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IMIDAZOLE AND CATALYSIS: A PERFFECT MATCH. The imidazole (IMZ) ring presents several chemical properties that turns
it into a versatile acid-basic/nucleophilic catalyst. The discovery of the biological properties of histidine (amino acid with IMZ ring)
instigates the study of this class of compounds. It is found in nature in several enzymes such as chymotrypsin and RNAses due to these
properties. This review is focused on the catalytic role of IMZ towards the cleavage of acyl and phosphate esters and is structured

in the following topics: chemical properties, biological catalysis (RNAses, phosphohistidines, chymotrypsin), intermolecular

and intramolecular catalytic models and polymer and nanomaterials-based catalysts. Besides we discuss some properties such as
tautomerism, stability, basicity and spectroscopic behavior, correlating with its reactivity in deacylation and dephosphorylation
reactions. The main reaction mechanisms and kinetics promoted by IMZ as an acid, basic and nucleophilic catalysts are explored
showing some examples. In addition, the importance of IMZ in enzymatic sites and their mechanisms and further combining
properties of IMZ with some materials such as (bio)polymers, graphene, and cyclodextrines are covered. In this sense, with the wide

IMZ data presented here, we are evidencing the perfect match between IMZ and catalysis.

Keywords: reaction mechanisms; deacylation; dephoshorylation; organophosphates; enzymatic models.

QUIMICA DO IMIDAZOL

O imidazol (IMZ) foi descoberto em 1858 quando foi primeiro
sintetizado por Heinrich Debus.! IMZ € uma molécula polar (momento
dipolo 3,61D)? com alta solubilidade em dgua (633 g L')? e em outros
solventes polares.* E s6lido a temperatura ambiente, incolor e com
elevada temperatura de fusdo (90 °C) e ebulicdo (256 °C), devido
as fortes ligagdes de hidrogénio intermoleculares.’ Estruturalmente,
o IMZ ¢ um heterociclo aromdtico de cinco membros contendo
dois dtomos de nitrogénio alternados. Ele possui seis elétrons T em
orbitais p paralelos, sendo um par de elétrons do nitrogénio ligado
ao hidrogénio (N, na Figura 1), conferindo um cardter aromdtico
a estrutura.® Assim, tem-se a deslocalizagdo dos elétrons levando
as estruturas de ressonancia, ilustradas na Figura 1. Esse cardter
aromadtico garante a alta estabilidade quimica do IMZ, exemplificado,
por exemplo, que mesmo em 4cido cloridrico concentrado e 180 °C,
sua hidrdlise ndo ocorre. J4 seu andlogo ndo aromético, 2-imidazolina,
hidrolisa facilmente em 4cido cloridrico diluido sob refluxo brando.’
Referente a dados espectroscopicos, IMZ (em solucio aquosa) possui
absor¢do no UV-vis com comprimento de onda maximo em 205 nm
(e = 3720 L mol' cm™) devido a transi¢do = — m*.*’ Quanto aos
espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio,
0 IMZ (em D,0) apresenta os deslocamentos quimicos de 7,68 ppm
(1H) para C, e 7,00 ppm (2H) para o C,/C;. No espectro de carbono,
tem-se os deslocamentos 135,90 ppm (CH) para C, e 121,50 ppm
(CH) para o C,/C,.8

O IMZ possui o tautomerismo apresentado na Figura 2, mostrando
que os nitrogénios N, e N; sdo equivalentes, ou seja, ora o nitrogénio
N, estd ligado ao hidrogénio e seu par de elétrons comprometido com
a aromaticidade ora o nitrogénio N; tem 0 mesmo comportamento.
Assim, tem-se para o IMZ dois tautdmeros idénticos estruturalmente.
Por outro lado, para IMZ substituidos, pode haver distingdo, por
exemplo, 4(5)-metilimidazol (4(5)-MEI), Figura 2. O tautomerismo
do IMZ foi descoberto por Kaiser em 1888, que ao realizar a reacéio
de reducdo do dcido 3-nitro-4-acetamidobenzdico ou do dcido

*e-mail: elisaorth@ufpr.br

3/ > (UY) == "(
NQ/NH (‘i‘ﬂ <\_L,N %N
308 89 Orbital p \

H
I N+
O;l::;al 0 Yg H (€ 7 £ 3‘—)

Figura 1. Estrutura do IMZ, orbitais atbmicos e suas estruturas canénicas®®

4-nitro-3-acetamidobenzdico, obteve 0 mesmo produto benzimidazol,
conforme mostrado na Figura 3.° Vale ressaltar que estudos com IMZ
substituidos (exceto N-substituidos que ndo possuem tautomerismo)
permitiram confirmar a existéncia dos tautdmeros, reiterando que
os nitrogénios N, e N; do IMZ (Figura 2) sdo idénticos.'®!" Outra
caracteristica € que o tautomerismo influencia nas diferentes razdes
entre isdmeros de produtos obtidos de reagdes com derivados do
IMZ que possuem tautdmeros, e.g. 4(5)-substituido. Por exemplo,
a metilacdo (com Me,SO,) do 4(5)MEI e 4(5)-nitroimidazol levam
a uma propor¢do 1:2,2 e 350:1, respectivamente para os isdmeros
1,5- e 1,4-substituidos.’ Ou seja, a reatividade do IMZ € afetada pelo
tautomerismo, conforme serd exemplificado mais adiante também.
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Figura 2. Tautomeros simétricos do IMZ (A) e tautomeros assimétricos do
4(5)MEI (B)

Para justificar a equivaléncia dos nitrogénios conforme mostrado
nas Figuras 2 e 3, deve-se considerar o transporte do hidrogénio entre


https://orcid.org/0000-0001-6686-7721

Vol. 44, No. 3

NO,

HOOC\@
HOOC\@

=

Reducao

> —

(o]
X
16

(o)

Imidazol e catdlise: um par perfeito

HOOC
X
N

.

