas e editadas utilizando o software HyperChem 7.0 (HyperChem ™),
onde foi i1solado primeiramente o sitio ativo da enzima e posteriormente apenas o
substrato (EPSP). O produto da reagao da enzima corismato sintase, foi modelado
a partir do reagente EPSP no software HyperChem 7.0.

O estudo iniciou-se com uma otimiza¢io com o software Gaussian 03W™
(Frisch, et. al.,, 2003) a 310.15 K utilizando funcional B3LYP, que combina o
hibrido de troca de Becke de trés parametros (B3) (Becke 1997) e funcional de
correlacdo (LYP), de Lee-Yang-Parr (Lee et. al., 1988) e a base 6-31+G(d,p)
(Hehre, et. al., 1972; Hariharan & Pople, 1973), que compreende 6 funcgdes
gaussianas primitivas para descrever os elétrons do core atdmico € os nimeros

apos o hifen indicam o niimero de primitivas nas fungdes de valéncia, sendo que
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destas 3 estdo contraidas e duas estdo puras. O simbolo (d,p) indica que esta sdo
duas fungdes polarizada, o que descreve melhor os orbitais. As funcdes difusas,
simbolizadas por +, sdo importantes para a descri¢ao de orbitais moleculares de
anions, estados eletrOonicos excitados, interacdes intra e intermoleculares.
Posteriormente, com ajuda do Hyperchem, a estrutura do substrato foi modificada
de modo a ser convertida no produto da reacdo desejada, o corismato, que teve
sua geometria otimizada sob as mesmas condi¢des do reagente EPSP.

Posterior a otimizagao de geometria dos compostos, realizou-se os cdlculos

de diversas propriedades eletrOnicas tais, como:

e Distancias interatOmicas
e Densidade eletronica
e Energia molecular

e Orbitais moleculares HOMO e LUMO

O estado de transi¢do foi obtido a partir das estruturas do reagente e do
produto através do pacote Gausssian 03W™ por meio de um procedimento QST2
(Pleng & Schlegel, 1993; Plenge et. al., 1996) onde a estrutura de transicdo é
gerada tendo dois compostos iniciais (reagente e produto) como pontos de partida
e chegada, entdo se encontra a estrutura intermedidria entre os dois. As

propriedades eletronicas também foram calculadas para o estado de transicao.
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 Dados Estruturais

Os resultados estao separados em dados estruturais e eletronicos. Os dados
estruturais sao classificados em: distancias interatdmicas, que dizem respeito as
geometrias mais estaveis para as espécies estudadas.

As espécies que tiveram sua geometria otimizada e suas respectivas
propriedades calculadas foram: o reagente EPSP, produto Corismato e o estado
de transicdo. Todos na forma aniOnica, a mesma na qual se encontram em pH
fisiologico (Westheimer, F. H. 1987).

A titulo de comparacdo, o mesmo procedimento adotado para as espécies
106nicas foi repetido com todos os oxigénios agora hidrogenados podendo fornecer
resultados acerca do papel da estabilizagdo das cargas negativas das espécies
envolvidas na reacao.

Algumas consideragdes sdo necessarias acerca da numeracdao dos atomos,
que ¢é feita automaticamente pelo software Gaussian 03W™, portanto ndo
obedece necessariamente as regras de numeracdo estabelecidas pela ITUPAC.
Devido a isso, os dados serdo analisados de acordo com a numeragdo utilizada
pelo software, como mostrado nas Figuras 10 e 11.

Em cada grafico, nos eixos das abscissas sao encontrados pontos indicados
pela letra “B” e seus respectivos numerais. Tais pontos representam as ligagdes
atdmicas e o numero de cada uma. Portanto “B1” representa a ligacdo 1. As

Tabelas associadas a cada grafico mostram quais 4tomos formam cada ligacao.



47

Legenda
Carbono
Hidrogénio

Oxigénio

Féstforo

Figura 10: Numeracao dos atomos adotadas para a analise dos resultados do EPSP ionico.

®a? @

g\ﬂ
9

Figura 11: Numeracfo dos atomos adotadas para a anélise dos resultados do Corismato ionico.

A posterior adi¢cao de hidrogénios serd exibida nas estruturas otimizadas.

A estrutura do estado de transicdo segue a mesma numeragao do reagente EPSP.

6.2 Reagente EPSP

6.2.1 Distancias Interatomicas

Com férmula molecular C;oH9O1oP, o reagente EPSP anidnico estéa definido
com 29 ligacoes.
A estrutura do reagente apds o procedimento de otimizagdo geométrica,

estd mostrado nas figuras 12 e 13.
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Figura 12: Estrutura do EPSP otimizado (perspectiva 1) Figura 13: Estrutura do EPSP otimizado (perspectiva 2)

Nota-se que H-22 encontra-se projetado em direcao ao O-7 e, a distancia
entre os dois é de 1.75196 A, uma distancia suficiente para uma ligacdo de
hidrogénio intramolecular. Além desta, uma outra ligacao de hidrogénio pode ser

formada entre H-22 e O-10 com 3,06724 A de comprimento (Figura 14).

