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RESUMO

As ribonucleases constituem enzimas que quebram o RNA eficientemente,
mas sua forma de atuacdo ainda ndo € de consenso entre os pesquisadores. Neste
trabalho estudou-se a reacédo de hidrélise do diéster bis(2-(1-metil-1H-imidazol-3-
inio-2-il)fenil) fosfato, BMIPP. Foi obtido um perfil de pH em forma de sino, indicando
uma catalise bifuncional pela espécie reativa zwiteribnica, com um maximo de
velocidade em pH 6,5-6,8. Sugere-se que o efeito catalitico observado para BMIPP
(hidrdlise 10° vezes mais rapida que difenil fosfato) deve-se a uma catalise
intramolecular basica do imidazol desprotonado sobre a agua, simultdnea a uma
catalise intramolecular acida do imidazol protonado, assistindo o grupo de saida. O
efeito isotopico obtido (1,42) é tipico de rea¢des que envolvem uma transferéncia de
préton no estado de transicao. Os parametros de ativagao também sao consistentes
com o mecanismo proposto, pois sdo caracteristicos de reagdes bimoleculares com
estado de transicdo altamente hidratado. Através desse mecanismo acido-base, o
diéster BMIPP forma como produtos o mondester correspondente (Me-IMPP) e o 2-
(1-metil-imidazol-2-il)fenol (IMP) e, posteriormente, o monoéster Me-IMPP sofre
hidrolise levando a formacdo de um segundo equivalente do IMP. Através dos
estudos de ESI-MS e ESI-MS/MS foi possivel acompanhar a reacdo do BMIPP e
identificar todos os produtos. Calculos computacionais também foram realizados, e
para a estrutura otimizada do estado de transicdo da reagcdo do BMIPP com H,O,
observou-se que a distancia entre o oxigénio fendlico e o hidrogénio do imidazol
protonado é caracteristico de ligacdo de hidrogénio (1,7 A), favorecendo uma
catalise acida intramolecular. O ataque da agua sobre o fosforo também se mostrou
favoravel, com o nitrogénio imidazolinico afastado 2,7 A do hidrogénio da éagua.
Apesar do impedimento conformacional dos grupos metilas, BMIPP se mostrou um

eficiente modelo bifuncional da ribonuclease.

Palavras-chave: diéster de fosfato, ribonuclease, catalise intramolecular.



ABSTRACT

Ribonucleases are enzymes that cleave RNA efficiently, through a mechanism which
is not fully understood. In this study, the hydrolysis of the phosphate diester (bis(2-(1-
methyl-1H-imidazolyl)phenyl)phosphate) BMIPP was evaluated. The bell-shaped pH-
rate profile observed indicates bifunctional catalysis by the active zwitterionic species
with a rate maximum at pH 6.5-6.8. The catalytic effect observed for BMIPP
(hydrolysis 10° times faster than diphenyl phosphate) was attributed to an
intramolecular basic catalysis of the deprotonated imidazole assisting the water
attack, simultaneously to an intramolecular acid catalysis of the protonated imidazole,
interacting with the leaving group. The observed kinetic isotope effect (1.42) is typical
of reactions that involve proton transfer in the transition state. The activation
parameters obtained indicate a bimolecular hydrolysis mechanism involving a highly
hydrated transition state, consistent with the proposed mechanism. Hydrolysis of
BMIPP through this acid-base pathway leads to the monoester Me-IMPP and 2-(1-
methyl-imidazol-2-lyl)phenol (IMP) and, consecutively the hydrolysis of the
monoester forms the second equivalent of IMP. The hydrolysis of BMIPP was also
followed by ESI-MS and ESI-MS/MS, where all the expected products were
identified, confirming the proposed mechanism. Computational studies were carried
out and the optimized structure for the transition state for the reaction of BMIPP with
H,O showed that the distance between the phenolic oxygen and the protonated
imidazole hydrogen is characteristic of hydrogen bonding (1.7 A), favoring an
intramolecular acid catalysis. The attack of water on the phosphorus was also
favored, with the imidazolinic nitrogen and the water hydrogen 2.7 A apart. Despite
the conformational hindrance of the methyl groups, BMIPP was shown to be an

efficient bifunctional ribonuclease model.

Keywords: phosphate diester, ribonuclease, intramolecular catalysis.
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1. INTRODUCAO

Os ésteres de fosfato sdo moléculas que apresentam grupos alcoxido ou
ariléxido substituindo os grupos hidroxido do acido fosférico (HsPO4), podendo ser
classificados em mono-, di- ou triésteres de acordo com o numero de substituigdes,
Esquema 1. Ainda, os mono- e diésteres de fosfato apresentam hidrogénios

ionizaveis, conferindo as diferentes espécies ibnicas, reatividades diferenciadas.

i Monoést
RO/P\' 'OH onoéster
RO- OH
; 0
HoW'OH 2RO, Rion  Disster
OH OR
3RO-

I
R Triéster
\ 'OR
RO OR
Esquema 1

Os ésteres fosféricos apresentam uma fungéo vital nos sistemas bioldgicos,
sdo responsaveis pelo armazenamento e transmissao de informagao genética (DNA
e RNA)," participam na estrutura de coenzimas® e, anidridos fosféricos, servem
como reserva de energia3’ * e participam em diversos processos de sinalizagdo e
regulacédo da atividade biolégica. A importancia biolégica dos ésteres de fosfato esta
intrinsecamente relacionada a alta estabilidade da ligagdo P-O, que pode levar
milhdes de anos para ser quebrada. Na Figura 1 esta apresentado o tempo de
meia-vida de algumas reacgdes biolégicas.5 Observa-se que t;» para a hidrdlise
espontanea de um diéster de fosfato ultrapassa 13 milhdes de anos e esse valor
pode chegar a ordem de bilhdes de anos® para o DNA, superior a idade da terra. Ja
a hidrélise espontanea do difenilfosfato, tem um t;» de 180 anos a 100 ‘c.’

Outros exemplos de fosfatos mostram elevada reatividade, fato que justifica a
presenca de ésteres de fosfato em inseticidas, pesticidas e armas de guerra.&9 Os
ésteres de fosfato também tém aplicagbes como plastificantes, reagentes na
preparagao de polimeros organofosforados e complexantes para a extracdo de

cations de metais pesados.
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k=101¢sec!

Idade da Terra

t,;,,=1 bilhao de anos
12 decarboxilagdoglicina 1,1 bilhoes de anos

Decarboxilagdo OMP 78 milhGes de anos
Hidrélise fosfodiéster> 13 milhdes de anos

t,,,= 1 milhdo de Hidrdlise O-glicosideo 5-8 milhGes de anos

anos
Hidrélise fosfomonoéster > 500.000 anos
Hidrolise peptideo 450 anos Licacio
t,,,= mil anos Deaminacdo citidina, adenosina 200 anos 1gac
quebrada
k=10"sec"! Hidrélise éster carboxilico 4 anos C-C
t,,=1ano P-O
t,,,=1dia Mutagao corismato 7 horas C-O
C-N
t,;,= 1 minuto Isomeriza¢do peptideo cis-trans 23 segundos

k=109 sec-! Hidrata¢do CO, 5 segundos

Figura 1 — Tempo de meia-vida de algumas reacgdes bioldgicas em solu¢ao neutra a
25°C. Das reagoes apresentadas, as que envolvem quebra da ligacdo P-O estédo
entre as mais demoradas.

1.1 Mecanismos de Hidrélise de Esteres de Fosfato

Existem dois grupos de mecanismos diferentes para a reagao de hidrélise de
ésteres de fosfato, sendo que no primeiro, o atomo de carbono da ligagdo P-O-C do
ester pode servir como eletrofilo, onde todo o grupo fosfato € substituido por um
nucledfilo, ocorrendo assim quebra da ligagdo C-O. Outro mecanismo € quando o
nucléofilo ataca o atomo de fésforo central e desloca o alcool ou alcéxido via quebra
da ligagao P-O.

Os mecanismos via quebra de ligagdo C-O ocorrem preferencialmente em pH
baixo, onde o grupo de saida € o acido fosférico neutro. Ja em pH maiores, onde o
grupo de saida possui pelo menos uma carga negativa, a hidrélise ocorre com

quebra da ligacdo P-O, podendo seguir caminhos dissociativo ou associativo®.
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Na Figura 2 esta apresentado um diagrama de More O’Ferrall-Jencks, que
ilustra os trés mecanismos de substituicdo nucleofilica para hidrolise de ésteres
fosforicos: (i) mecanismo dissociativo para coordenada R—S—P, que ocorre em
duas etapas (Dy + AN)1°, primeiro com a liberacdo do ion metafosfato hidratado
(PO3) , e apds, reagdo com o nucledfilo. (i) mecanismo associativo para coordenada
R—Q—P, ocorrendo também em duas etapas, de adi¢ao e eliminagéo (Anx + Dn),
sendo que o ataque do nucledfilo sobre o atomo de fosforo tetraédrico resulta na
formagdo de uma espécie intermediaria pentacoordenada com geometria tipo
bipiramide trigonal. (iii) mecanismo concertado, coordenada R—P, sem a formacgao

de intermediario, com a simultanea adicdo do nucledfilo e eliminagdo do grupo de
saida no estado de transicao.

A
R N
? e LT T o Q o
N0 PIOR N i | N—R—OR
© BN : 3o
5 N :
' N .
Dn |t " | Dy
9 I| \\\\ E //O
N OR | | N-P-n. OR
o”P\o' O---—-----__________________________:\c‘) N RO'O
S P
AN

Figura 2 — Diagrama de More O’Ferrall-dJencks de coordenada de reagdo para o
ataque nucleofilico de N: sobre um monoéster de fosfato. O asterisco corresponde a

posicdo de um estado de transicdo sincrbnico e as coordenadas An e Dy
correspondem a uma etapa associativa ou dissociativa."’

Em geral, o mecanismo de hidrolise dos triésteres e diésteres de fosfatos
possui maior carater associativo com estados de transi¢ao situados entre o estado
de transicéo concertado (AnDn) e o canto Q. Nos monoésteres de fosfato, a reacao

pode ser dissociativa ou associativa, dependendo do pHs e do grupo de saida.
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Para monésteres de fosfato, em pHs neutros e alcalinos, onde prevalece a
espeécie dianidnica, acreditava-se em um mecanismo puramente dissociativo, onde a
etapa determinante da velocidade de reacao é a formagao do anion metafosfato, que
é instavel e planar (Esquema 2). Esse mecanismo tem sido questionado, devido a
dependéncia da constante de hidrélise com a basicidade.'? Assim, o0 mecanismo de
hidrolise de dianions de monoésteres se aproxima da aresta dissociativa no
diagrama da Figura 2, porém ndo € estritamente dissociativo. A natureza

dissociativa da reagao é favorecida por melhores grupos de saida.

-@ //O lenta ON P//O
AL T + RO
O OR o
05,20 i o_ 0
T Nt ——— K
O O Nu
Esquema 2

Ja a reagao da espécie monoanidénica de monoésteres de fosfato envolve
uma transferéncia intramolecular de um préton para o grupo de saida, em geral por
um mecanismo concertado ou pré-associativo, com um estado de transi¢cao que vai
depender da basicidade do grupo de saida, com pouca ou muita ligagdo do préton
com o oxigénio do grupo de saida.

A hidrélise da espécie neutra dos monoésteres de fosfato, em pH acido pode
envolver quebra ligagdo P-O ou C-O, como anteriormente discutido, sendo que
melhores grupos de saida favorecem a quebra da ligagao P-O.