319

N

HOOC
Q"
N

y
—
H/

Tautémeros indistinguiveis de benzimidazol

>

Figura 3. Redugdo do dcido 3-nitro 4-acetamidobenzdico e do dcido 4 nitro 3-acetamidobenzdico’

os nitrogénios, o que tem sido alvo de intimeros estudos. Acredita-
se que a transferéncia ocorre por uma combinacio intermolecular e
intramolecular.'” No mecanismo intramolecular, apesar de evidéncias
que desfavorecem esse caminho, como efeito estérico, alguns autores
confirmam esse transporte por espectroscopia Raman.!? De fato,
muitos estudos descrevem uma maior contribui¢do do mecanismo
intermolecular, apesar do intramolecular ndo ser descartado. No
mecanismo intermolecular, as favordveis interacdes de ligacdo de
hidrogénio levam a longas cadeias de moléculas de IMZ alinhadas, e
ocorre o transporte do hidrogénio do nitrogénio de uma molécula de
IMZ para o nitrogénio de outra molécula de IMZ vizinha,"*"" conforme
mostrado na Figura 4. O tautomerismo apresentado na Figura 4 pode
ser estendido para outras estruturas de ressonancia na Figura 1 e por
isso, considera-se que hd uma contribuic@o da deslocalizacdo de carga
e transferéncia de hidrogénio no tautomerismo do IMZ.2**!

O equilibrio de ionizacdo do IMZ neutro € bastante singular
devido ao seu cardter anfétero, pois ele pode atuar como acido
(pK,=14,5) ou base (pK,;=7,0), conforme apresentado na Figura 5.6
A formagdo da espécie anidnica do IMZ ocorre em condigdes
fortemente bdsicas (pK, 14,5), portanto a espécie anidnica do IMZ
¢ uma base relativamente forte. Ja a protonacdo da espécie neutra,
com pK,,; préximo da neutralidade (7,0) garante que sua espécie dcida
IMZH* e neutra estejam numa propor¢ao de ~50% em solucdo aquosa
em pH 7. Vale ressaltar que a protonagdo do IMZ neutro ocorre no
nitrogénio N, que possui par de elétrons livre em orbital sp?, visto
que o outro nitrogénio (N,) possui par de elétrons envolvido com a
conjugagao do anel. Assim, sua protonagio € desfavoravel, pois levaria
a uma espécie ndo aromdtica, enquanto a protonacio no nitrogénio
N;leva a uma espécie cationica aromdtica (Figura 5). O mesmo
ocorre com a piridina, visto que a protonagao ocorre no nitrogénio

com par de elétrons livre em orbital sp? resultando também em uma
espécie aromdtica. Ja no caso do pirrol, o par de elétrons livre do
nitrogénio estd deslocalizado no anel aromdtico e sua protonacio
ocorre no carbono do anel, levando a um cation ndo aromatico, o
que € extremamente desfavordvel.® Assim, muitos autores postulam
que os nitrogénios N, e N, correspondem ao nitrogénio tipo pirrol e
tipo piridina, respectivamente.?>>

Com relagdo ao pK,;; do IMZ, € menos basico que o andlogo nio
aromdtico, imidazolina (pK," = 11), no entanto, mais bdsico que
piridina (pK,"™" =5,5) ou pirrol (pK, =—4). A basicidade anormal
do IMZ ¢ atribuida a baixa eletronegatividade dos nitrogénios e
a estabilizacdo da carga positiva da espécie protonada entre os
nitrogénios equivalentes.”? Espera-se que IMZ seja menos bdsico
que imidazolina, pois a aromaticidade é conhecida por diminuir a
basicidade de aminas, devido ao seu carater retirador de elétrons
(e.g. piperidina tem pK,y; 11,2, maior que piridina). No caso do pirrol,
conforme discutido, devido ao par de elétrons do nitrogénio estar
deslocalizado no anel, o nitrogénio € muito 4dcido e sua protonacao
¢é desfavoravel pois leva a uma espécie ndao aromatica. Finalmente,
a maior acidez da piridina se deve por esta apresentar apenas um
nitrogénio para estabilizar a carga positiva, em contraste com IMZ que
possui dois nitrogénios onde a carga estd deslocalizada (Figura 5).2*
Conforme esperado, o pK,; do IMZ pode ser substancialmente afetado
por grupos substituintes no anel. Por exemplo, 4(5)MEI possui
pK,;= 7,52 devido ao efeito doador do grupo metila, aumentando
a basicidade. J4 grupos retiradores de elétrons aumentam a acidez,
por exemplo, o 2-fenilimidazol e 4(5)-bromoimidazol possuem
pK.i= 6,39 e pK,;,;=3,60, respectivamente.’