11.75196 A
3.06724 A

Figura 14: Interacdes intramoleculares no ion EPSP, uma entre H-22 e O-7 e uma possibilidade entre H-22 e
0-10.
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As distancias interatdomicas listadas na Tabela 1, podem ser melhor

comparadas quando analisadas de acordo com o Grafico 1.

Grifico 1: Distancias interatomicas no EPSP aniénico. A Tabela 1 detalha cada ligaciao do Grafico 1.
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As estruturas a seguir sao as obtidas para o reagente protonado (figuras 15
e 16).

2

2

Figura 15: Estrutura do EPSP protonado otimizado (perspectiva 1) Figura 16: Estrutura do EPSP protonado otimizado (perspectiva 2)

Comparando-se as estruturas do EPSP protonado e 10nico, a ligacdo de

hidrogénio intramolecular entre H-22 e O-7 € dificultada, visto que o
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comprimento da ligagdo aumenta de 1,75196 A para 2.30710 A e, a distancia entre
H-22 e O-10de 3,06724 A de comprimento, aumenta para 3,87081 A, dificultando

a formacao de uma ligacdo de hidrogénio.

6.3 O Estado de Transicao

O estado de transi¢ao € uma estrutura chave que pode fornecer respostas
quanto ao mecanismo da reagao.

ApOs a otimizagdo do produto da reacdo na presenca do fosfato e do
hidrogénio que saem da estrutura do anel do EPSP a seguinte estrutura foi

fornecida (Figuras 17 e 18) e usada no input como produto para o procedimento

QST?2.

Hidrogénio

%o

Hidrogénio Corismato

@ Fosfato J

Corismato

Fosfato

Figura 17: Corismato e subprodutos idnicos otimizados (1) Figura 18: Corismato e subprodutos ionico otimizados (2)

Ap6s a otimizagdo do produto da reacdo na presenca dos subprodutos
fosfato e hidrogénio, preparou-se o input para entdo realizar o procedimento
QST2, onde fornecemos como entradas no software Gaussian 03W™ ag
estruturas do reagente e do produto, obt€ém-se entdo uma estrutura de transi¢ao

que conecta as estruturas de entrada. O input estd representado de acordo com a
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Figura 19. Ha a necessidade que os dtomos do produto e reagente tenham a mesma

numerac¢do para o sucesso de célculo.

B couiin -cligriugie] imestadolentradadadosTiqsinopt 23 of W T T O | )
coh He-@

v
Modify Bond  Select Atom 1

Figura 19: Representacio do input do Gaussian para o procedimento gst2. O reagente esta a esquerda e o produto a
direita

Ap6s a finalizagdo do procedimento QST2, a estrutura resultante esclareceu
a pergunta que advém ao observar o reagente e produto da reagdo: se o hidrogénio
¢ retirado antes da saida do grupo fosfato ou se este primeiro sai para entdo a
posterior saida do hidrogénio. A Figuras 20 e 21 mostram o estado de transi¢cdo

otimizado.
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Figura 20: Estado de transicéo ionico otimizado (1) Figura 21: Estado de transicio iénico otimizado (2)

O estado de transi¢do revela que na reacdo de eliminagao 1-4, o grupo fosfato
€ liberado antes da saida do hidrogé€nio. A estrutura também mostra que uma
ressonancia eletronica € formada entre os carbonos C-1, C-2 e C-3, isso sugere que
com saida do grupo fosfato, uma ligacdo dupla entre os carbonos C-2 e C-3 antes
inexistente comega a se formar ao passo que a ligacdo duplas entre os carbonos C-1
e C-2 parece se romper, ou seja uma deslocalizacdo eletronica toma espago na
estrutura do anel do reagente.

O procedimento QST2 foi repetido para as espécies protonadas, no entanto

nao foi obtido sucesso.

6.4 DADOS ELETRONICOS

Os dados eletronicos de interesse para o entendimento da reacdo sio orbitais
HOMO e LUMO, energias eletronicas, populacdes eletronicas e densidade

eletronica.
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6.4.1 Cargas Atomicas

As cargas atdomicas sao representacoes pontuais localizadas em dtomos que
fazem parte de uma expansao da densidade de carga de uma molécula (Hall, 1985)
e podem auxiliar na previsdo e racionalizacdo de reatividade quimica em processos
controlados por interagdes eletrostaticas (Guadaguinini 1996).