Para a hidrdlise de anions de diésteres de fosfato, resultados experimentais,
como valores Bnuc, Pig € efeitos isotopicos evidenciam um estado de transicdo mais
sincronico que para os monoésteres de fosfato.”> Sugere-se que reagdes de
hidrolise de diésteres de fosfato derivados de fendis com baixos pK, devem seguir
um mecanismo bimolecular associativo com carater concertado, levando a formacéao
de um estado de transi¢cao com natureza semelhante a um fosforano dianidnico, sem
formar um intermediario. Analogamente, a hidrolise da espécie neutra do diéster tem
sido explicada por um mecanismo envolvendo transferéncia de préton, com um

estado de transicdo altamente hidratado.’
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1.2 Catalise Enzimatica

Conforme demonstrado na Figura 1, diversas reacdes biolégicas essenciais
podem levar até bilhdes de anos para acontecer espontaneamente e as enzimas
conseguem acelerar essas reagdes com efeitos cataliticos da ordem de 10° a 10%
vezes." A Tabela 1 apresenta os valores do aumento da velocidade das reagées na
presenca de diversas enzimas, comparando a reagdo nao catalisada (knon) COM a
reacdo catalisada (kea)."> Os efeitos sdo em muitos casos extraordinarios e
mostram, por exemplo, que uma reacdo que demorava cerca de 10" anos para
ocorrer, na presencga da enzima frutose-1,6-bifosfatase leva apenas 0,33 segundos.
Até mesmo para a anidrase carbdnica, que mostrou efeito catalitico menor, a reagao

que ocorreria espontaneamente em um minuto ocorre em 6,93x10° segundos.

Tabela 1 — Constantes de velocidades para as reagbes nao catalisadas (knon) €
catalisadas (Keat) por diversas enzimas.'

1

Enzima Knon, S Kcats 3_1 Kcat/ Knon
frutose-1,6-difosfatase 2,0x10%° 21 1,05x10?"
nuclease 7,0x107'® 95 1,4x10"
B-amilase 1,9x107"° 1,4x10° 7,2x10"
fumarase 3,5x10™" 880 3,5x10"°
urease 1,2x10™" 3,6x10* 3x10™
cloroacrilato dehalogenase 2,2x107? 3,8 1,8x10'?
Carboxipeptidase 4,4x10™" 240 1,3x10"
citidina deaminase 2,7x1071° 300 1,1x10"2
fosfotriesterase 2,0x10°8 2,1x10° 1,8x10""
diidroorotato desidrogenase 3,2x10™" 1,2 3,7x10™
anidrase carbdnica 0,13 1,0x10° 7,7x10°

Essa efetividade catalitica das enzimas vem sendo atribuida a fatores como
especificidade na natureza dos substratos e no tipo de reagdes, bem como a
estereoespecificidade. Além disso, a multifuncionalidade das enzimas pode conferir
multiplas catalises, como intramolecular &cida/basica e eletrostatica. Essas
interagdes eletrostaticas e de ligagdes de hidrogénio, juntamente com outros fatores,
como liberagdo da agua do sitio ativo enzimatico, explicam as contribuicbes

entalpicas e entrépicas nas reagdes enzimaticas.’
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Aspectos como proximidade e orientagdo do substrato e dos grupos
cataliticos também sao fundamentais na catalise enzimatica, e podem ser ilustrados

pelo classico modelo enzimatico chave-fechadura, apresentado na Figura 3.

X Y X Y

B ) 7 7

L J " J

Figura 3 — Modelo chave-fechadura para reagbes de A e B catalisadas pela enzima
com sitios ativos X, Y e Z.

O modelo chave-fechadura, uma das primeiras propostas para explicar a
catalise enzimatica, se baseava em um complexo ativado, formado pela enzima e
pelo substrato. No entanto ela foi posteriormente modificada, onde se concluiu que a
chave (substrato) ndo encaixa perfeitamente na fechadura (enzima), mas sim exerce
certa “tens&0” nele, ou seja, desestabiliza o estado reagente.'” Essas consideragdes
foram aprimoradas por Linus Pauling” que justifica a eficiencia da catalise
enzimatica em termos da enzima ter maior afinidade em se ligar com o estado de
transigdo do que com o substrato ou produto, o que diminui a energia de ativagao da
reacao.

Schowen' concordou com Pauling, afirmando que o poder catalitico das
enzimas reside na estabilizagdo do estado de transigao, por interagdes de ligacéo de
hidrogénio, eletrostaticas e outras. Esses fatores explicam a diminui¢do da barreira

energética de uma reagao enzimatica, tal ilustrado no classico diagrama da Figura

4. Nesse diagrama, Ag*. corresponde a barreira energética para reagdo catalisada

por enzimas e Ag*.g Se refere a reagdo correspondente “enjaulada” no solvente

(“solvente cage").20
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free energy

E + Ll AGiing

EL ELt

E+l
Figura 4 — Comparagao do diagrama de energia livre para uma reagdo enzimatica

(cat) € @ reagéo correspondente em solugao (cage). O substrato € designado como “L”,
a parte reativa da enzima como L e E como enzima.

A compreensao dessa forma complexa de atuagcédo das enzimas tem sido um
grande desafio para os cientistas, e a mimetizagdo desses sistemas cataliticos vem
mostrando diversas aplicagdes na industria quimica. A biocatalise, um alicerce da
“‘quimica verde”, tem sido utilizada na producdo de diversas substancias, como
farmacos, cosmeéticos e ainda substancias de interesse agrl’cola.21 No entanto, a
utilizacdo de enzimas naturais apresenta algumas dificuldades, como inibigdo pelo
produto ou substrato, baixa solubilidade dos reagentes no meio reacional, e ainda a
desnaturacédo que pode ocorrer em diversas condig;c">es.22 Assim, modelos miméticos
constituem uma importante ferramenta para contornar essas dificuldades, tanto na

industria, como em outros setores, por exemplo na medicina.
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1.3 Catalise Intramolecular Acida-Geral e Basica-Geral

Os estudos de reacgbes intramoleculares sao interessantes para modelar
enzimas que possuem no seu sitio ativo varios grupos funcionais e assim
compreender melhor a catalise enzimatica. A catalise intramolecular é aquela onde
grupos funcionais de uma molécula podem auxiliar a hidrolise de outro grupo
funcional na mesma molécula. Em geral, € muito mais eficiente que a intermolecular,
sendo que existe muita confusdao na atribuicdo dos fatores responsaveis por essa
eficiéncia.

Inicialmente, Koshland propds fatores como dependéncia angular entre os
reagentes sendo determinantes nas reagdes. Bruice explicou a eficiéncia em fungao
do efeito de proximidade.?® No entanto Menger®® comprovou experimentalmente que
0 angulo nao parece ser um parametro fundamental nesse tipo de catalise. Em
contrapartida, Page e Jencks?® propuseram o efeito entrépico como Unico
responsavel pela alta eficiéncia catalitica de reag¢des intramoleculares, porém esse
fator também apresentou diversas divergéncias. Por ultimo Menger®, com o
postulado: “A velocidade de reacao entre A e B é proporcional ao tempo que A e B
residem dentro de uma distancia critica”, atribuiu a um fator espacgo-temporal a
eficiéncia da catalise intramolecular. Nessa teoria espacgo-temporal, estao atrelados
um conjunto de fatores como angulo, entropia e proximidade.

Um exemplo esta ilustrado no Esquema 3, onde a reagao de solvodlise de 1
ocorre 10° vezes mais rapidamente da que o analogo aciclico 2.2 Alguns aspectos
parecem contradizer o efeito observado, como a menor reatividade esperada para o
composto 1, por ser um haleto secundario e ainda pelo estado de transicdo estar
significativamente mais tensionado. No entanto, o postulado espaco-temporal
explica o efeito catalitico observado em 1: o nitrogénio estd em posicéao

antiperiplanar ao grupo de saida, por um tempo maior.

c& ro=2x10° 5
N Cl +/

/ N
1 e

Sy > Kre/=1
/N rel N:

2

Esquema 3
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O conceito de molaridade efetiva (ME) permite uma quantificacdo da
eficiéncia da catalise intramolecular. A molaridade efetiva é definida como sendo a
razao entre a constante de velocidade de primeira ordem da reacgéo intramolecular e
a constante de velocidade de segunda ordem da reacgéo intermolecular. Assim
quanto maior a ME, maior sera a eficiéncia da reacao intramolecular. Por exemplo,
um grupo nucleofilico numa enzima chega a ter um ME de até 10° ou 10"° vezes, o
que torna ainda mais interessante mimetizar sistemas enzimaticos.

Catélise intramolecular pode ser classificada como nucleofilica, basica-geral
ou acida-geral, conforme o mecanismo de acédo do catalisador. Na catélise basica-
geral, uma base assiste o ataque de um nucledfilo, enquanto na catalise acida-geral,
uma transferéncia de proton acelera a reagédo, ativando o grupo de saida.

O estudo de modelos quimicos que exibem esses tipos de catalise tem
atraido crescente interesse. Nome e colaboradores®® avaliaram o efeito da
transferéncia de préton para derivados 8-dimetilamino-naftil-1-fosfato (Esquema 4) e
observaram para o monoéster MANEP uma catalise acida intramolecular do grupo

vizinho NH+, devido a forte ligagao de hidrogénio, com incrementos cataliticos de até

10° vezes.
H,0'~ o
(;\lgm . HOPO,~
_O/ AN \\\E\ /H\
O “~NMe, 0~ 'NMe,
MANEP

Esquema 4

O efeito da transferéncia de préton é maior ainda para um diéster® analogo
DANEP, aonde incrementos na velocidade chegam até 10° vezes, provavelmente
um dos maiores efeitos reportado na literatura para modelos de catalise acida

intramolecular.

0 0 =
: \ HOPO,OM
H,O /_\\/P/\/_,\\\\H\_'_ 2 e b
MeO O NMe, o~ /NMez
DANEP

Esquema 5
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Modelos de catalise basica-geral vém sendo estudados com derivados de

aspirina®” 28

, onde é proposto um mecanismo com o carboxilato catalisando
intramolecularmente como uma base, o ataque da agua no éster, Esquema 6. A
hidrélise da aspirina apresenta uma molaridade efetiva de 13 M,?” o que indica que o
efeito do carboxilato na reacio intramolecular é equivalente a presenca de acetato

em concentragado 13 M na reacéao intermolecular correspondente.

O
C\O_ JH ]
©i ;% “o
OGCH3 + CH3COOH
<o OH
Esquema 6

1.4 Ribonuclease A

A quebra do RNA é mediada por ribonucleases (RNase A), Figura 5, enzimas
pequenas com cerca de 100-150 aminoacidos, que apresentam trés sub-sitios (B1,
B2 e B3) que interagem com as bases nitrogenadas do substrato e trés sub-sitios
PO, P1 e P2, que interagem com o grupo fosforila, sendo P1, o sitio ativo principal.
Na Figura 6 esta apresentado um modelo de clivagem do RNA pela enzima RNase
A, cuja importancia € elegantemente demonstrada pelo fato de ser a primeira enzima
que teve seus aminoacidos seqiienciados,”® bem como seus sitios cataliticos

identificados. A forma de atuacdo da RNase A esta principalmente relacionada aos

residuos His12 e His119 no sitio ativo principal.

Figura 5 — Estrutura cristalina do complexo da ribonuclease A com o nucleotideo
AMP (adenosina mono fosfato).*
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RNase

Figura 6 — Modelo de clivagem de RNA por RNase A, onde a cadeia polinucleotidica
de fosfato se liga nos multiplos sitios da enzima, PO, P1 e P2.