A reatividade do IMZ estd intrinsicamente relacionada a
sua especificidade estrutural, sendo que se espera que o ataque
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Figura 5. Equilibrios dcido-base para a molécula de IMZ, pirrol e piridina®
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nucleofilico ocorra preferencialmente pelo nitrogénio N;,??entretanto,
os pares de elétrons do anel também podem agir como nucleéfilos,
como em reagdes com sais de arildiazonio.” Para o caso da sintese
de derivados de IMZ, as abordagens sdo diversificadas na literatura:
a partir de compostos dicarbonilicos,?*?” frutose,?® ciclizagdo de
compostos aminocarbonilicos,? a partir do préprio anel de IMZ e da
histidina,**** rearranjos,”** rea¢gdes multicomponentes,*** e muitos
outros que fogem do objetivo dessa revisao.

Ainda, a quimica peculiar do IMZ garante sua versatilidade
catalitica pois pode atuar como catalisador, acelerando reagdes
quimicas e sendo recuperado no final, ou seja, ndo sendo consumido.
Em sua forma protonada pode atuar como catalisador acido e na
forma neutra ou anidnica pode atuar como catalisador bdsico ou
nucledfilo. De fato, a natureza tem nos mostrado que IMZ e catdlise
sdo um par perfeito, visto que muitos sitios enzimdticos possuem
grupos IMZ que exercem multiplas funcdes cataliticas com extrema
eficiéncia. Nao surpreende que o design de enzimas artificiais e outros
modelos miméticos/ndo-miméticos tem se beneficiado de estruturas
derivadas do IMZ.

IMIDAZOL PARA CATALISE: UMA LICAO DOS
SISTEMAS BIOLOGICOS

O IMZ € conhecido por sua fundamental importancia biolégica e
terapéutica, conforme ilustrado na Figura 6. Nos sistemas biolégicos,
ele se encontra na forma do aminodcido histidina, compondo
indmeros sitios enzimaticos. Ainda, na forma da histamina, induz
processos imunoldgicos,*** e compde as bases adenosina e guanina
dos dcidos nucléicos.? Pelo viés terapéutico, € conhecida a atividade
farmacoldgica de muitos derivados de IMZ, por exemplo como
antifingica, antitumoral, antibidtica, anti-histaminica, anticoagulante,
anti-inflamatdria, antibacteriana, antiviral, antidiabética, antimaldrica,
analgésica, gene delivery, entre outros.>** Realmente, existem
muitos farmacos derivados de IMZ amplamente comercializados
como metronizadol, cetoconazol, cimetidina, miconazol, omeprazol,
dacarbazina, metimazol, entre outros.*!
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Nessa revisao, o enfoque principal serd o papel catalitico do IMZ,
especificamente em reagdes de desfosforilagdo e desacilagdo, visto
que estdo entre as mais encontradas nos processos bioldgicos*>#
como o armazenamento e transmissd@o de informagdo genética
(DNA e RNA),* processos de sinalizagio e regulacéo da atividade
celular,®° provimento de energia através de anidridos fosféricos
(ATP),#-152 metabolismo, entre outros.’® No contexto das enzimas
bioldgicas, a fosfotriesterase chama a atenc@o por conseguir hidrolisar
de forma muito eficiente triésteres de fosfato, sendo que os mesmos
ndo sdo encontrados na natureza, sugerindo que a enzima evoluiu
pelo demasiado uso dos pesticidas organofosforados nas lavouras.>*>
Além dos processos bioldgicos, diversas estruturas baseadas em IMZ
(derivados, enzimas bioldgicas e artificiais, nanocompdsitos etc) sdo
estudadas para a desativagio/sensoriamento de compostos toxicos
como armas quimicas e pesticidas organofosforados devido a alta
atividade catalitica.®5¢58

De maneira geral, a desfosforilagdo e desacilagdo envolvem a
transferéncia do grupo fosforila e acila de ésteres de fosfato e ésteres
carboxilicos, respectivamente, conforme ilustrado na Figura 7. Essa
transferéncia estd exemplificada com um nucleéfilo (Nu) e envolve
a eliminagdo de um grupo de saida (OR) e formacdo de uma espécie
fosforilada ou acilada, que em geral € conhecida por ser instdvel, se
hidrolisando em dgua. Ainda, a natureza do éster € importante nessas
reagdes. No caso dos ésteres carboxilicos, em reacdes com nucledfilos
como a hidroxila, a reatividade € influenciada pelo grupamento —OR,
e pelo grupo —R ligado diretamente a carboxila (Figura 7), sendo que,
de forma geral, quanto menor o pK, do grupo de saida —OR, e do
dcido carboxilico formado, mais reativo seré o éster.” J4 os fosfatos
podem ocorrer como mono, di ou triésteres dependendo do nimero
de substituintes (Figura 7) e, em geral, a reatividade segue a ordem
triéster>diéster>monéster. Os mono e diésteres de fosfato ocorrem
naturalmente nos sistemas bioldgicos, enquanto os triésteres sio
sintéticos, com grande aplicacdo como armas quimicas, retardantes
de chama, pesticidas e inseticidas.®*¢' Os substituintes ligados aos
ésteres afetam diretamente sua reatividade e quanto melhor o grupo de
saida (menor pK, do grupo de saida), mais reativo € o éster.®> De fato,
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Figura 6. Derivados de IMZ com importantes fun¢des bioldgicas ou terapéuticas*
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os ésteres de fosfato e acila sdo conhecidos pela alta estabilidade,* o
que € importante e desejavel para suas funcdes bioldgicas. Reacdes
de importancia bioldgica que envolvem quebra da ligacdo P-O e C-O
estdo estimadas na ordem de 5-13 milh&es de anos,*® na auséncia de
enzimas, podendo chegar a ordem de bilhdes de anos para o DNA,*
superior a idade da Terra. A capacidade das enzimas de acelerar
reagdes tao desfavordveis, no entanto, fundamental a sobrevivéncia
humana, justifica o interesse em estudar as enzimas bioldgicas,
eximios catalisadores. Nesse contexto, o IMZ se destaca por constituir
indmeros sitios ativos enzimadticos na forma do residuo histidina.