No caso deste estudo, as cargas atOmicas fornecem informagdes sobre a
alteracdo da densidade de carga ao redor dos 4atomos nas espécies quimicas
envolvidas sobre a saida de H27 caracterizando uma eliminacdo anti € ndao H28
levando a uma eliminacdo com configuracdo syn, como seria de se esperar
(Macheroux et al., 1999; Ftizpatrick et al., 2001). Modelos com ciclohexanos (Hill
& Bock, 1978;Toromanoff, 1980) e calculos de orbitais moleculares (Fukui, 1965;
Anh, 1968) sugerem que reacoes de eliminacdo-1-4 favorecerem a estereoquimica
syn.

Como mencionado anteriormente, os resultados da otimiza¢do geométrica
mostram que a saida do grupo fosfato precede a do hidrogénio retirante no C6

(Figura 22):

Figura 22: Substrato EPSP convertendo-se na estrutura de transicio.
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Esse resultado € interessante porque estudos t€m suportado justamente que a

saida do grupo fosfato € anterior a saida do préton (Osborne et al., 2000; Bornemann

et al., 2000).
De acordo com a literatura (Floss et al., 1972), a reacdo de eliminagdo que a

enzima corismato sintase realiza ocorre com a estereoquimica com configuracao

anti-1,4 (Figura 23), portanto o préton retirante € o H27 (figuras 22)

FM \"'r e
'E'-'

oj\(m
HFDJ,

Figura 23: Conversido do EPSP em corismato através de uma elimina¢iio com estereoquimica anti-1,4 com as perdas do

H

.:.|I|||

0,pO%

Clll-l

grupo fosfato em C-3 e hidrogénio em C-6.

Os valores de cargas atdmicas dos todos os 4&tomos antes da reacdo (substrato)

e durante o estado de transi¢ao (intermediario) e do produto estao listados de acordo

com a Tabela 2.
A Figura 24 mostra os resultados da densidade de carga nos d&tomos obtidos a

partir das cargas NBO, onda a andlise das cargas € feita em termos de pares de

elétrons ligantes (Reed, ef al., 1998)
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NBO Gradiente de carga

Figura 24: Densidade de carga NBO dos atomos do substrato (esquerda) e do intermediario (direita); o gradiente de carga
varia do vermelho (carga negativa) ao verde (carga positiva) considerando os maximos e os minimos para cada estrutura;
os hidrogénios foram omitidos para melhor visualizacao.

Os gréficos seguir mostram a variacdo de carga dos adtomos no substrato,
intermedidrio e produto, exceto o atomo de fésforo que foi omitido para facilitar a

visualizacdo dos demais, aquele permaneceu invaridvel.

Grifico 2: Cargas NBO do substrato, intermediario e do produto dos dtomos carbono e oxigénio nio pertencentes ao anel
de seis atomos. Sao omitidas as cargas dos atomos O-7, 0-9, O-10 e O-11 do produto porque nio fazem parte da otimiza
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Grafico 3: Cargas NBO do substrato, intermediario e produto dos atomos de carbono pertencentes ao anel de seis atomos.
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Principiaremos a discussao na quebra de ligacdo que envolve a saida do grupo
fosfato envolvendo a quebra de ligacdo entre C-3 e O-7: o a&tomo de oxigénio O7
tem sua carga negativa aumentada quando passamos do reagente para o
intermedidrio (Gréfico 2). Além disso C3 também tem sua carga negativa aumentada
no intermedidrio por ocasido da quebra (Gréfico 3).

A alteracdo das cargas nos dtomos vizinhos de C3 juntamente com os dados
estruturais mostrados anteriormente justificam esse aumento de carga e nos dio uma
explicacao plausivel para tal.

A clivagem da ligacao entre O7 e C3 com posterior abstra¢ao eletronica pelo
atomo de oxigénio deveria promover um aumento de carga (tornar-se mais positiva)
no carbono C-3, no entanto, sua carga diminui (torna-se mais negativa), esse ganho
eletronico em C3 € entendido a luz do concomitante ganho eletronico em C2 e perda
eletronica em C1 (Gréfico 3).

Aliado aos dados da otimizacdo geométrica € possivel propor que a vacincia
orbital no d&tomo C3, fez com que a caréncia eletronica neste 4tomo passasse a ser
suprida por uma ressonancia com C2, o que resultou prontamente em outra entre C-

2 e C-1, isso permitiu que uma hiperconjugacdo tomasse lugar nas espécies C-1, C-
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2 e C-3 caracterizando a estrutura de transicdo (intermedidrio), onde uma dupla
ligacdo entre C2 e C3 comeca a se formar, ao passo que a dupla ligacdo entre C2 e
C1 se desfaz, ou seja, enquanto C3 perde densidade eletronica para O7, essa perda é
compensada pelo ganho eletronico proveniente da hiperconjugacao supracitada. No
entanto, a densidade eletrOnica em C3 aumenta do reagente para o intermediario
porque o comprimento de ligacdo simples do reagente entre C3 e O7 € maior que a
dupla que comeca a se formar entre C3 e C2 no intermedidrio (Grafico 4), isso
permite que o par eletronico fique mais proximo dos nucleos das duas espécies que
compartilham a ligacao dupla, além do que, a eletronegatividade menor do 4tomo de
carbono C2 faz com que o par eletronico aproxime-se mais do nucleo de C3, dai o

aumento de carga em C3.