O mecanismo catalitico das ribonucleases vem sendo evidenciado por
diversos estudos envolvendo mutagénese de aminoacidos, uso de diferentes
substratos, mecanismo de deslocamento do fésforo, efeito de solventes, de pH e da
temperatura®'. Os resultados s&o consistentes com duas formas de catalise para a
RNase A envolvendo os grupos imidazol, um mecanismo 4acido-base geral
concertado ou por um mecanismo “tipo triéster”, formando um intermediario tipo

fosforano, Figura 7.

o Base

o Base o Base
*N_ His-12 Y Vi
O, OH N N7 His-12 *HN.  His-12
(0F= = ofon N T Op0 p 0
HO-P=0 P~
A o\ ! k/ N O ORO

NH™ R SN N
4 His-119 N R His-119 N~ \

Mecanismo "tipo triéster"
o Base

y
PN His-
Rop© 12

N O OH
His-119 NH" (oK

o Base o Base
Y V/
m3N\/ His-12 +HN/ His-12
.OO_\p:OOH O:p\\/O\j N ——  Produtos

! ‘00

N "Ny,

NH* TR His-119 N H,
v 7 O-H HOR

Mecanismo acido-base geral

Figura 7 — Mecanismos propostos para a clivagem de RNA por RNase A.
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No mecanismo classico acido-base geral®?, a reacdo ocorre em duas etapas,
de transfosforilagdo, seguida da hidrélise do intermediario ciclico, a His-12 atua
como catalisador basico geral, enquanto His-119 como acido-geral na primeira
etapa. Na etapa da hidrdlise, o papel das histidinas é reverso, His-119 ativa o ataque
da agua por catalise basica geral e a His-12, como acido geral, protona o grupo de
saida. Diversas evidéncias fundamentam esse mecanismo, como perfil de pH em
forma de sino, valores de pK, caracteristico do grupo imizadol obtidos por RMN e
dados cristalograficos, no entanto outros aspectos sugerem um mecanismo “tipo
triéster”. Nesse mecanismo, a protonagédo do oxigénio da fosforila leva a um estado
de transicdo similar (ou intermediario) semelhante ao de reacdes de triésteres,

33,34 onde a

conforme argumentado com modelos miméticos de ciclodextrinas,
substituicdo de grupos imidazol favorecia mais uma geometria que possibilitasse
esse novo mecanismo, do que o mecanismo classico.

Existe uma grande discussao® % %

em torno da forma de atuagdo das
ribonucleases, no entanto 0 mecanismo classico acido-base geral é o mais aceito e
bem fundamentado. Por exemplo, analises de tio-efeitos,®® com a substituicdo do
oxigénio da fosforila por enxofre ndo apresenta o efeito esperado, de reduzir a
velocidade de reagdo, como nas reagdes de triésteres de fosfato. Ainda, efeitos
cinéticos isotdpicos da clivagem com 80 s&o inconsistentes com o mecanismo “tipo
triéster”.>’

Na Figura 8 esta apresentada a estrutura do complexo do nucleotideo UMP
com RNase A, ilustrando a orientacdo dos seus principais residuos, obtida por
dinamica molecular por Haydock e colaboradores. O papel dos residuos Lys, Arg,
Asp, Phe e Thre tém sido atribuidos a uma estabilizacdo eletrostatica.’® Essa
estrutura esta de acordo com as estruturas cristalinas resolvidas para complexos de

diversos polinucleotideos com RNase A.3% %
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Figura 8- Estrutura obtida por dinamica molecular de RNAse A/3’-UMP.3®

1*1 e barnase,*? que

Existem ainda outras ribonucleases, como RNase T
atuam de forma semelhante a RNase A, por um mecanismo acido-base geral, no
entanto o carboxilato do residuo de Glu-58 atua como base geral no lugar da His-12.

Descobertas recentes mostram que as ribonucleases também podem ser
utilizadas no diagndstico e tratamento de muitas doengas, como cancer. Resultados
mostram que na presenga de uma doenga, quantidades de RNases aumentam
significativamente nos fluidos humanos, ou extratos de células, e a presenca das
mesmas pode ser regulada por ativadores ou inibidores. Assim, muitas dessas
moléculas regulatérias podem amparar o desenvolvimento de novas drogas para
tratar doencas.”®> Por exemplo, a citotoxicidade das ribonucleases as células
cancerigenas tem grande potencial como agente terapéutico, pois além de causar
menores efeitos colaterais que os agentes quimioterapeuticos comumente utilizados,
como onconase, também tem melhor aceitagdo bioldgica, pelo fato de serem

naturais.**
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1.5 Modelos de Ribonucleases

A compreensao da grande diferenca de velocidade entre reagdes enzimaticas
e nao-enzimaticas tem se fundamentado em modelar as particularidades cataliticas
das enzimas, como por exemplo, através de reagdes intramoleculares. Nesse
sentido, as ribonucleases tém atraido crescente interesse, com a sintese de diversas
moléculas orgéanicas sintéticas que clivam eficientemente o RNA, ou ésteres de
fosfato analogos com grupos imidazolinios ancorados.

Modelos simples de catalise intramolecular que mimetizam particularidades

1*° com a hidrélise do dianion bis-2-

da Rnase foram estudados por Kirby e Abel
carboxifenil fosfato, BCPP, Esquema 7. O efeito catalitico da ordem de 10" vezes
observado para essa reagcdo, comparado com difenil fosfato, foi atribuido a catalise
nucleofilica e intramolecular acida-geral pelos grupos salicilatos. No entanto, a
catalise acida geral intramolecular foi inesperadamente ineficiente, de apenas 4
vezes. Isso foi atribuido ao fato de que a quebra do intermediario ciclico deve ter um
<record><rec-number>118</rec-number><ref-type nam formada no oxigénio de

saida desfavorece a etapa de transferéncia de préton.

0
?
H.,
o_Ho o) QO(\
0-R=0 [for 0.0
(Rg o_llj\o_ \P/\
. = o o)
O o) o + Salicilato
(0] o) (0]
Esquema 7

Modelos que apresentam grupos imidazol tém demonstrado uma catalise
intramolecular mais eficiente, destacando-se a hidrolise do monoéster de fosfato 2-
(2"-imidazolil)fenil fosfato (IMPP),*® com uma catalise intramolecular acida-geral pelo

grupo imidazolinio, semelhante daquela observada em ribonucleases, Esquema 8.

,—\_+ _
HN._~NH
o HN N
/
O-F~
\ OH — 3
OH OH '+ Hpo, + H*
OH,
IMPP IMP

Esquema 8
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Comparando essa reagao com um triéster derivado de um fenol com pK, 10,
os efeito cataliticos chegam a 10° vezes. Calculos computacionais confirmam uma
geometria favoravel para essa catalise intramolecular acida, com o grupo

imidazolinio torcido apenas 3.4° em relag&o ao anel fenilico, 3.

Gobel e colaboradores®’ avaliaram a eficiéncia do tris (aminobenzilimidazol),
TABI na degradagdo do RNA, “hairpin” e linear, conforme ilustrado na Figura 9.
Observaram que o composto TABI degradava efetivamente os substratos de RNA,
com hidrélise de 92% para hairpin e 87% para linear, e tempos de meia-vida de 200
min e 120 min, respectivamente. Comparado com a hidrélise espontanea (t12=13,4
anos, Figura 1), os efeitos cataliticos chegam a 10% no entanto essas reacdes

apresentam problemas de precipitagao.
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R:H COOCH3 cv5-5' G ca RNA “Hall’pln"

Cy5-T,,-ribo(CUAGCCGACUGCCGAUCUCGCUGACUGAC)-T,’
RNA linear

TABI

Figura 9 — Estrutura do tris (aminobenzilimidazol), TABI e dos substratos de RNA,
“hairpin” e linear.
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Modelos enzimaticos baseados em macromoléculas, conhecidas como
enzimas sintéticas (synzymes), tém despertado grande interesse por mimetizar
aspectos multifuncionais e geométricos das enzimas.”®* Exemplo sdo as
ciclodextrinas com grupos imidazol ancorados em sua cavidade descritas por

33, 34, 49, 50

Breslow e colaboradores, 0s quais realizaram um estudo extensivo da

reacao de hidrolise do éster de fosfato ciclico 5 com ciclodextrina-bis(imidazol),

Figura 10.
N=
= y
&/N\CH [~
: CH'IN\)
4
(’H—Of\ HO O o 0.0
Img O’F{ o HIm o- F{ OH o p-OH o7 oH

Figura 10 — Estrutura do B-ciclodextrina 6,6 -bis(imidazol), 4 e reagao de hidrdlise
do 4-tert-butilcatecol fosfato ciclico 5.

Foi observada uma catalise de 120 vezes para essa reagdo com a
ciclodextrina funcionalizada, além de uma alta seletividade, maior que 99:1 para o
isdmero A, em comparagao com a hidrdlise basica que leva a uma mistura dos dois
produtos. Estudos de efeitos isotépicos50 sao consistentes com uma reacdo que
acontece via catalise bifuncional simultanea, tal como ocorre na ribonuclease. O
resultado também foi confirmado pela variagado das posi¢gdes dos grupos imidazol na
ciclodextrina,®® mostrando que a reacdo depende da posicdo do imidazol na

ciclodextrina.
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Derivados de oligonucleotideos com residuos imidazolinios incorporados,
também tém sido estudados como ribonucleases artificiais,”’ no entanto os
resultados muitas vezes sdo contraditérios, devido a inesperada instabilidade dos
nucleotideos. Isso porque o ti, da quebra do oligonucleotideo 6 com tampao
imidazol foi apenas 1,5h. Assim, a rapida clivagem observada para os compostos 6,
7, 8 e 9 (Figura 11), indica uma instabilidade inerente da ligagao fosfodiéster, que

nao esta diretamente ligada a eficiéncia dos imidazolinios conjugados.
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Figura 11 — Ribonuclease artificial contendo de imidazol onde ODN é oligo-
deoxiribonucleotideo.""

Modelos baseados em polimeros também tém atraido interesse e, por
exemplo, destaca-se o estudo da clivagem do RNA por poliaminas com grupos
imidazol ancorados. Os resultados mostram uma clivagem altamente seletiva do
RNA na presenca dos derivados de poliaminas, quando comparados com a clivagem
randémica na presenca de tamp&o imidazol, conforme pode ser observado pelos
eletroferogramas da Figura 12.°? Na presenca de imidazol, o RNA & clivado em sete
posicdes, acima de concentracdo 100 mM. Ja na presenca da poliamina, ocorre
thor>BRANDAO</Author><Year>2007</Year><RecNum>121</RecNum><record><r
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Figura 12 — Eletroferogramas para a clivagem de tRNA na presenga de tampao
imidazol(a) e poliamina com grupo imidazol ancorado(b). Quanto mais escuro os
simbolos, maior a intensidade da clivagem. As indicagbes dos sitios de clivagem
estdo apresentadas em (c).