De maneira geral, a atuag@o do grupo IMZ nos sistemas biolégicos
ocorre por catalise dcida-basica geral e nucleofilica. A Figura 8 ilustra
os possiveis caminhos cataliticos para espécie neutra e protonada
do IMZ envolvendo um centro eletrofilico “X” que pode ser “P” ou
“C” para éster de fosfato ou acila, respectivamente. Ainda, RO e Nu
correspondem ao grupo de saida e um nucledfilo, respectivamente.
Como catalisador acido geral, o IMZH* atua como 4cido facilitando
a saida do grupo RO através de uma transferéncia de hidrogénio
(ROH melhor grupo de saida em meio dcido).® Na forma neutra,
IMZ pode atuar como catalisador nucleofilico atacando o centro
eletrofilico e levando a um intermedidrio fosforilado ou acilado, que
é consecutivamente hidrolisado e o grupo IMZ regenerado. Portanto,
IMZ catalisa a clivagem da ligacdo X-O. Por fim, o IMZ também
pode atuar como catalisador basico-geral, assistindo o ataque de um
nucledfilo (Nu-H) sobre o centro eletrofilico, abstraindo um préton
e assim, aumentando sua nucleofilicidade.*®%®

Nucleofilica . 'MZ
7 N

N=/

X : = Basica-geral
™
\_, Nu

Figura 8. Multiplas catdlises promovidas pelo IMZ: dcida, bdsica e nucleo-
filica®®”
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Atuacio catalitica do imidazol nos sitios enzimaticos

Ribonucleases
O aminodcido histidina exerce papel fundamental em diversos
sitios ativos enzimdticos, por exemplo, nas ribonucleases,
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fosfotriesterases, quinases e quimotripsinas.>>% Especificamente,
aribonuclease A (RNase A) apresenta um mecanismo de atuacio em
reacOes de desfosforilagcdo bastante elegante de multiplas catdlises
envolvendo dois grupos histidinas.”” A RNase A, responsdvel pela
quebra do RNA, foi a primeira enzima que teve seus aminodcidos
sequenciados,”’ bem como seus sitios cataliticos identificados
e € considerada uma das enzimas mais estudadas do século 20
(projetado para século 21 também).”” Ela € uma enzima pequena
com cerca de 100-150 aminodcidos*® cuja forma de atuagdo estd
principalmente relacionada aos residuos His-12 e His-119 no sitio
ativo principal. Dois mecanismos sdo propostos para a RNase A: um
acido-base geral concertado e um “tipo triéster”, conforme resumido
na Figura 9.7 No cldssico mecanismo dcido-base geral,*® a reagio
ocorre em duas etapas. Na primeira etapa, o residuo His-119 atua
como 4cido geral ativando a saida do grupo do RO, enquanto a
His-12 atua como catalisador bdsico geral assistindo o ataque de
uma hidroxila no fosfato, levando a um intermedidrio ciclico. Na
segunda etapa, de hidrélise do intermedidrio ciclico, o papel das
histidinas inverte onde a His-119 ativa o ataque da dgua por catdlise
bdsica geral e a His-12, como 4cido geral, protona o grupo de saida.
No mecanismo “tipo triéster” ocorre a protonacdo do oxigénio da
fosforila levando a um estado de transi¢ao similar (ou intermedidrio)
tipo fosforano semelhante ao de reagdes de triésteres.**#° Existem
outras ribonucleases como RNase T17* e barnase,” que atuam por
um mecanismo andlogo de acido-base geral, onde o residuo Glu-58
atua como base geral no lugar da His-12.

Existe uma grande discussao**’%’’ com rela¢ao a forma de atuagio
das RNase A, mas em geral evidéncias experimentais apontam para
0 mecanismo cldssico dcido-base geral. Por exemplo, o perfil de pH
em forma de sino, dados cristalograficos, efeitos isotpicos cinéticos
com *0 e andlises de tio-efeitos em que a substituicdo do oxigénio
da fosforila por enxofre ndo reduz a velocidade da reagdo, como
esperado se ocorresse pelo mecanismo “tipo triéster”.””8

Estudos mostram que as RNase A sao promissoras no diagnéstico
e tratamento terapéutico, como cancer. Isso porque a quantidade de
RNases aumenta no corpo humano quando ocorre disfungdes como
doencas, o que pode ser regulada por ativadores ou inibidores (i.e.
farmacos).” Ainda, a citotoxicidade das RNase A frente a células
cancerigenas tem mostrado potencial como agente terapéutico, por
ser biocompativel e causar menor efeito colateral que os agentes
quimioterdpicos mais usuais.®