Grifico 4: Variacio do comprimento da ligaciio entre os &tomos envolvidos diretamente na quebra e formacio de
ligacdes duplas (C1, C2, C3 e C6) na reacio de sintese do corismato.
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6.4.2. Orbitais HOMO e LUMO

Os orbitais moleculares tém sua origem na Teoria do Orbital Molecular
(TOM) e nos fornecem informagdes sobre energia e forma tridimensional dos
orbitais de uma molécula e particularmente interessante, dos orbitais de fronteira.
De acordo com este enfoque, todos os elétrons de valéncia tém influéncia na
estabilidade da molécula. (Elétrons dos niveis inferiores também podem contribuir
para a ligacao, mas para muitas moléculas simples o efeito € demasiado pequeno.)
Além disso, a TOM considera que os orbitais atdmicos, AOs, do nivel de valéncia,
deixam de existir quando a molécula se forma, sendo substituidos por um novo
conjunto de niveis energéticos que correspondem a novas distribuicdes da nuvem
eletronica (densidade de probabilidade). Esses novos niveis energéticos constituem
uma propriedade da molécula como um todo e sdo chamados, consequentemente de
orbitais moleculares, OM, e como estamos tratando de orbitais de valéncia, diz-se
que este assunto € abordado pela Teoria dos Orbitais Moleculares de Fronteira
(TOMF) (Fukui, 1971; Fleming, 1976).

De especial interesse no estudo das reagdes quimicas sdao os orbitais
moleculares de fronteira HOMO (highest occupied molecular orbital) e LUMO
(lowest unoccupied molecular orbital), pois sdo estes orbitais que irdo reagir na
molécula, e de acordo com a TOMF, “um bom nucleéfilo tem alta energia HOMO;
um nucleéfilo ruim tem baixa energia HOMO e um bom eletréfilo tem baixa energia
LUMO; um eletréfilo ruim tem alta energia LUMO”. Por esta teoria, “quanto menor
a diferenca de energia entre 0 HOMO do nucleéfilo e o LUMO do eletréfilo, mais
eficiente sera a rea¢ao”. (Fukui, 1971; Fleming, 1976).

Assim, com relagdo ao HOMO, a localizacdo deste orbital correspondera

aquela regido da molécula que preferencialmente sofrerd um ataque eletrofilico; em
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oposi¢do, o LUMO representard a regido que, se houver um ataque nucleofilico na
molécula, seréd preferencial.

Portanto a localizagdo e a densidade dos orbitais HOMO e LUMO nos
fornecem informagdes sobre a reatividade e regiosseletividade em uma molécula,

(Domingo et. al., 2003; Fleming, 1976).

Figura 25: Estrutura da transiciio da reaciio de sintese do EPSP a partir do Corismato obtida pelo procedimento
QST2.

O procedimento QST2, mostrou a estrutura do estado de transi¢ao (Figura 25).
Os célculos dessa abordagem mostraram que energeticamente a reacdao que ¢é
favorecida € aquela em que a saida do grupo fosfato precede a saida do H27.

A proposta da reacdo baseada na abordagem QST2, apesar de racionalmente
coerente e ser previsivelmente ponderada, serd tanto mais robusta ou ndo quanto
mais informacdes forem analisadas e confrontadas a luz de outras propriedades
quimicas para o apoio ou nao do que se se estd propondo. Neste sentido, a luz do
supracitado a respeito da relevancia dos OM's, calcularam-se as propriedades
eletronicas HOMO e LUMO das espécies quimicas.

A reacgdo de sintese do corismato (Figura 26) mostra quais espécies quimicas

sdo eliminados na molécula do reagente EPSP para a formacdo do corismato. E

notdrio ainda que o grupo fosfato, com alta densidade de carga negativa, sofre uma
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protonagdo que por ser uma forma de estabilizar a carga do grupo, facilitard a saida

F A HOPO:*
& Lo
E_D‘.'IP'DG'.:"‘ Y ﬂJ\m{ MHHI z DJ‘L 0O,
OH

EPSP Corismato

do grupo fosfato.