O efeito hidrofébico também foi avaliado com modelos poliméricos de
polietilenoimina com grupos imidazol e dodecil ancorados. Na Tabela 2 estdo as
constantes cataliticas da enzima natural a-quimotripsina, do imidazol e do polimero
com imidazol e grupos hidrofobicos para a reagdo de hidrolise de ésteres de
nitrofenila.®® Apesar do significativo efeito hidrofébico, a comparagédo ndo esta
completamente correta, visto que os ésteres estudados nas reacdes da enzima
natural e do imidazol foi o acetato de p-nitrofenila e no caso do polimero modificado,
foi o caproato de p-nitrofenila, que é significativamente mais apolar. De fato, ao
estudar reacdes de ésteres de nitrofenila com polietilenoimina, o efeito dos grupos
hidrofébicos mostrou-se mais significativo para ésteres com maior cadeia carbdnica
(10® vezes) do que para ésteres menos hidrofébicos, por exemplo, de acetato (15

vezes).”*
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Tabela 2 — Eficiéncia catalitica de diferentes substancias na reacao de hidrolise de
ésteres de nitrofenila.

Constante Catalitica k (M min™)

Imidazol 10
a-quimotripsina 10 000
PEI, 10% dodecil, 15% imidazol 2700

No entanto, algumas propriedades das macromoléculas bioldgicas séao
negligenciadas nos modelos artificiais poliméricos, como a monodispersidade,
caracteristica de macromoléculas que possuem unidades moleculares uniformes em
termos de massas moleculares. Esse desafio na sintese de polimeros tem sido
contornado estudando modelos artificiais monodispersos. Exemplos sao os
dendrimeros, os quais sao construidos utilizando ramificagbes simétricas de
unidades menores, e que mostram na sua estrutura final um interior hidrofébico e
uma superficie hidrofilica. Nesse tipo de modelos foi estudada a hidrdlise de 8-
butiloxipireno-1,3,6-trisulfonatos, na presenca do dendrimero 10, e foram
observados efeitos cataliticos de 9 x 10* vezes, Figura 13. A forma de atuacgdo do
dendrimero esta fortemente atrelada a fatores hidrofobicos, e ao residuo histidina
que pode atuar como nucledfilo ou catalisador basico-geral, no entanto os resultados

ndo esclarecem totalmente o mecanismo catalitico.>®

NaO,S. ! SOsNa
OSSN

Na0,S O OJJ\/\

aq.pH5.5

Keatkuncat = 90000

NaD,S | OH

Figura 13 — Estrutura do dendrimero peptidico 10, construido a partir do dendron
Dap-His-Ser (Dap=acido 2,3-diamino-propridnico) e a reagdo de hidrélise do 8-
butiloxipireno 1,3,6-trisulfonato.
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo da clivagem de ésteres de fosfato € uma area que tem atraido
grande interesse, por mimetizar processos biologicos fundamentais para o
armazenamento e transmissdo de informagdo genética. Essas reagdes de
transferéncia do grupo fosforila sdo extremamente desfavoraveis em solugéo
aquosa, com tempo de meia-vida que pode chegar até 10’ anos, a 25°C, no caso do
dimetil fosfato. Nos sistemas bioldgicos, essas reagdes sdao mediadas por enzimas,
com fatores cataliticos de até 10" vezes, promovidos por uma estrutura
multifuncional complexa. As ribonucleases constituem enzimas que quebram o RNA
eficientemente, e ainda que sua forma de atuacdo nao seja de consenso entre os
pesquisadores, o mecanismo bifuncional acido-base tem sido bem argumentado,
baseado em modelos artificiais. Esses modelos podem ser miméticos ou néo-
miméticos, baseando-se em reagdes intermoleculares, intramoleculares o em
sistemas formados por macromoléculas. No entanto, muitas das ribonucleases
artificiais nao séo consistentes com o mecanismo classico acido-base proposto para
a enzima. Em muitos casos, a catalise promovida por grupos imidazol é ofuscada
por aspectos como geometria dos grupos, instabilidade dos fosfodiésteres
estudados ou ainda efeito hidrofobicos. Portanto, o interesse em esclarecer a forma
de atuacio das ribonucleases complementa o estudo da compreensao das reacdes
enzimaticas, envolvendo a transferéncia do grupo fosforila, com perspectivas para

terapia genética.
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a reagéo de hidrolise do diéster de

fosfato, bis(2-(1-metil-1H-imidazol-3-inio-2-il)fenil) fosfato (BMIPP), avaliando a

catalise intramolecular acida-basica geral como modelo de ribonuclease.

: —
MeN_ NH o N+ _NMe
11
0-P-0
BMIPP

Estratégias especificas

Para poder conseguir atender plenamente o objetivo geral, as estratégias

utilizadas neste trabalho sao:

Sintetizar o bis(2-(1-metil-1H-imidazol-3-inio-2-il)fenil) fosfato (BMIPP) e
caracteriza-lo espectroscopicamente. Titular potenciometricamente o BMIPP
a fim de determinar os valores de pK, dos diferentes grupos funcionais.
Estudar a reacao de hidrélise do BMIPP, avaliando efeito isotépico, de pH e
de temperatura, e com diversos nucledfilos, como imidazol, acetato, até a-
nucledfilos, como hidroxilamina.

Estudar a hidrolise do monoéster de fosfato 1-metil-2-(2'-imidazolil) fenil
fosfato (Me-IMPP), produto da reacédo de hidrolise do BMIPP, e compara-lo
com o analogo nao metilado.

Caracterizar os produtos da hidrolise do BMIPP e do Me-IMPP por ESI-MS e
ESI-MS/MS.

Realizar calculos computacionais para auxiliar no estudo da reacdo de
hidrolise do BMIPP.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes

O 1-metil-2(2°-hidroxifenil)imidazol utilizado na obtencdo do BMIPP foi
preparado de acordo com a metodologia descrita por Rogers e Bruice.® A agua
deuterada (D,0O) foi adquirida da Cambridge Isotope e NaOD (40%) e DCI (37%)
foram adquiridos da Aldrich. Os demais reagentes eram de qualidade P.A.,
procedentes da Aldrich, Carlo Erba, Acros e Vetec, e previamente purificados

quando necessario.

4.2 Sintese do BMIPP

A sintese do BMIPP foi realizada utilizando uma solugcdo de 1-metil-2-(2’-

hidroxifenil)imidazol®® (2,87 mmol) em CHCI3 (15 mL), a qual foi gotejada sobre uma
solugéo de PClg (2,87mmol) em CHCI3 (15 mL) sob banho de gelo e atmosfera de

argbnio, com a formacéao imediata de um sélido branco. A mistura foi agitada por 2 h
a temperatura ambiente e apos adigdo de agua (0,25 mL), deixou-se reagir durante
uma noite. A mistura foi evaporada rotatoriamente até obter um 6leo, o qual com
adicdo de metanol (5 mL) e agua (3 mL) levou a formacgao de cristais brancos, com
rendimento de 51%, com ponto de fusdo de 110-114°C. A analise do produto obtido
foi consistente com o produto puro: "H NMR (400MHz, D,0, referéncia interna TMS)
03,48 (s, 6H, Me), 67, 32 (d, 2H, J1,=8,4 Hz, H-1 e H-1"), 67,43 (t, 2H, J3>=7,6 Hz e
J34=7,6, H-3 e H-3"), 67,50 (d, 4H, J5=5,2 Hz e Js5=5,2, H-5, H-5", H-6, H-6"), 67,56
(d, 2H, J43=7,6 Hz, H-4 e H-4"), 67,67 (t, 2H, J23=7,6 Hz e J»1=8,4, H-2 e H-2"),
Figura 14 e 15.
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Figura 14 — Espectro de RMN H para BMIPP em D,O a 400MHz.
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Figura 15 — Espectro de RMN "H ampliado para regido 7.0-7.9 para BMIPP.
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4.3 Titulacdo Potenciométrica

A técnica da titulacdo potenciométrica foi utilizada para determinar os pKgs do
BMIPP, bem como as espécies em equilibrio em fungdo do pH. As titulagcbes foram
realizadas em uma célula de vidro, de parede dupla, com capacidade de 150
mililitros. Esse sistema foi mantido fechado, com a temperatura controlada por um
banho termostatizado a 25°C, agitacdo magnética e fluxo continuo de nitrogénio que
foi previamente borbulhado em uma solucdo de KOH para retirar as impurezas, a
forga i6nica foi mantida constante em 0,1 com KCI. A base utilizada foi bombeada
para a célula de vidro através de um DOSIMAT 765 e o pH medido através de um
equipamento METROHM (modelo713).

O tratamento dos resultados experimentais foi feito com os programas BEST7
e SPECIES,” que permitem determinar as constantes de dissociagdo e distribuigao

de espécies, respectivamente.

4.4 Estudos de ESI-MS e ESI-MS/MS

Os experimentos de ESI/MS e ESI-MS/MS foram realizados no Laboratério
ThoMSon de Espectrometria de Massa na UNICAMP. Os experimentos foram
realizados em um espectrémetro de massa ESI-QqgTof com resolu¢cdo de massa de
5000 e 50 ppm de exatiddo no analisador TOF. As condigdes foram: 10 mL de
solugdo aquosa 10° M de BMIPP foi preparada em pH 6,5 e 60°C. Aliquotas dessa
solugdo foram injetadas no aparelho periodicamente. O aparelho foi operado no
modo de ion negativo, sob fluxo continuo de nitrogénio 20 mL min™, voltagem do
capilar de 4kV, voltagem do cone de 20V e temperatura de desolvatagdo de 100°C.
spray de ion -4500 eV , potencial de entrada 10 eV e potencial de saida da cela de
colisdo -12 eV. As espécies anibdnicas foram submetidos a dissociagcao por colisdo

induzida (CID) com nitrogénio com a energia de colisdo de 5 a 45 eV.
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4.5 Medidas Cinéticas

O estudo cinético foi realizado em um espectrofotobmetro de UV/VIS Cary 50,
Figura 16. As reagdes de hidrélise do BMIPP foram iniciadas pela adigdo de uma
aliquota de 20uL da solugdo estoque do substrato (0,01 M em agua, pH~10 e
estocadas em freezer) em 3 mL de mistura reacional de modo que a concentragéo

inicial do substrato fosse igual a 66,7 uM.

0,2+

0,0 T T T
250 300 350
Wavelength (hm)

Figura 16 — Espectros de UV-Vis para a reagao de hidrolise do BMIPP em pH 6,5,
60° e 1=1,0 (KCI).

A reacao de hidrolise do Me-IMPP foi realizada utilizando uma aliquota de
200 pL da mistura reacional de BMIPP 0,001M, pH 7,5, a qual apds 10 tq;, foi
adicionada num volume final de 3 mL em diferentes pHs. As constantes de
velocidade observadas (kobs) foram calculadas em 310 nm para BMIPP e 290 nm
para Me-IMPP. As reacbdes foram acompanhadas em meio aquoso em diferentes
pHs, a temperatura foi mantida em 60,0 °C e a forga i6nica em 1,0 (KCI), exceto nas
medidas em [HCI] > 0,01. O pH das medidas cinéticas foi mantido com tampdes
preparados utilizando: acido cloroacético (pH 2-3); acido formico (pH 3-4,5); acido
acético (pH 4-5,5); dihidrogenofosfato de sodio (pH 5,5-7,8); bicarbonato de sodio
(pH 8-9,5). As reagdes na presenga de nucledfilos foram realizadas com

concentracao 1M.
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As reacbes foram seguidas por no minimo trés tempos de meia-vida. As Kops
foram calculadas pelo ajuste iterativo dos graficos lineares de In (A.-A;) contra o
tempo, sendo que para todas as medidas os coeficientes de correlagdes (r) foram
superiores a 0,999. As reacdes extremamente lentas foram acompanhadas por
velocidades iniciais, calculando o coeficiente angular da absorbancia versus tempo
para 2 a 5% do tempo total de reagao, o qual foi corrigido utilizando as absorbancias
finais estimadas.