Mecanismo acido-base geral
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Figura 9. Proposta de mecanismos de reac¢do para RNase A: dcido-base versus triéster”
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Fosfohistidinas

As reagdes reversiveis de fosforilagdo com proteinas sdo chave
em indmeros processos de sinalizagdo e regulaco celular.®’ Esses
processos podem ocorrer pela O-fosforilagio levando a fosfoserina,
fosfotreonina e fosfotirosina ou pela N-fosforilagdo, formando
fosforamidatos.®? Nos sistemas bioldgicos, os diferentes tautomeros
da histidina, 1-histidina (1HIS) e 3-histidina (3HIS) levam aos
fosforamidatos 3-fosfohistidina (3FOSHIS) e 1-fosfohistidina
(1FOSHIS), respectivamente, conforme mostrado na Figura 10.%083
Estudos apontam que o isomero 3HIS ¢ preferido nos sistemas
biolégicos* e ainda que 1FOSHIS € menos estdvel, podendo até se
converter na 3FOSHIS.* Assim, a preferéncia pelo isomero 3HIS nos
sistemas bioldgicos, que leva ao instavel fosforamidato 1FOSHIS, é
consistente com o papel das fosfohistidinas de promover reagdes de
fosforilagdes reversiveis e rapidas.

Embora os aminodcidos O-fosforilados em sistemas bioldgicos
estejam vastamente descritos na literatura e jd tenham sido detectados
nos anos 1930,°*% o interesse pelos N-fosforilados surgiu em meados
dos anos 1990 com o advento de técnicas que permitissem detectar
os fosforamidatos.®”# Apesar da maior ocorréncia dos O-fosforilados
nos sistemas bioldgicos, i.e. 50% dos fosfoaminodcidos em contraste
a 6% das fosfohistidinas,® o interesse pelos fosforamidatos tem
crescido devido ao seu potencial terapéutico em diversas doengas.

Para cumprir seu papel de promover reagdes reversiveis e rapidas
de desfosforilagdo, as fosfoshistidinas sdo conhecidamente instaveis.
A ligagdo P-N (fosforamidato) na fosfohistidina € altamente instdvel
(alto valor de AG), transferindo rapidamente o grupo fosforila
para outras moléculas, peca chave em processos de sinalizagdo. A
hidrdlise das fosfohistidinas apresenta um AG® bem negativo (-12
a -14 kcal mol?), favorecendo sua espécie nao fosforilada.®* Por
exemplo, em meio dcido (HCI 1 mol L), a 1-FOSHIS tem tempo
de meia-vida de 18 s, enquanto que em pH 7 e 8, chega a 1 min e
34 min, respectivamente.® Devido a alta labilidade da ligagdo P-N em
meio 4cido, mais habitual nas andlises de fosforilagdo de proteinas,
por muito tempo as fosfohistidinas ndo eram detectadas. Isso s6 foi
possivel com técnicas mais avangadas como cromatografia em fase
reversa, RMN, marcacéo isotpica (*’P) e espectrometria de massas
(ESI-MS e MALDI-TOF-MS).>*%

A fosforilacdo reversivel de aminodcidos € promovida nos
sistemas bioldgicos pelas enzimas quinases e fosfatases’**? ¢ um
dos processos mais pioneiros (e compreendidos) € o sistema de dois
componentes nos processos de sinalizagdo de bactérias, envolvendo
fosfohistidinas.”® Esse processo também foi observado em algumas
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plantas e leveduras, mas nao hd evidéncias em vertebrados e tem
particular potencial no desenvolvimento de novos antibidticos, visto
envolver os processos de resisténcia das bactérias.”® O sistema de
dois componentes € composto por dois componentes principais: a
quinase de histidina e uma proteina reguladora de resposta, que esta
resumido na Figura 11.%° O processo inicia com um estimulo externo
que aciona o sitio da quinase para fosforilar uma histidina, utilizando
ATP como doador do grupo fosforila. Em seguida, a fosfohistidina
transfere o grupo fosforila para um residuo de aspartato do sitio da
proteina reguladora de resposta, que entdo ativa sua resposta celular,
tal como mudang¢a no movimento dos flagelos, entre outros.” Devido
anatureza labil das fosfohistidinas, esses processos de fosforilagio e
desfosforilacio nao requerem uma fosfatase e ocorrem rapidamente,
funcionando como um dispositivo de ligar/desligar.’® Existem sistemas
de multi-componentes que ocorrem com multiplas fosforilagdes, e o
papel das fosfohistidinas é fundamental,’* visto que a sua formagao
é altamente reversivel, comparado com outros fosfoaminodcidos.”

Enquanto nas bactérias a fun¢do das fosfohistidinas estd
consolidada, seu papel nos vertebrados ainda ndo esta esclarecido e
seus estudos sdo recentes.’®8! A nucleosideo-difosfato-quinase foi a
primeira enzima onde se detectou a participagdo das fosfoshistidinas
nos vertebrados, em 1968.° A correlacdo das fosfohistidinas com
processos de sinalizagdes importantes, e.g. G-proteinas,’” foi préximo
de 1990 e a caracterizacdo estrutural da quinase e fosfatase, envolvidas
no processo ocorreram apenas no ano de 2003.”® Ndo obstante, os
processos de sinalizacdo através de reagdes reversiveis de fosforilagoes
da histidina parecem ser universais, justificando a importancia em
compreender esses processos, que sao particularmente promissores na
compreensdo do mecanismo de resisténcia a antibidticos das bactérias
e no desenvolvimento de novos farmacos.*'%!