Figura 26: Esquema geral para a sintese do Corismato a partir do EPSP

Uma questao amplamente discutida na literatura € aquela a respeito de onde
se principia a eliminacdo anti-1,4 no reagente EPSP, se pelo grupo fosfato ou pelo
H27, pois se a reagao de eliminac¢do se inicia pelo grupo fosfato, seria necessario que
este grupo sofresse um ataque eletrofilico, se, porém, se iniciasse pelo H27, seria

necessdario que este grupo sofresse um ataque nucleofilico (Figura 27).

Ataque

/ Nucleofilico

Ataque
Eletrof ilico

Figura 27: A eliminacio anti-1,4 no EPSP envolve a saida do grupo fosfato e um hidrogénio H-27.

Os resultados obtidos a partir da andlise dos orbitais HOMO e LUMO acabam
por justificar eletronicamente porque a reagdo de eliminagdo € favorecida
principiando a partir do grupo fosfato sendo energeticamente favoravel alvo de um
ataque eletrofilico, concentrar o HOMO, em detrimento do H27, que nao é
energeticamente favordvel a um ataque nucleofilico, visto o LUMO se concentra

numa regido distinta daquela onde se encontra o H27 (Figura 28).
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Figura 28: Localizacoes do orbitais HOMO (regido de ataque eletrofilico) e LUMO (regido de ataque
nucleofilico) no reagente EPSP.

Portanto a regiosseletividade do grupo fosfato é eletronica e energeticamente
favordvel para principiar o processo de eliminacdo em detrimento ao H27. Os
resultados dos orbitais HOMO-1/LUMO+1, e HOMO-2/LUMO+2, respectivamente
suportam essa assertiva (Figuras 29 e 30), pois mostram que as segundas e terceiras
regioes energeticamente favoraveis para um ataque nucleofilico LUMO+1 e
LUMO+2 nao favorecem uma reagdo iniciando-se com uma abstracdo de H-27 do
reagente, adicionalmente, as regides energeticamente favordveis subsequentemente
ao orbital HOMO, HOMO-1 e HOMO-2, continuam a corroborar o grupo fosfato
como regido reativamente ativa para um ataque eletrofilico.

Esta previsdo feita através da abordagem dos orbitais HOMO e LUMO ¢
extremamente importante e essencial para respaldar modelo adotado neste trabalho,
pois corrobora com os dados de outros mecanismos proposto frutos de trabalhos

experimentais conforme Bornemann et. al.,em 1996.
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Figura 29: HOMO-1 e LUMO+1 do reagente EPSP.

Figura 30: HOMO-2 e LUMO+2 do reagente EPSP.

Esta previsdo feita através da abordagem dos orbitais HOMO e LUMO ¢
extremamente importante e essencial para respaldar modelo adotado neste trabalho,
pois corrobora com os dados de outros mecanismos proposto frutos de trabalhos

experimentais conforme Bornemann et. al.,em 1996.
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6.4.3. Orbitais HOMO e LUMO da Espécie Protonada.

Uma vez que a previsdo dos orbitais moleculares Homo e Lumo somando aos
dados experimentais mostra que a saida do grupo fosfato precede a saida do H-27,
onde o orbital HOMO torna a regido do grupo fosfato a favoravel ao ataque
eletrofilico como discutido no item “6.4.2 Orbitais Homo e Lumo”, o reagente
EPSP foi protonado. Neste modelo, as cargas do reagente sdo neutralizadas e pode-
se verificar as mudancas das propriedades quimicas desta espécie com o grupo
fosfato protonado, simulando assim um ataque eletrofilico nesta espécie.

Desta forma, os orbitais HOMO e LUMO calculados nestas condi¢cdes estao

demonstrados nas figuras (figuras 31 e 32):

Figura 31: HOMO do Reagente EPSP protonado.
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Figura 32: LUMO do Reagente EPSP protonado.

Como observado nas Figuras 31 e 32, o reagente EPSP neutralizado apresenta
regides de HOMO e LUMO totalmente distintas da espécie i0nica antes da reag¢ao
(Figura 28). A informacdo digna de nota destes resultados € a regido onde esta
localizado o LUMO no EPSP protonado, pois sendo o LUMO o orbital que
preferencialmente sofrerd um preenchimento eletronico, ao concentrar-se nos
carbonos C1, C2, C3 e C19 (figura 29), o modelo adotado para a protonacido do
reagente EPSP, especialmente no grupo fosfato mostrou-se valido pois € justamente
nos carbonos CI1, C2, C3, nos quais ocorre a deslocalizacdao eletronica —
hiperconjugacio — resultante da clivagem da ligacdo entre C-1 e C-2 com a formagado
das duas duplas ligagdes que formara o corismato. Esta informagdo € ainda sugestiva
quanto a contribuicdo de C19 na hiperconjugacgdo, pois sendo participante de um
grupo carbonila, descrito como um grupo retirante de elétrons, esta informacgdo
aliada a sua presenca no orbital LUMO mostra-se relevante quanto ao papel deste
atomo quanto a quebra e formacao de duplas que levara ao estado de transic¢do e, por

conseguinte, ao produto corismato.
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Figura 33: Atomos de carbono onde ocorre a hiperconjugacio estio representados pelos niimeros 1, 2, 3 e 19.