As regressdes nao-lineares foram realizadas com o programa de computacao
ORIGIN versao 7.5 (OriginLab, 2003) utilizando o algoritmo de Levenberg-Marquardt

para encontrar o minimo da soma dos quadrados.

4.6 Calculos Computacionais

Os calculos computacionais para BMIPP, Me-IMPP e IMP foram realizados
através da metodologia B3LYP no programa Gaussian para Linux. Os minimos
globais foram obtidos através da variagdo continua da estrutura molecular e
otimizados utilizando o modelo PCM com o continuo dielétrico da agua. O estado de
transicdo da reacao de hidrélise do BMIPP foi otimizado em fase gasosa devido a
alta demanda computacional. Todos os atomos foram descritos por uma funcao de

base 6-31G(d), adicionando uma fungao difusa para os atomos de O, N e P.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Titulag&o Potenciométrica

A titulagdo potenciométrica do BMIPP foi realizada sob as condigdes
experimentais previamente descritas, utilizando KOH como base (0,1008 M). A curva
de titulagdo com o ajuste tedrico obtido pelo Programa BEST7 esta apresentada na
Figura 17a. Na faixa de pH estudada foram observados dois pK; s, 6,48+0,03 e
7,8210,03, que permitiram calcular a distribuicdo das espécies (Figura 17b)
apresentadas no Esquema 9. Considerando o pK;=7,0 do imidazol n&o substituido,
os valores obtidos estdo proximos mas diferem devido ao efeito de proximidade

entre os dois centros dissociativos.

BMIPP" BMIPP
100 P .

. BMIPP* /

60

%

40

20

N
0 -
N
o
N

T T T T T T T T T
0,5 1,0 1,5 2,0 25

a (mmol KOH/mmol BMIPP)

a b

Figura 17 — (a) Curva de titulacdo de uma solugéo 1,0 mM de BMIPP, KOH a 0,1008
M, 1= 0,1 (KCI), 25,0 °C. (b) distribuicdo de espécies de acordo com o Esquema 9 e
pKas calculados 6,48+0,03 e 7,82+0,03.

=\ /[—\ /[/\ /[—\ [\
MeN ZNH o HN+\ NMe MeN ZNH o Ny NMe MeN. N o Ny NMe
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0-P-0 0-P-0 Kas 0-P—0
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BMIPP* BMIPP* BMIPP”

Esquema 9
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5.2 Estudo Cinético

A reacao de hidrélise do BMIPP foi estudada em fun¢do do pH ou H, (pH<0) e
os resultados experimentais estdo apresentados na Figura 18. A escala de Hp para
misturas H,O-HCI esta de acordo com a funcéo de acidez de Hammett, baseada nos
equilibrios de protonagdo de bases fracas derivadas de anilina.®® Observa-se que na
faixa de pH = 4 até 8, um perfil em forma de sino, com um maximo de reatividade em
pH 6,5, tipico de reagdes bifuncionais que dependem de uma espécie protonada e
outra desprotonada. Isso é confirmado pelo valor do coeficiente angular da curva
ascendente e descendente (pH 4-8), em torno de um, sugerindo a participacao de
dois protons. Esses dados mostram que a espécie zwiteridnica BMIPP* é a mais
reativa, com um grupo imidazolinio protonado e outro desprotonado. Para valores de
pH < 2 até Ho = -3 pode ser observado um comportamento tipico de catalise acida,

que indica saturagao consistente com a desprotonacao do fosfato (~ pKa1=-1,42).

Ho pH

Figura 18 — Dependéncia da constante de velocidade (kons/aw) com pH ou Ho>8

(pH<0) para a reagao de hidrélise do BMIPP a 60,0°C. A correg¢ado da atividade da
agua (aw)é necessaria para pH<0, por a concentragdo de agua diminuir com o
aumento da concentragéo de acido. A linha corresponde ao ajuste tedrico segundo a
Eq. 1 e os parametros obtidos estdo apresentados na Tabela 3.
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O Esquema 10 é consistente com os resultados experimentais e mostra que
a reacao é governada pelo equilibrio entre quatro espécies de BMIPP, formando
como produtos de hidrolise 1-metil-2-(2’-hidroxifenil)imidazol IMP e o monoéster de
fosfato 2-(1-metil-1H-2-imidazolil)fenil hidrogeno-fosfato Me-IMPP. A hidrolise
posterior de Me-IMPP forma outro equivalente de IMP, que sera descrita em maior
detalhe no item 5.2.3 A representagdo matematica que descreve os dados
experimentais em termos de constantes de velocidade e as fragdes de espécies ()

presentes esta resumida na Eq. 1.

—\ —\ /_+\ [\
MeN /+NH o HN+\ NMe MeN._ ~NH o HN+\ NMe
1 k1d 1
0-P-0 — OH | HO-P-O
OH H20 OH
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[\ [\ /A — H,O
MeN._NH HN%._ NMe MeN  ZNH o HN*%._NMe
o Kog I Kim
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Kaz IMP
+
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=\ =\ =\ /\ HeO
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kobs - klcl;(Bl\/uPP2+ + k20|)(|3|\/|n:'|3+ + k3d}(B|\/||F>Pi + k4dZBMIPP’ 1
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O formato da curva cinética experimental indica que apenas as espécies
BMIPP* e BMIPP* sdo cineticamente importantes, assim os termos referentes as
outras espécies podem ser eliminados. A Eq. 2 permite expressar as constantes de

velocidade observadas de acordo com todos os equilibrios envolvidos,

ok, [ P, KyKolH] J ,

2 2 +k3d 2 2
[H Py +K H] +KﬂKaz[H*]+KﬂKaZKJ {[H*] y+KoH [ KK [H KK oK

onde k14, Koq, K3g © kag correspondem as constantes de velocidade referentes as
espécies totalmente protonada, catibnica, zwiteribnica e aniénica do BMIPP,
respectivamente, K,1, Ka2, Koz se referem as constantes de dissociagao das espécies
totalmente protonada, catibnica e zwiteribnica (Esquema 10) e Hp=-logho.

Na Tabela 3 estdo apresentadas as constantes de equilibrio e parametros

cinéticos obtidos pelo ajuste ndo-linear dos dados da Figura 18 com a Eq. 2.

Tabela 3- Constantes de dissociagao e parametros cinéticos para a hidrdlise do
BMIPP.

Constante Valor
kig, 8™ (1,52+0,11)x10°
Kag, 8~ (1,98+0,13)x107
PKar -1,42+0,05°
PKa 6,100,042
PKas 7,20+0,05°

2 pK,s calculados no ajuste dos dados cinéticos a 60°C.

O valor de pK,1 obtido baseado no ajuste dos dados cinético utilizando os
valores de Hy esta coerente com valores obtidos para outros ésteres de fosfato com
estruturas similares, com pK, em torno de -1,50.%° Os valores de pKaz (6,10) e pKas
(7,10) obtidos pela Eq. 1 a 60°C sao levemente inferiores que as constantes obtidas
por titulagcdo a 25°C (6,48 e 7,82), um resultado que €& coerente com o efeito

esperado devido ao aumento de temperatura.
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5.2.1 Hidrélise de BMIPP*

Os valores das constantes de velocidade mostram que BMIPP* tem uma
reatividade 10° vezes maior que BMIPP?*. Ainda, comparando a hidrolise de BMIPP*
com a hidrdlise do difenil fosfato® tem-se um aumento de velocidade superior a 10’
vezes. No entanto, essa comparagao nao considera o efeito eletrdbnico dos grupos
imidazol do BMIPP. De fato, o pK, do fenol derivado do difenil fosfato € superior ao
pKa (9,99)do fenol derivado do BMIPP, 1-metil-2-(2’-hidroxifenil)imidazol, o qual é
aproximadamente 7,85.%° O efeito eletronico do imidazol diminui o pKa do grupo de
saida, tornando necessario uma comparagao com diésteres de fosfato de menor
valor de pK, que fenol. Kirby e Younas® relacionaram a hidrolise de anions de

diésteres de fosfato com diferentes pK, do grupo de saida (pK.°") através da Eq. 3.
logk, =1,57—0,97pK ™" 3

Através dessa equacgao é possivel estimar um efeito catalitico na reacédo de
hidrélise de BMIPP* superior a 10° vezes, a 60°C. Esse efeito pode ser explicado por
dois mecanismos, o classico acido-base (Esquema 11) e o “tipo triéster” (Esquema
12). A possibilidade de a reagdo ocorrer por um mecanismo intramolecular
nucleofilico sera discutido no item 5.3. No mecanismo de catalise intramolecular
acido-basica geral, um imidazol desprotonado atua como base retirando um proéton
da agua, que por sua vez ataca o atomo de fosforo e o imidazol protonado atua
como 4acido-geral, auxiliando o grupo de saida pela transferéncia de um proéton

(Esquema 11). Esse mecanismo deve ocorrer através de um processo concertado.
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No mecanismo “tipo triéster”, o grupo imidazolinio transfere um préton ao
oxigénio aniénico do fosfato e o grupo imidazol atua como base geral, assistindo o
ataque da agua sobre o fésforo. No entanto, essa forma de ativagdo do oxigénio
aniénico provoca efeitos cataliticos relativamente baixos. Por exemplo, Anslyn e
colaboradores®® observaram um aumento de velocidade de apenas 40 vezes em
diésteres de fosfato onde o grupo vizinho guanidinio ativa o oxigénio aniénico do

fosfato, 11. A alta eficiéncia catalitica observada para BMIPP sugere que sua reagao

de hidrolise deve ocorrer pelo mecanismo “classico” acido-base.
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Ainda que o mecanismo classico acido-base tem sido o melhor fundamentado
para a forma de atuacdo da enzima RNase A,*’ o mecanismo tipo “triéster” tem sido
sugerido em estudos com ciclodextrinas como modelos de ribonucleases, Figura
10.%® Os resultados mostram uma dependéncia significativa da velocidade de reagao
em fungdo da estrutura de trés isbmeros de ciclodextrina, com grupos imidazol
ancorados em unidades de glicose vizinhas ou separadas. Nesse estudo, o
mecanismo classico acido-base é excluido, pois se esperaria uma melhor eficiéncia
catalitica em uma geometria onde os grupos cataliticos estivessem mais separados,
e de fato, o isbmero com os grupos imidazol mais préximos mostrou-se mais
eficiente (Figura 19a).°" 2 Assim, os autores sugerem que na geometria onde os
grupos imidazol estdo mais préximos nao poderia haver uma catalise intramolecular
basica assistindo o ataque da agua, de forma simultdnea a uma catalise acida no
grupo de saida. No entanto, essa argumentagado nao esta totalmente correta, pois
nao considera a possibilidade de rotagcdo do grupo imidazol para alcangar uma
geometria favoravel (Figura 19b) nem a regioseletividade do substrato pela
cavidade da ciclodextrina.®?