Outro interesse pelas fosfohistidinas pelo viés terapéutico € no
caso de uma fosforilagdo anormal que pode estar correlacionado a
muitas doengas, como o cancer e doengas inflamatdrias cronicas.'®
Nesse contexto, o desenvolvimento de inibidores de quinases de
histidina tem potencial e alguns estudos envolvendo detec¢do de
cancer tem se mostrado bem sucedidos,’ no entanto, a dificuldade
em obter anticorpos de fosfohistidina atrasa significativamente os
avangos nessa drea.'1%

Quimotripsinas

Enquanto nas rea¢des enzimaticas de desfosforilacdo, a histidina
pode atuar tanto como catalisador nucleofilico e 4cido-base geral,
nas reacdes de desacilagdo, o papel da histidina em geral € de
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Figura 10. Fosforilagdo da histidina: tautémeros de posi¢ao™
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Figura 11. Representagdo do “sistema de dois componentes” em bactérias™
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Figura 12. Mecanismo de atuagdo da enzima a-quimotripsina na clivagem de peptideos

dcido-base-geral, por exemplo, a o.-quimotripsina. A quimotripsina
¢ uma enzima digestiva que contem 245 aminodcidos e atua na
clivagem de ligacdo peptidica.'* Sua forma de atuacdo estd ilustrada
na Figura 12 onde envolve principalmente os residuos His-57, serina
(Ser-195) e 4dcido aspdrtico (Asp-102), formando a triade catalitica.
Inicialmente, os residuos Asp-102 e His-102 atuam como catalisador
basico-geral auxiliando o ataque nucleofilico do grupo alcéxido
da Ser-195 no carbono eletrofilico do polipeptideo. Em seguida, o
intermedidrio tetraédrico formado se decompde levando a enzima
acilada, se beneficiando de uma catdlise dcida-geral da His-57. Por
fim, ocorre a desacilagdo da enzima pelo ataque nucleofilico da 4gua
onde a His-57 atua como catalisador bdsico-geral.®-105106

MODELOS MIMETICOS E NAO MIMETICOS
CONTENDO IMIDAZOL

A mimetizacdo das enzimas € extremamente importante, pois
ampara sua elucidagdo mecanistica e permeia o desenvolvimento
de enzimas artificiais e catalisadores andlogos. Devido a sua
complexidade estrutural, tem-se buscado modelos que imitam o sitio
ativo das enzimas através de modelos miméticos e ndo miméticos.
Apesar dessa bio-inspiracio, muitas reacdes cataliticas promovidas
por IMZ podem ter outra aplicacdo além da bioldgica/terapéutica,
como rotas sintéticas, entre outras. Os modelos miméticos procuram
imitar diversas particularidades de uma enzima, combinando
multiplos efeitos, como catélise e atracdao hidrofébica.!?1% Jg
modelos ndo-miméticos em geral sdo moléculas estruturalmente
mais simples e buscam compreender uma caracteristica especifica
da enzima, por exemplo um tipo de catdlise.'” Ainda, os modelos
podem ser inter- ou intramoleculares, quando os grupos reativos
reagem por moléculas diferentes ou estdo ancorados na mesma
estrutura (e.g. moléculas, polimeros, enzimas, nanomateriais, etc),
respectivamente. Em geral, os modelos intramoleculares sdo mais
eficientes que as intermoleculares, justificado principalmente pela
teoria espaco-temporal de Menger,''® que atribui fatores como dngulo,
entropia e proximidade para a eficiéncia catalitica intramolecular.
Uma das ferramentas para a determinac@o dos tipos de catdlise
promovida pelo IMZ e seus derivados que serdo discutidos a seguir
¢é a construgdo de perfis cinéticos de pH (constante de velocidade vs
pH), em que os mesmos evidenciam as regides que o IMZ apresenta
diferentes tipos de catdlise (mostrado na Figura 8) permitindo
distinguir entre suas formas de atuagdo. A Figura 13 exemplifica
os perfis cinéticos tipicos de pH para uma catdlise acida, basica,
bifuncional dcida-basica e a nucleofilica, para os casos de rea¢oes de
desacilacdo,'"!'? mas que seguem analogamente os mesmos perfis
em reacgdes de desfosforilacdo.®!!* Nesse grafico € possivel observar
em quais faixas de pH (analisado entre pH 5-9) o IMZ tem sua
atividade pronunciada, sendo que em valores de pH acima do pK,,
prevalece a espécie neutra do IMZ. Nesse caso, ele pode atuar como
catalisador bésico e nucleofilico e os perfis cinéticos sdo similares
para ambos os casos, onde ha um aumento da constante de velocidade
com o pH, que aumenta conforme aumenta a quantidade da espécie
neutra, reativa. Apés atingir um pH onde a quantidade dessa espécie
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¢ maxima e invariavel, o perfil cinético atinge um patamar (~ pH 9).
Normalmente observa-se que a constante de velocidade, no patamar,
na catdlise nucleofilica € maior que na basica e isso € esperado visto os
processos nucleofilicos serem mais eficientes (rdpidos). J4 em valores
de pHs abaixo do pK,, onde predomina o IMZ protonado, ele pode
atuar apenas como catalisador dcido. Analogamente, o perfil cinético
segue um comportamento com aumento da constante de velocidade
com a diminui¢do do pH, até atingir um patamar (~ pH 5), onde tem-
se a maxima quantidade formada da espécie protonada, reativada do
IMZ. Ainda tem outra forma de atuag@o do IMZ, exemplificado para a
RNAse na Figura 9, que envolve uma catélise bifuncional dcida-bdsica
e o perfil cinético tem uma forma de sino. Isso porque a constante de
velocidade € mdxima onde se tem a maxima quantidade de espécies
de IMZ protonado e neutro, que irdo atuar concomitantemente na
mesma etapa como catalisadores dcido e bdsico. Em valores de pH
menor e maior que essa regido 6tima, a constante de velocidade
diminui. Esse caso particular envolve dois grupos IMZ que estdo
ancorados em sitios diferentes (e.g RNAse e outros modelos abaixo)
que tem uma sutil diferenca em seu pK,,;. O perfil de sino € analogo
para uma catdlise bifuncional dcida-nucleofilica.!'" Ainda, os perfis
mostrados na Figura 13 sdo esperados tanto em reagdes inter- ou
intramoleculares.