Os orbitais HOMO e LUMO para o estado de transi¢do idnico abrangem a
mesma regido da molécula, sendo LUMO o mais abrangente como ilustrado nas

figuras 45 e 46.

Figura 34: HOMO do estado de transicao iénico.
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Figura 35: LUMO do estado de transico ionico.

Como notado, no estado de transi¢do os orbitais HOMO e LUMO acabam
coincidindo em algumas regides. Destaca-se que no HOMO, C1 e C3. Apresentam
altas densidades eletronicas, explicando que por ocasido da clivagem da dupla
ligacdo entre C1 e C2, e na iminéncia da formagao da dupla entre C2 e C3 e de outra

entre C1 e C6, C1 e C3 sdo os atomos com maiores densidades eletronicas.
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7. ABORDAGEM QUIMICO-TEORICA ATRAVES DE ORBITAIS
HOMO/LUMO E QST2 LANCANDO MAIS LUZ AOS MECANISMOS
DE REACAO PROPOSTOS

Dentre os mecanismos gerais de reacdo propostos para a reagdo da CS, um
mecanismo cationico e um radicalar sao os mais aceitos (Maclean & Ali 2003), as

figuras 36 e 37 mostram tais mecanismos.
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Figura 36: Mecanismo cationico proposto para a sintese do Corismato. (Adaptado de Maclean & Ali, 2003)
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Figura 37: Mecanismo radicalar proposto para a sintese do corismato. (Adaptado de Maclean & Ali, 2003)
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No mecanismo cationico (Figura 36), conforme o passo III, a FMNH2
participa determinantemente atuando como nucleéfilo retirando o hidrogénio
retirante H27 (figura 38) do reagente EPSP ja sem o grupo fosfato, o que resultard
na formacao do corismato (figura 36, passo IV).

No mecanismo radicalar (Figura 37), conforme o passo I, a FMNH2, atua
como nucledfilo em dois momentos, primeiramente realizando um ataque
nucleofilico em C1 (figura 38), sendo determinante para a saida do grupo fosfato
(passo I), e posteriormente retirando o hidrogénio retirante H27, levando ao

corismato.

Figura 38: Localizacdo de H27 e C1 na molécula

Apesar de serem considerados igualmente possiveis mecanisticamente
(Maclean & Ali, 2003), héa evidéncias que suportam o mecanismo radicalar, sendo,
portanto, reportado como mais vidvel (Osborne, 2000).

Ainda na linha do mecanismo radicalar hd pelo menos quatro variacoes

principalmente no que diz respeito ao papel dos aminoécidos (Figuras 2, 3 e 4).
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7.1. O Que a Abordagem HOMO/LUMO e QST2 Corrobora ou Nao em

Relacao aos Estudos Feitos Até Entao?

Embora ndo haja um veredito a respeito da reagdo, os estudos at€ momento

apontam cinco consideracdes gerais sobre a reacao:

1. S@o unanimes quanto a saida do grupo fosfato preceder a saida do H27 (figura

32) (Bornemann et. al., 1996).

2. A FMNH?2 doa um elétron ao substrato EPSP facilitando a saida do grupo fostato

(Bornemann, 2002; Macheroux et. al., 1999).
3. Evidéncias de que o mecanismo que ocorre € o radicalar (Osborne, 2000).

4. Todos os mecanismos radicalares proposto propdem um ataque nucleofilico em

C1 antecedendo a saida do grupo fosfato (Figuras 2, 3 e 4).

5. A importancia dos aminodcidos histidina 17 (his 17) e histidina 106 (his 106),

acido aspartico 367 (Asp 367), serina 16 e 127 (Ser16, ser Ser127).

O estudo quimico-tedrico em questiao, conseguiu lancar luz em 3 das 5
consideracoes gerais supracitadas as quais a literatura aborda, sao as

consideracoes 1, 2 e 4.
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7.1.1 Congruéncia relativa a saida do grupo fosfato. O procedimento QST2
corrobora.

A respeito da assertiva 1, os cdlculos permitiram através do procedimento
QST?2 preveé a saida do grupo fosfato e posteriormente a saida do hidrogénio retirante

(Figura 39).

&

5
2
o7

Figura 39: Otimizacdo do estado de transicio via QST2 mostrando saida do grupo fosfato precedendo a saida de H27.