Estudos posteriores confirmaram a dependéncia da regioseletividade do
substrato com a estrutura da ciclodextrina, mostrando que a mudanga geométrica
dos grupos cataliticos n&o influencia apenas a eficiéncia da catalise, mas também a

seletividade pelo substrato.®®

NF\N NF-\N
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~ 1 OH o
103° 3 OH o o
Q----"  / 0
-‘r A'a OOH
HO "p 154% 0~ OH AC on
J ’1’ OH A‘D o OH on ODH o
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HO OH o o
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Figura 19 Estruturas dos (a) Isbmeros A,B; A,C e A,D de B-ciclodextrina 6,6'-
bis(imidazol) e (b) Isémero A,B, ilustrando a rotagao dos grupos cataliticos.
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Estudos na clivagem do RNA, na presenga de tamp&o imidazol, também
sugerem um mecanismo tipo “triéster”’, onde as espécies protonada e desprotonada
de imidazol atuam em etapas diferentes.®" ® Esses resultados por si s6 ndo excluem
a possibilidade do mecanismo acido-base, pois o alinhamento que os grupos
imidazol podem encontrar na RNase A ou em modelos miméticos € improvavel de

.32 Além disso, a

ocorrer nas reagdes de clivagem de RNA com tampé&o imidazo
clivagem do RNA na presencga de tamp&o nao apresentou um perfil de pH em forma
de sino. Assim, 0 mecanismo acido-base ainda parece ser o mecanismo mais aceito
e melhor fundamentado para reagdes com catalise bifuncional dos grupos imidazol,
originalmente proposto na RNase A.

Tabela 4 — Eficiéncia catalitica (Kcat/Knao-cat) €m reagdes de clivagem de ésteres de
fosfato, com relevancia para elucidagao do mecanismo da RNase A.

Reacio Kcat/Knao-cat
Catalise acida geral intramolecular na hidrolise do bis-2- 42
carboxifenil fosfato, BCPP*°
Catalise acida geral intramolecular na hidrélise do 4,4’-metileno 10%
bis(3-hidroxi-2-acido naftéico) fosfato, BHNP®®
Catdlise acida geral intramolecular na hidrolise do 2-(2'- 10°°
imidazolil)fenil fosfato, IMPP*°
Catalise acida geral intramole- | Monoéster de fosfato, MANEP?° 10°°
cular em derivados de 8-(N.N- I"pigcio e Fostato, DANEPZ 10%°
dimetilamino)naftol
Catalise na hidrélise do 4-terc- | Ciclodextrina bis(imidazol)*® 120
butilcatecol .fosfato ciclico na Ciclodextrina mono imidazor® 11
presenca de:
Clivagem de substratos de | Imidazol® 8
RNA na presencga de: Imidazol + ZnZ* 850
TABIY 10*
RNase A’ 10"
Clivagem de ésteres de fosfato | Imidazol 10
de nitrofenila® PEI, 10% dodecil, 15% imidazol 2700
a-quimotripsina 10000
Catalise bifuncional acido-base na reagéo de hidrolise do BMIPP* 10°
Catalise intramolecular acida na reacdo de hidrdlise do BMIPP? 10*

? Efeitos comparados com analogo com um carboxilato, 2-carboxifenil fosfato e 3-
carboxi-2,2’-dihidroxi-difenilmetano. ® Comparado com triéster derivado de fenol,
pKs=10. ® Comparados com fosfatos de arila derivados de fenol com pK, 9,4.
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Na Tabela 4 esta apresentada a eficiéncia catalitica de diversas reagbes que
envolvem clivagem de ésteres de fosfato, que procuram mimetizar particularidades
da RNase A. Analisando os dados, observa-se que o efeito catalitico observado para
BMIPP* (10° vezes) estd entre os maiores efeitos reportados de catalise
intramolecular, superando a eficiéncia catalitica dos classicos modelos
macromoleculares de RNase A, como as ciclodextrinas substituidas.

Ressalta-se que nas reagdes apresentadas na Tabela 4 alguns aspectos
devem ser considerados, como: (i) o uso de diferentes substratos; (ii) reacdes
intramoleculares; e (iii) efeito hidrofébico em modelos macromoleculares, como
cicodextrinas e polimeros.

O extraordinario efeito catalitico observado para BMIPP* é similar a catalise
acida intramolecular observada em ésteres de fosfato derivados de 8-(N,N-

dimetilamino)naftol, %

onde os dados cinéticos permitem estimar um valor de pK,
efetivo do grupo de saida desses de 3,76. Isso, provavelmente devido ao fato que
nesses compostos a transferéncia de proton € garantida por uma estrutura mais
rigida, com menor liberdade conformacional.

A maior peculiaridade na catdlise observada no BMIPP* esta na sua
simplicidade, pois consegue atuar como um eficiente catalisador bifuncional
intramolecular, e mesmo sem atrelar efeitos macromoleculares a sua catalise, como

hidrofobicidade, consegue mimetizar com clareza o mecanismo da RNase A.
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5.2.2 Hidrélise de BMIPP?*

A reacdo de hidrdlise da espécie catibnica de BMIPP?* também esta
apresentada na Tabela 4, e se observa uma diminuigcdo da eficiéncia catalitica em
relagéo a espécie BMIPP*, decorrente da protonagdo da base geral. Ainda assim, o
valor da constante catalitica para BMIPP?" apresentado na Tabela 4 é similar aos
valores obtidos para hidrélise de outros diésteres de fosfato difenilicos®® ou triésteres
de fosfatos diarilicos,®® onde em pH acido ocorre uma catalise acida.” ®° Sugere-se
que a reacao de hidrélise da espécie catidnica deve proceder através de uma
catalise intramolecular acida de grupo imidazolinio assistindo o grupo de saida, 12.
A eficiéncia dessa forma de ativacao foi estimada em torno de 10* vezes, usando a
Eq. 3. Este efeito € muito significativo, pois se deve considerar que o efeito catalitico
calculado para IMPP esta baseado em um pK, = 10 para o grupo de saida, que

calculado pela Eq. 3 com pK, 7,4, também leva a um efeito de ~10* vezes.

H _H
— o .
MeN. ~NH & HNX._NMe
Q />::
O—‘IID_O
OH
12

O tratamento de Bunnett’®"?

constitui uma ferramenta interessante para
esclarecer como ocorre a catalise acida. Esse tratamento utiliza graficos dos valores
de logkonstHo em fungéo de log aw ou de Hg + log[HCI], e os coeficientes angulares
dessas retas fornecem os valores de w e ¢ (Eg. 4 e 5), que estdo vinculados a

aspectos mecanisticos da catalise acida (Figura 20).

logk,,, + H, =wloga,, + Const (4)

logk,,, + H, = @(H, +log[HCI])+ Const (5)
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Figura 20 — Tratamento de Bunnett para a reacdo de hidrélise do BMIPP para

regidao de Ho, logkopstHo em fungéo de logaw (m) ou Ho+log[HCI] (e), de acordo com
asEqg.4eb.

A partir dos graficos apresentados na Figura 20 foram calculados os valores
de w=9,6 (n=4, R=0,979) e ¢=0,98 (n=4, R=0,979). Esses valores sao similares aos
valores obtidos para a hidrdlise acida do IMPP (w=11,6, ¢=1,31, n=7, R=0,998),%°
do MANEP (w=10,9, »=1,18, n=12, R=0,997)* e de outros ésteres de fosfato
arilicos(w ~7 e ¢ ~1,2),"" sugerindo que a hidrélise envolve uma transferéncia lenta
de préton, com um ataque concertado de uma molécula de agua, e o grupo hidroxila
do grupo fosfato estaria hidratado.

Bunton’ sugeriu que a catalise acida especifica de ésteres de di- e triaril
fosfatos pode ocorrer por dois mecanismos A e B, um com formagdo de
intermediario e outro com ativacdo do grupo de saida por ligagdo de hidrogénio
(Figura 21).
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Figura 21 — Mecanismos de catalise acida especifica para di- e triaril fosfatos.

Os mecanismos propostos sdo pouco provaveis para BMIPP?*: no caso A,
devido a restricao conformacional para formar o intermediario; no mecanismo B, ha
uma transferéncia de hidrogénio ativando o grupo de saida, analogo ao sugerido
para 12, entretanto € uma catélise acida especifica e ndo geral, como no caso do
BMIPP?",

Os resultados apresentados indicam uma forte dependéncia da eficiéncia da
catalise intramolecular com a liberdade conformacional e forca da ligacdo de
hidrogénio. Dados de efeitos isotépicos e termodinamicos, bem como calculos

computacionais poderiam elucidar o mecanismo para catalise observada.
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5.2.3 Efeitos Isotépicos para Reagdo de BMIPP

Comumente, estudos de efeito isotopico avaliam a importancia de
transferéncia de prétons em reacbes e sao realizados numa regido onde a
velocidade de reacao independe do pH, pois o pH pode variar em meio deuterado.
No entanto, o perfil de pH para BMIPP apresentado na Figura 18 ndo apresenta um
patamar definido na faixa onde esta presente a espécie dipolar ibnica. Assim para
avaliar o efeito isotopico obteve-se um perfil na regido entre pH 5 e pH 8 para a
reacao de hidrélise do BMIPP em DO, Figura 22. O perfil de pH obtido em DO foi
ajustado pela Eqg. 6, uma forma simplificada da Eq. 2, onde considera-se apenas a
catélise pela espécie BMIPP* do Esquema 10.

1,0
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Figura 22 — Perfil de pH obtido para reacao de hidrélise do BMIPP em H;O (m) e
D,0 (o), a 60°C e 1=1,0 (KCI). As linhas correspondem ao ajuste pela Eq.6.
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Os parametros obtidos pelo ajuste dos dados da Figura 22 estao
apresentados na Tabela 5, e mostram um aumento de até 0,8 unidade nos valores
de pKa em D,0, efeito similar ao observado para outros diésteres de fosfato.®® "

O efeito isotopico para a reagcdo de BMIPP foi calculado comparando a
constante ks, referente a espécie BMIPP*, obtido em H,O e D,O, que foi
ksq /kss® = 1,39. Esse valor, relativamente baixo, é tipico de reagdes bimoleculares
de hidrdlise de fosfatos onde ocorre transferéncia de préton no estado de transicao,
sendo semelhante daquele encontrado para outras reagdes de hidrdlise de diésteres
de fosfato com catalise acida geral.>® ®® 7 Esse valor esta entre o efeito obtido para
IMPP (k"/kP ~ 1,0) e os derivados de 8-(N,N-dimetilamino)naftol (k"/k° = 1,46 - 1,72),
que apresentam catalise intramolecular acida-geral pelo grupo "NH. Ainda, o efeito
isotdpico € coerente com um mecanismo classico acido-base geral tal proposto, pois
se a reacao ocorresse por um mecanismo tipo “triéster”, o pré-equilibrio levaria a um

efeito isotdpico inverso.

Tabela 5 — Parametros obtidos pelo ajuste dos dados da Figura 22 pela Eq. 6.

Constantes H,O? D,O

pK a2 6,10 6,91

PKas 7,20 7,51
Kag, S™ (1,98+0,13)x107° 1,42+0,20)x10°

@ Constantes da Tabela 3.

5.2.4 Efeitos Termodinamicos da Temperatura para Reacédo de BMIPP

Os parametros termodinamicos de ativacdo também foram determinados para
espécie BMIPP* na faixa de pH 5,5 a 7,0, obtendo assim um valor de ksq em cada
temperatura. Na Figura 23 estdo apresentados os dados de kqps VS pH para cada
temperatura, que foi ajustado pela Eq. 6, e as constantes obtidas estédo

apresentadas na Tabela 6.
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pH

Figura 23 — Dependéncia de ko,s com o pH para a reagao de hidrolise do BMIPP
nas temperaturas de 50°C (o), 60°C(A ), 70°C(e®) e 80°C(m), 1=1,0 (KCI).

Tabela 6 — Constantes de velocidade (k3q) em fungédo da temperatura para a reagéo
de hidrolise de BMIPP*, I=1,0 (KCI).