Modelos intramoleculares

Os modelos contendo o grupo IMZ que mimetizam
particularidades enzimdticas podem estar baseados em uma
arquitetura molecular simples ou mais complexa, como sistemas
macromoleculares. O uso de moléculas quimicas simples &
uma forma eficiente de estudar separadamente as diferentes
catdlises promovidas pelas enzimas através de modelos intra- e
intermoleculares.'” Neste contexto, destacam-se os modelos
intramoleculares que possuem o grupo IMZ e fosforila/acila na
mesma molécula, por exemplo o fosfato de 2-(2’-imidazolil)fenila
(IMPP) e o fosfato de (bis(2-(1-metil-1H-imidazol-3-inio-2-il)
fenila) (BMIPP) como modelos da RNAse, Figura 14. No caso do
IMPP, o grupo IMZ protonado atua como catalisador dcido-geral
na reacdo de hidrélise assistindo o grupo de saida, promovendo
incrementos cataliticos de até 10° vezes comparado com a hidrélise
do andlogo sem o grupo IMZ. De fato, o pK, do grupo de saida para
IMPP € 7,85, significativamente menor que um fenol (pK, ~10),
devido a eficiente transferéncia de préton pelo IMZ. Vale ressaltar
que essa catdlise ocorre apenas com a espécie protonada, presente
em pH altamente dcido (~ -2).'"*

Ja para BMIPP, um mecanismo bifuncional bastante elegante foi
proposto, onde sua hidrdlise é 10! vezes mais rapida que a hidrélise
do fosfato de difenila. No entanto, ao comparar com um fosfato
de diarila com grupo de saida de pK, similar ao BMIPP (~7,85), a
catdlise no BMIPP chega a 107 vezes, muito impressionante para um
modelo intramolecular.®” Estudos cinéticos para rea¢io de hidrdlise do
BMIPP mostram um perfil de pH em forma de sino com reatividade
maéxima para a espécie bipolar (pH ~ 6,5) apresentada na Figura 14.
Inicialmente, o mecanismo proposto para BMIPP envolvia um grupo
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IMZ protonado e outro neutro promovendo simultaneamente catélise
dcida e basica geral, respectivamente, tal como ocorre nas RNAse.*’
Todavia, novas evidéncias (espectrometria de massa de alta resolucéio
e cdlculos computacionais) apontam para um mecanismo bifuncional
onde um grupo IMZ neutro atua como catalisador nucleofilico,
enquanto outro IMZ protonado promove catdlise dcida-geral, também
recorrente em processos bioldgicos.!'> Esse mecanismo leva a um
intermedidrio ciclico instdvel que foi detectado por espectrometria de
massas, e rapidamente se decompde para um mondester de fosfato,
andlogo do IMPP."¢ Ainda assim, uma catdlise bifuncional 4cida-
basica-geral ndo pode ser totalmente descartada, podendo ainda
ocorrer em alguma proporg¢ao.

A catalise nucleofilica intramolecular do IMZ também foi
observada nos derivados de fosfato de o-(2’-imidazolil)naftila e
(4-nitrofenila) (Figura 15), com incrementos cataliticos de ~ 107 vezes.
Os intermedidrios ciclicos formados pelo ataque nucleofilico do IMZ
foram detectados e se mostraram surpreendentemente estdveis.'!”
Outro modelo utilizado avaliou a reatividade dos fosforilimidazois
através de reagdes de hidrdlise onde através de calculos tedricos e
técnicas experimentais se observou um estado de transi¢do solto,
devido a fraca ligagdo P-N amidica.''®

A hidrélise de uma série de ésteres derivados do acetato de
(imidazo-2-il) fenila (Figura 16) foi descrita, na qual o tipo de catdlise
intramolecular € determinado pela estrutura do éster devido a efeitos
estéricos e eletrOnicos. Assim, o grupo IMZ protonado atua como
catalisador dcido-geral, assistindo a eliminagdo do grupo de saida,
concomitante ao ataque da dgua no carbono do grupo da carbonila.
Ainda, quando neutro, IMZ pode atuar como catalisador bdsico-
geral auxiliando no ataque nucleofilico da 4gua ou como nucledfilo,
formando um intermediario tipo acetilimidazol, que rapidamente
transfere o grupo acetila para dgua. Os incrementos cataliticos
observados devido ao IMZ foram tipicamente 10* vezes.'*'!