7.1.2 Congruéncia relativa ao ataque nucleofilico em C1. O orbital LUMO da espécie
protonada corrobora.

Com relacdo a assertiva 2, os célculos de orbitais moleculares do reagente
protonado mostram que o orbital LUMO se encontra numa regidao que corrobora o
ataque nucleofilico em C1, na regido onde ocorrem onde as quebras e formagdes de

duplas ligagdes.
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Figura 40: C1 encontra-se na regiao do Orbital LUMO do reagente protonado.

7.1.3 Incongruéncia quanto ao ataque nucleofilico em C1 preceder a protonacao do

grupo fosfato. Os orbitais HOMO/LUMO da espécie i6nica nao corrobora.

Em relacdo a assertiva 4, nossos célculos de orbitais moleculares HOMO e
LUMO da espécie i0nica, a que se encontra no sitio ativo da enzima, nao corroboram
com o mecanismo proposto em que o ataque nucleofilico em C1 precede a
protonacdo do grupo fosfato (figura 41). Pois a regido onde se encontra C1 ndo é
eletronica e energeticamente favordvel a um ataque nucleofilico por parte da
FMNH?2, que é onde deveria se localizar o orbital LUMO. Considerando que o
orbital HOMO € aquele, eletronica e energeticamente favordvel a um ataque
eletrofilico, pode-se dizer que a protonacdo do grupo fosfato precede o ataque

nucleofilico em C1.



Figura 41: Orbitais HOMO e LUMO da espécie ionica.
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8. UMA PROPOSTA DE MECANISMO PARA A REACAO DE SINTESE DO
CORISMATO.

O estudo quimico-teérico em apreco Aliado aos resultados obtidos dos
orbitais HOMO e LUMO e do procedimento QST2 do reagente e do estado de
transicdo 10nico, bem como da espécie protonada, o estudo € possivel estabelecer
através destas propriedades uma dinamica eletronicamente coerente para a reacao de

conversao do EPSP em corismato.

COO-

20,P0 OJ\COO— é H

OH

5-enolpiruvil shikimato-3-fosfato
(EPSP)

Obs: E necessario ressaltar que o mecanismo proposto por esse estudo levou
em conta os pressupostos baseados em outros estudos indicando que a FMNH2 age
como nucleoéfilo, ndo foi estudado nesse trabalho esse efeito ou nao, ilustrando

apenas como um nucleéfilo pode atacar uma espécie do orbital LUMO (Passo II).
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Finalmente, considerando todo o supracitado, através de uma abordagem

ainda ndo realizada, através dos orbitais HOMO e LUMO e do procedimento QST2,

tem-se a perspectiva eletronica que justifica uma dinamica plausivel para a reacao:

IL.

III.

IV.

Os orbitais HOMO e LUMO no reagente EPSP mostra quais regioes sao
energeticamente ativas, neste caso, o ataque eletrofilico no grupo fosfato é
favoravel em detrimento de qualquer outra regido da molécula e precede o
ataque nucleofilico em CI1, uma vez que este &tomo ndo estd na regiao
favoravel para o ataque nucleofilico, orbital LUMO.

O ataque eletrofilico no grupo fosfato muda a regido onde se localizard o
orbital LUMO, sendo este considerado propicio a receber elétrons. Este
orbital estd justamente na regido onde estdo os dtomos que receberdo os
elétrons que resultardo na quebra e formacio das duplas ligacdes. E quando
acontece o ataque nucleofilico em C1 por parte da FMNH?2.

No estado transi¢do, os orbitais HOMO e LUMO ocupam a mesma regiao,
a regido onde estdo ocorrendo as transferéncias eletronicas de quebra e
formacao de duplas ligagcoes. Este resultado dos orbitais € coerente com a
hiperconjugacao que toma lugar no estado de transicao.

Finalmente tem-se a formag¢ao do corismato.

Estes resultados, trazem uma importante informacgao a respeito da reagao: A

protonagao do grupo fosfato parece que indica que esse € passo inicial e fundamental

para que a reacdo seja energeticamente possivel, pois além de justificar a

regioseletividade da molécula no grupo fosfato, uma vez este grupo protonado, a

molécula tem a regido onde se localiza o orbital LUMO mudada para a regido onde

ocorrerdo as transferéncias eletronicas e onde ocorrerd o ataque nucleofilico em C1.
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9. CONCLUSOES

A elucidacao geométrica das espécies (reagente EPSP, estado de transicdo e
produto corismato) participantes da reacdo de sintese da enzima Corismato Sintase
em nivel DFT mostrou-se satisfatoria, sendo harm6nica com a previsao dos modelos
de ligacdes quimicas, os dados da otimizagdo geométrica sao importantes, pois: a)
os dados da conformacdo estrutural da molécula poderdo vir a ser estudados no
contexto do sitio ativo da enzima podendo constituir fator determinante na reacgao;
b) a otimizagdo geométrica pdde prever a saida anterior do grupo fosfato em relagao
ao préton retirante, resultado este que vem corroborar com mecanismos propostos
mais recentemente.