Temp, °C ks, 103 s™ pKay pKas
50 0.77 6,24 6,99
60 152 6,12 6,98
70 3.52 5,80 6,83
80 715 5,58 6,79

Através da Tabela 6 & possivel constatar uma diminuicdo acentuada dos
valores de pK; com o aumento da temperatura, acompanhada de um aumento na
constante ks. Os valores de entropia e entalpia foram calculados pela Eq. 7 que

relaciona a temperatura com as constantes de velocidades Kkg.

OROE O

onde ky, é a constante de Boltzmann igual a 1,38 x 10 J. K' e 7 é a constante de
Planck igual a 6,6 x 10* J.s.
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Os parametros termodinamicos de ativagao (AHi = 19,0%1,2 kcal/mol e AS* = -
9,0510,5 eu) estdo de acordo com os valores esperados para diésteres de fosfato
arilicos,®® ® AH* ~20-30 kcal/mol e AS* < O, indicando reacdes bimoleculares com
um estado de transigao altamente hidratado.

Os parametros termodinamicos e o efeito isotopico concordam com o
mecanismo de catélise intramolecular acido-base proposto para hidrélise do BMIPP*
e além de indicar a transferéncia de proton no estado de transicido altamente
hidratado, também sao caracteristicos de reagdes bimoleculares envolvendo agua,
eliminando assim uma possivel catalise intramolecular nucledfilica do grupo
imidazol. Valores de entropia para reacdes de diésteres de fosfato que exibem
catalise nucleofilica intramolecular sdo préximos de zero ou levemente negativos.®®
A importdncia das transferéncias de protons em BMIPP* pode também ser
evidenciada pelo efeito de solventes que suprimem essas ligagcdes de hidrogénio
essenciais a catalise. A reacdo de BMIPP foi extremamente lenta quando realizada
em etanol 40%, DMSO 50% e acetonitrila 50%, onde nao foi possivel calcular Kops,

fortemente reafirmando o mecanismo acido-base proposto.

5.2.5 Reacdo de BMIPP com Nucledfilos

Muitas reacdes de hidrdlise de diésteres de fosfato sdo aceleradas na
presenca de nucledfilos, principalmente a-nucledfilos, que sado nucledfilos com uma
nucleofilicidade excepcional em relacdo a nucledfilos normais, pois apresentam um
atomo com par de elétron livre adjacente ao atomo que ataca. Por exemplo, a
clivagem de bis(2,4-dinitrofenil) fosfato em pH neutro é 10* vezes mais rapida na
presenca de hidroxilamina em comparagdo com a reagdo em é\gua.75 Ja a
velocidade da reagao de hidrélise do MANEP aumenta até 100 vezes na presenca
de hidroxilamina e até 30 vezes para nucleéfilos normais.?®

Foi estudado o efeito de diferentes nucledfilos, imidazol (pK,=7,0), acetato
(pKa=4,75) e hidroxilamina (pK,=6,0), e o perfil de pH obtido esta apresentado na
Figura 24, junto com os dados para reagao em agua. Observa-se que os nucledfilos
nao provocam efeito catalitico na reagdo de hidrélise do BMIPP, e o ajuste dos
dados apresentados pela Eq. 6 mostra uma pequena variagéo da constante ksq para
espécie reativa BMIPP* que pode ser considerada dentro do erro experimental

(< 10 unidades).
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Figura 24- Reacdo do BMIPP em HO (==), com imidazol (m), hidroxilamina (m),
acetato (m) 1M, 60°C, I= 1.0(KClI).

Os dados mostram que o alto efeito catalitico que geralmente é observado
para nucledfilos, até mesmo para os mais potentes, com efeito a, ndo ocorre para a
clivagem do substrato BMIPP. Isso pode ser explicado pela estrutura do BMIPP,
pois a conformacgao dos grupos imidazol pode dificultar o ataque de nucledfilos sobre
o fésforo. Ainda que os grupos imidazol pudessem assumir uma conformagao que
permitisse o ataque do nucledfilo, a catalise intramolecular basica geral do imidazol

sobre a 4gua parece ser mais eficiente, dispensando uma catalise nucleofilica.



95

5.2.6 Estudo Cinético da Reacédo de Hidrélise do Mondester Me-IMPP

A hidrolise do monoéster Me-IMPP, produto da reacao de hidrélise do diéster
BMIPP foi estudada para (i) confirmar o mecanismo proposto para espécie BMIPP* e
(ii) avaliar o efeito da metilagdo do grupo imidazol na catélise acida observada para
o0 monoéster nao-metilado correspondente (IMPP). A reagcdo do Me-IMPP foi
acompanhada em diferentes pHs apds 10 tempos de meia-vida da reagcdo de
hidrolise do BMIPP em pH 7. De fato, foi possivel acompanhar a reagcdo do Me-
IMPP, indicando que o mecanismo proposto para BMIPP esta correto,’® e os dados
sdo consistentes com a hidrélise do monoéster de fosfato ndo metilado (IMPP).

Na Figura 25 esta apresentado o perfil de pH obtido para Me-IMPP,
juntamente com os dados para IMPP, previamente estudado®®. Na regiao de pH 0-6,
o perfil cinético é semelhante daquele observado para IMPP, indicando que a reagao
€ semelhante daquela observada para monoésteres de fosfato com grupos de saida
de pK; maiores que 5,5, sugerindo que a espécie catibnica deve ser mais reativa
que as especies mono- e dianidnicas. Essa maior reatividade da espécie catidbnica
estd associada a uma catalise acida intramolecular pelo grupo imidazol, tal como

ocorre no IMPP (Esquema 8).

1E-4 -

"» 1E-54

kobs,/aW

1E-6

1E-7 T T T T T
pH

Figura 25 - Dependéncia da constante de velocidade com o pH para reagao de
hidrélise do Me-IMPP (o) e IMPP(m)*, 60°C, 1=1,0 (KCI).
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No Esquema 13 estdo apresentadas as reacdes envolvidas na hidrolise do
Me-IMPP e IMPP, que permitiu deduzir a Eq. 9, onde ndo foram consideradas as
reacdes das espécies A" e A% por serem muito lentas. Os parametros cinéticos e

termodinamicos obtidos estao apresentados na Tabela 7.

R =H (IMPP)
Me (Me-IMPP)
— —\ — —\
RN__NH RN__SNH RN__NH RN. N
pKa(1) ) pKa(2) _ PKa(3)
OPO;H, =— OPOsH =—— OPO; =~
tH* +H* tH

C+ Zi A A2_
k1 k2
H20 /H20

/_ \

RN.N

OH + Pi
Esquema 13

kObS = klZc+ + k2zzir + kBXA— + k4ZA2— 9

Tabela 7 — Constantes de dissociacdo e parametros cinéticos para a reagao de
hidrolise do Me-IMPP e IMPP.

IMPP* Me-IMPP
ki,s” (8,67+0,57)x107° -
ky,s” (5,83+0,18)x10°° (3,65+0,06)x10°°
pKas -1,17+0,16 -
PKaz 4,67+0,02 4,52+0,03

PKas3 7,43+0,04 -

OPO;
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Analise da Tabela 7 confirma a menor reatividade de Me-IMPP em relagao ao
IMPP, observado na Figura 25. A espécie zwiteribnica da monoéster metilado é
cerca de 2 vezes menos reativa que a espécie analoga ndo-metilada. Resultados
anteriores sugerem que na hidrélise da espécie zwiteridbnica do IMPP pode ocorrer
duas formas de ativagdo, com formacéo de ligagdo de hidrogénio entre o grupo “NH
e 0 oxigénio fendlico (14) ou fosfatidico (15). Nas duas formas de ativagao, a
conformacgao do grupo imidazol € fundamental, pois determina a forga e liberdade da
ligacdo de hidrogénio. A menor reatividade da espécie zwiteribnica do Me-IMPP
pode ser atribuida ao efeito do grupo metil em provocar uma maior rotagéo do grupo
imidazol em relacdo ao anel fenilico, o que desfavorece a ativagao por ligacao de

hidrogénio com o oxigénio fendlico.

— —
RN._ _N—H RN _N-H,,
=z O
O\ /O- O\ /_
F™>oH RO
o) O
14 15

Comparando a reacao de hidrélise da espécie dipolar idnica do diéster
BMIPP* com o monoéster analogo, Me-IMPP, tem-se um aumento na reatividade de
540 vezes, sendo que normalmente se espera uma maior reatividade de monoéster
de fosfato. Por exemplo, a reacdo de hidrolise do dianion 2,4-dinitrofenil fosfato é
1000 vezes mais rapida que a reagdo do diéster metil 2,4-dinitrofenil fosfato.” % No
entanto, uma catalise intramolecular acida-geral eficiente diminui essa grande
diferenca de reatividade, observando, por exemplo, para a hidrélise do MANEP que
a reacao é cerca de 18 vezes mais eficiente que o diéster DANEP, um efeito
atribuido ao efeito estérico que dificulta a catalise acida observada.?®

Ja no caso do BMIPP, o comportamento é inverso e extremamente
acentuado. A maior reatividade em relagcdo ao monoéster corrobora a importante
catalise basica geral promovida pelo imidazol desprotonado, ausente no Me-IMPP
(Z*). Um comportamento similar foi observado para o monoéster e diéster de 2-
carboxifenilfosfato, no entanto a reatividade do diéster aumentou apenas cerca de 4
vezes em relagdo ao monoéster, fato atribuido a uma catalise acida geral na

decomposicéo do fosforano formado como intermediario.*
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5.3 Reacao do BMIPP Acompanhada por ESI-MS e ESI-MS/MS

A reagao de hidrolise do BMIPP foi acompanhada por espectroscopia de
massa (ESI-MS e ESI-MS/MS), que constitui uma importante ferramenta no
monitoramento de reacbes, para confirmar os produtos nos mecanismos
propostos.”® 7" Na Figura 26 esta apresentado o espectro de ESI-MS apés 25
minutos de hidrélise do BMIPP em pH 6,5, a 60°C, com as estruturas moleculares
dos picos mais relevantes. Pelo espectro apresentado foram detectados e
identificados alguns anions majoritarios que confirmam o mecanismo proposto para
BMIPP* no Esquema 10. Os picos foram caracterizados como: (i) forma
desprotonada do BMIPP de m/z 409; (ii) monoéster Me-IMPP de m/z 253 (iii) produto
final fendlico IMP de m/z 173; (iv) fosfato inorganico na forma de metafosfato (PO3’)
de m/z 79 e H,PO, de m/z 97. Ainda, observa-se a alta precisdo na medida de
massa molecular por ESI-MS, que calculados correspondem: BMIPP 409,1071; Me-
IMPP 253,0368; IMP 173,0715; PO3 78,9585 e H,PO, 96,9691, o que permite

confirmar as estruturas propostas.
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Figura 26 — ESI-MS depois de 25 minutos de reagdo do BMIPP em solugdo aquosa,
pH 6,5 e 60°C.
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ESI-MS/MS foi entdo usado para caracterizar essas importantes espécies por
dissociagao por colisdao induzida (CID). Nas Figuras 27 e 28 estdo apresentados os
espectros ESI-MS/MS para Me-IMPP e IMP. Observa-se que o anion Me-IMPP de
m/z 253 dissocia quase exclusivamente para POs de m/z 79. J&4 o anion IMP
mostrou trés dissociagdes, com um fragmento de m/z 158 para perda de um radical
metil, outro fragmento de m/z 118 indicando quebra do anel imidazolinio perdendo 1-
metil-1H-azirine (C3zHsN) e formando 2-cianofendxi. O pico de m/z 93 indica perda do

grupo imidazol.
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Figura 27 — ESI-MS/MS do anion Me-IMPP de m/z=253.
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Figura 28 — ESI-MS/MS do IMP desprotonado de m/z=253.
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Os resultados obtidos por ESI-MS e ESI-MS/MS permitem concluir que a
catalise observada para BMIPP* deve-se por uma catélise acido-basica geral, pois
os produtos esperados por esse caminho concordam com os dados cinéticos e os
dados de ESI-MS. Uma catalise intramolecular nucledfilica do imidazol também
poderia ser sugerida para a reagao do BMIPP, tal como foi observado para o estudo
de hidrélise de diésteres de fosfato com grupo carboxilato atuando como nucledfilo
intramolecular.*® Por esse mecanismo se espera a formacdo de um intermediario
ciclico, que para o caso do BMIPP esta apresentado no Esquema 14. No entanto,
esse mecanismo seria pouco provavel de prever para o BMIPP pela restricao
conformacional, pois a conformagao que o grupo fosfato teria que assumir para o
ataque direto do imidazol e formacao do intermediario € pouco provavel devido a
liberdade espacial dos grupos imidazol. Além disso, os parametros termodinéamicos
obtidos sao tipicos de reagdes bimoleculares e ndo unimoleculares. O intermediario
16 (m/z=236,04) nao é possivel de ser detectado no modo negativo, ja que é dipolar
ibnico. Assim, foram realizados estudos de ESI-MS no modo positivo em diversas
condigdes experimentais, onde n&o foi detectado o intermediario e sim apenas as
mesmas espécies detectadas na Figura 26. Para esclarecer melhor as diferentes
possibilidades mecanisticas apresentadas também foram realizados estudos

computacionais.
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5.4 Céalculos Computacionais

A catalise intramolecular depende crucialmente da conformagdo dos
compostos avaliados. Foram realizados calculos computacionais para otimizar as
estruturas de BMIPP*, Me-IMPP e IMP, tentando obter também estruturas para o
estado de transigdo. A otimizacgao foi feita no continuo dielétrico da agua utilizando a
metodologia PCM. Os atomos de H, C, N, O e P foram descritos por uma fungao de
base 6-31G(d), adicionando uma fungao difusa e de polarizagdo p para os atomos
de O, N e H. A aplicacdo do modelo de solvatacdo foi necessaria devido a
separagao de carga.

Foram obtidas as estruturas otimizadas para o estado reagente e estado de
transicdo para a reacdo do BMIPP* com H,0, que estdo apresentadas nas Figuras
29 e 30, respectivamente. A comparacao entre as duas estruturas esta ilustrada na
Tabela 8, que relaciona os comprimentos de ligagdes e angulos obtidos por calculo

computacional.

[/\ [\
MeN. ~N; HN,S NMe
92'5

o

Figura 29— Estrutura otimizada do estado reagente para reagdo do BMIPP* com
H,O. A estrutura foi obtida ao nivel BSLYP/PCM utilizando as funcbes de base 6-
31G(d), adicionando uma fungéo difusa para os atomos de O, N e P.
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Figura 30 — Estrutura otimizada para o estado de transi¢cdo de BMIPP* com H,0. A

estrutura foi obtida em fase gasosa devido a alta demanda computacional.

Tabela 8 — Principais comprimentos de ligagdes (A) e angulos(®) para as estruturas
otimizadas do estado reagente(E.R.) e do estado de transig¢ado (E.T.) para reagéo do

BMIPP* com H,O0.

E.R. BMIPP* + H,0O

E.T. BMIPP* + H,0O

N1-N2 8,37 7,13
C1-O01 1,38 1,38
0O1-P 1,65 1,64
P-O3 1,68 2,25
03-C2 1,37 1,30
N2H-02 3,32 2,83
N2H-03 5,06 1,74
H,O-P 3,37 2,30
OH»-N1 5,24 2,77
Torcao Imidazol(N1)-Fenil 57° 59°
Torgcao Imidazol(N2)-Fenil -75° -15°
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Analise da Tabela 8 permite detectar as mudangas mais significativas que
acontecem na mudanga do estado reagente ao estado de transicdo. No estado
reagente, os anéis imidazolicos estdo um pouco mais distantes da posi¢céo favoravel
para catalise intramolecular, provavelmente devido a repulsdo ocasionada pelos
grupos metila. No entanto, a energia necessaria para acomodar os grupos imidazol
para uma catalise intramolecular deve ser pequena, visto que no estado de transi¢cao
otimizado algumas peculiaridades sugerem o mecanismo classico acido-base: (i)
alongamento da ligacédo P-O3 e encurtamento da ligacdo O3-C2; (ii) favorecimento
da ligacdo de hidrogénio N2H-O3, que mostrou comprimentos menores que a
ligacdo N2H-O2 caracteristicos de um mecanismo tipo triéster; (iii) uma tor¢ao do
grupo imidazol em relagdo ao grupo fenila de até 75°, indo do estado reagente para
estado de transicdo para favorecer a catéalise intramolecular, refletindo numa
diminuicdo nas ligagcbes intramoleculares pertinentes N2H-O3 e OH>-N1 e (iv)
diminuicdo da distancia entre os grupos imidazol de cerca de 1 A que mostra para o
estado de transicdo uma distancia similar para a observada na estrutura da enzima
natural RNase A (~6,5A).

Essas consideracbdes sdo consistentes com o mecanismo bifuncional acido-
base intramolecular, mesmo com a liberdade conformacional do grupo imidazol e
repulsdo entre os grupos metila e hidrogénios fenilicos. Assim, do estado inicial em
diregdo ao de transigdo, o atomo de oxigénio fendlico pode aceitar um préton do
grupo imidazolinio, buscando uma maior coplanaridade com o anel fenilico, e
similarmente deve ocorrer para o grupo imidazol desprotonado ao aceitar um proéton
da agua. Simultaneamente, acontece a clivagem da ligagao P-O que é concertada. A
forca diretiva para alcancar a maior coplanaridade esta relacionada a estabilizacéo
por conjugacéo e o desenvolvimento de carga negativa sobre o atomo de oxigénio
do grupo de saida traz o préton do grupo imidazolinio para a posi¢do correta de
transferéncia.

Para complementar a descrigdo acima, foram obtidas as estruturas otimizadas
para os produtos da reacdo de hidrélise do BMIPP*, do Me-IMPP e do IMP, Figuras

31 e 32, respectivamente.
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RN._N;:H oy
0,-P—OH
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R =H (IMPP)
Me (Me-MPP)

Figura 31 — Estrutura otimizada para a espécie zwiteribnica Me-IMPP A estrutura foi
obtida ao nivel B3LYP/PCM utilizando as fung¢des de base 6-31G(d), adicionando
uma funcao difusa para os atomos de O, N e P.

__ R=HHPI)
RN. N, Me(MP)

O.H
1

Figura 32 — Estrutura otimizada para o produto fendlico IMP. A estrutura foi obtida
ao nivel B3LYP/PCM utilizando as fungdes de base 6-31G(d), adicionando uma
funcao difusa para os atomos de O e N.
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Na Tabela 9 estdo apresentados os angulos e comprimentos de ligagcdes das
estruturas otimizadas do monoéster ndo-metilado IMPP* e os parametros
cristalograficos do seu produto de hidrélise, o fenol 2-(2"-hidroxifenil)imidazol (HPI),"®

para avaliar o efeito da metilagdo nos angulos e comprimentos de ligagdes.

Tabela 9 — Principais comprimentos de ligacdes (A) e angulos(®) para as estruturas
otimizadas do Me-IMPP, IMPP e IMP, e parametros cristalograficos para HPI.

Me-IMPP IMPP?*° IMP HPI™®
N1H-02 4,00 3,15 - -
N1H-O1 2,63 2,07 2,42 1,48
O1-H - - 0,97 1,13
C1-01 1,34 1,47 1,36 1,45
O1-P 1,76 1,63 - -
Torcao Imidazol-Fenil 48,0° 17,5° -51,8° 0°

Os resultados apresentados na Tabela 9 mostram um efeito significativo do
grupo metila na torcdo do grupo imidazol em relagdo ao grupo fenila, dificultando a
formagéao das ligagdes de hidrogénio, como pode ser corroborado pelo aumento nos
comprimentos das ligagbes N1H-O1 e NH1-O2 para as estruturas com grupo metila.
Essa dificuldade em realizar uma catalise acida intramolecular justifica a menor
reatividade do monoéster metilado.

Comparando mais detalhadamente a estrutura otimizada do IMP com a
estrutura cristalografica do HPI, tem-se: (i) o grupo imidazol esta torcionado 16,0°
em relacdo ao anel fenilico, enquanto no HPI, esta alinhado, efeito possivelmente
devido ao efeito estérico do grupo metil e hidroxila; (ii) a distancia entre o oxigénio
fendlico e o hidrogénio ligado a ele é 1,13A para HPI e 0,99 A para IMP, isto &, uma
ligacdo mais longa para OH no HPI, evidéncia de ligacdo de hidrogénio com o
imidazol; (iii) a distancia entre o hidrogénio ligado ao oxigénio fendlico e o nitrogénio
imidazolinio para IMP é 1,705 A, 0,3 A superior que HPI, diferenca justificada pela
ligacao de hidrogénio dificultada na estrutura de IMP onde ha tor¢ao entre os anéis.

A maior reatividade do monoéster ndo metilado IMPP em relagdo ao metilado
Me-IMPP esta relacionada intrinsicamente as estruturas dos reagentes, pois o IMPP
apresenta uma estrutura estabilizada por ligagao de hidrogénio, o que indica uma
catalise intramolecular acida-geral mais eficiente. Para o Me-IMPP, a nao-
coplanariedade do seu produto fendlico IMP indica um menor favorecimento dessa

catalise acida.
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6 CONCLUSOES

Nesse trabalho foi estudado a reacdo de hidrolise do diéster de fosfato bis(2-

(1-metil-1H-imidazol-3-inio-2-il)fenil) BMIPP, onde observou-se:

(i)

(ii)

um perfil de pH em forma de sino, indicando uma catalise bifuncional pela
espeécie reativa dipolar ibnica, com um maximo de velocidade em pH 6,5-
6,8;

um expressivo efeito catalitico de 10° vezes para o BMIPP comparado
com difenil fosfato, sugerindo uma catalise intramolecular basica geral do
imidazol desprotonado sobre a agua, simultdnea a uma catélise
intramolecular acida geral do imidazol protonado, assistindo o grupo de
saida;

um efeito isotopico (1,42) tipico de reagcbes que envolvem uma
transferéncia de proton lenta no estado de transigao;

que os parametros de ativagdo obtidos também concordam com o
mecanismo proposto, pois sdo caracteristicos de reagdes bimoleculares

com estado de transig¢ao altamente hidratado.

Através do mecanismo acido-base proposto, o diéster BMIPP forma o

mondester correspondente (Me-IMPP) e o fenol do grupo de saida (IMP) e,

posteriormente, o monoéster sofre hidrélise formando um segundo equivalente do

fenol IMP. Os estudos de ESI-MS e ESI-MS/MS permitiram acompanhar a reagéao do

BMIPP, e confirmar todos os produtos esperados. Calculos computacionais para

reagentes, produtos e para a estrutura otimizada do estado de transigdo da reagao

do BMIPP com H,O, sdo caracteristicos de ligacdo de hidrogénio (1,7 A),

favorecendo uma catalise acida geral intramolecular. O ataque da agua sobre o

fosforo também se mostrou favoravel, com o nitrogénio imidazolinico afastado 2,7A

permitindo acomodar uma molécula de agua. O BMIPP se mostrou, em todos os

aspectos analisados, um eficiente modelo bifuncional da ribonuclease.
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