Os dados eletronicos obtidos até entdo a partir das cargas NBO, esclareceram
como a densidade eletronica nos &tomos foi alterada no decorrer da reagdo, e ao lado
dos dados estruturais revelaram a dindmica de quebra e formacao das ligacdes duplas
nas espécies envolvidas.

A partir dos orbitais Homo-Lumo e o método QST2, foi possivel propor um
mecanismo de reacdo onde corrobora a protonagao do grupo fosfato e sua saida da
molécula em detrimento de qualquer ataque nucleofilico na molécula do substrato,
permitindo mostrar que o ataque nucleofilico em C1 nao é suportado com base nesse

estudo.



10. LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Distincias interatdomicas no ion EPSP
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Atomos Ligacdo Comprimento em angstroms (A)

C-1 C-2 Bl 1.34794378
C-2 C-3 B2 1.51734945
C-3 C-4 B3 1.59876956
C-4 C-5 B4 1.54712152
C-6 C-1 B5 1.51981435
0-7 C-3 B6 1.41404119
P-8 0-7 B7 1.82181503
0-9 P-8 B8 1.5437068
0-10 P-8 B9 1.54446374
0-11 P-8 B10 1.54506999
0-12 C-4 B11 1.42735079
0-13 C-5 B12 1.46586773
C-14 0-13 B13 1.3619345
C-15 C-14 B14 1.35153594
C-16 C-14 B15 1.56626956
0-17 C-16 B16 1.25814246
0-18 C-16 B17 1.27205293
C-19 C-1 B18 1.54357224
0-20 C-19 B19 1.27488332
0-21 C-19 B20 1.26774169
H-22 0-12 B21 0.99238023
H-23 C-2 B22 1.08685216
H-24 C-3 B23 1.10198408
H-25 C4 B24 1.10051433
H-26 C-5 B25 1.09599997
H-27 C-6 B26 1.10216957
H-28 C-6 B27 1.09211661
H-29 C-15 B28 1.08359307
H-30 C-15 B29 1.08403762
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Tabela 2: Cargas NBO para o substrato, intermediario e produto.

Atomos Cargas NBO Substrato  Cargas NBO Intermediario Cargas NBO Produto Numeragdo recebida no Produto
C-1 -0.17472 -0.03535 -0.16481 C-1
C-2 -0.18462 -0.30453 -0.21349 C-2
Cc3 0.023 -0.10398 -0.28608 C-3
C-4 0.04161 0.01358 0.00715 C-4
C-5 0.05672 0.06907 0.01975 C-5
C-6 -0.49857 -0.5195 -0.18787 C-6
0-7 -0.89612 -1.08851 - -
P-8 2.50185 2.50743 - -
0-9 -1.25684 -1.20577 - -

0-10 -1.26183 -1.17188 - -
0-11 -1.25604 -1.18661 - -
0-12 -0.83966 -0.83983 -0.79285 0-7
0-13 -0.54806 -0.55355 -0.53102 0-8
C-14 0.24384 0.23856 0.23987 Cc-9
C-15 -0.62646 -0.60137 -0.63322 C-10
C-16 0.72808 0.72763 0.73236 C-11
0-17 -0.77765 -0.78032 -0.75416 0-12
0-18 -0.83022 -0.82509 -0.7953 0-13
C-19 0.7429 0.71521 0.75188 C-14
0-20 -0.82332 -0.80525 -0.77918 0-15
0-21 -0.8102 -0.79733 -0.78638 0-16
H-22 0.54007 0.54994 0.49402 H-17
H-23 0.25488 0.26138 0.26062 H-18
H-24 0.25503 0.31454 0.21897 H-19
H-25 0.21315 0.21097 0.25429 H-20
H-26 0.22487 0.22401 0.23401 H-21
H-27 0.23043 0.24879 - -
H-28 0.26617 0.27147 0.25626 H-22
H-29 0.22454 0.2258 0.25025 H-23
H-30 0.23719 0.24047 0.20491 H-24

Obs: As lacunas nio preenchidas na tabela 9 sdo decorrentes da otimizagcdo do
produto corismato ser feita sem a presenga dos subprodutos para que suas
propriedades pudessem ser calculadas sem interferéncias, com a eliminagcdao do
grupo fosfato e do préton retirante, o software automaticamente muda a numeracao
dos d4tomos na molécula, a nova numeracgao recebida estd listada na referida tabela

ao lado ao lado das cargas NBO do produto.
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