A série de ésteres substituidos de 4-(2’-acetdxietil) imidazol, por
sua vez, segue uma catdlise intramolecular nucleofilica conforme
ilustrado na Figura 17. Nesse caso, o perfil de pH indica que a espécie
neutra é mais reativa e o intermedidrio tetraédrico € formado em um
pré-equilibrio.'?
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Figura 14. Mecanismos de catdlise dcida e nucleofilica-dcida intramolecular como modelos de RNase''*
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Figura 17. Mecanismo de reagdo intramolecular do 4-(2’acetoxietil)imidazol'”®

Modelos intermoleculares

Reacdes intermoleculares com derivados de IMZ também sio
importantes para modelar sitios enzimdticos e projetar catalisadores,
promissores no design de enzimas artificiais. Além disso, muitas
vezes essas moléculas pequenas podem ser utilizadas por si s6 como
organocatalisadores, sendo muitas vezes compativeis com meio
aquoso, mais simples, facilmente obtidas e mais baratas que sistemas
mais complexos.'” Em sistemas intermoleculares, as variacoes nas
estruturas do derivado de IMZ (i.e. mudanga nos substituintes) sdo
mais simples de serem feitas do ponto de vista da sintese organica.
Dessa forma, permitindo a execucéo de estudos mais profundos e com
maior extensdo, que apos consolidados podem ser estrategicamente
projetadas em sistemas intramoleculares.

Muitas reagdes apenas com IMZ ja foram investigadas e segue
na Tabela 1 um resumo de algumas reagdes de desfosforilagdo e
desacilacéo. Podemos observar que na maioria dos casos apresentados
na Tabela 1 as reagdes ocorrem a partir de um mecanismo
nucleofilico, relacionado aos grupos abandonadores com baixos
valores de pK, onde o p-nitrofenol e 2,4 dinitrofenol tem pK, de
7,1 e 4,1, respectivamente: fosfato de dietila e 2,4-dinitrofenila
(DEDNPP), fosfato de etila e 2,4-dinitrofenila (EDNPP), fosfato de
bis(2,4-dinitrofenila) (BDNPP), Paraoxon, fosfato de p-nitrofenila
(pNPP), fosfato de ciclo-1,3 propila 2,4-dinitrofenila (CDNPP),
trifosfato de adenosina (ATP), acetato de fenila (ACF), acetato de
p-nitrofenila (APNF) e acetato de 2,4-dinitrofenila (ACDNF). Por
outro lado podemos observar que para o caso de ésteres de acilas
como acetato de p-metoxifenila (ACMOF) e acetato de p-metilfenila
(ACMF), que possuem grupos abandonadores com valores de pK,
mais elevados (pK, 10,41 e 10,26 para p-metoxifenol e p-metilfenol,
respectivamente),'?*!> 0 mecanismo sofre um deslocamento para o de
catdlise basica geral onde o IMZ ndo € reativo o suficiente para atacar
e remover o grupo fendlico diretamente. Dessa forma, o IMZ auxilia
o ataque de outro nucleéfilo, como a 4gua, a partir da abstracao de um
préton. 2127 Ainda podemos observar na Tabela 1 que os incrementos
cataliticos das reagdes com o IMZ sdo dependentes das estruturas dos
eletréfilos estudados, mas que em todos 0s casos esses incrementos
sdo bastante altos, evidenciando a eficiéncia da reacdo catalisada.

Um mecanismo geral para as rea¢des de desfosforilagdo e
desacilacdo catalisada nucleofilicamente pelo IMZ esté representado
na Figura 18,1130 em que inicialmente o IMZ ataca o dtomo de
fésforo levando a um intermedidrio fosforilado. Esse intermedidrio
¢é rapidamente hidrolisado devido a instdvel ligacdo entre o f6sforo
e o nitrogénio iminico. Para as rea¢des com ésteres carboxilicos o
mecanismo € semelhante, com a formacao de um intermedidrio acetil-
IMZ.'% Ele tem sido amplamente avaliado buscando compreender a
transferéncia do grupo acila.3¢1* A detecc@o dos intermedidrios de IMZ
fosforilados e acilados fundamentam os estudos de mecanismos dessas
reacdes. Além disso, auxiliam na compreenséo de processos bioldgicos
e no caso dos fosforilimidazois existe o potencial desenvolvimento de
moléculas biosinalizadoras com fins terapéuticos.!'?

Para as reagdes nucleofilicas de desacilac¢do, diversos derivados
de IMZ foram estudados e se observou que o aumento da basicidade
do catalisador nucleofilico aumenta sua reatividade, exceto em casos
de impedimento estérico, conforme previsto pelo gréfico linear de
Bronsted para log ky vs pK, ™."2¢1% O mesmo comportamento linear

Tabela 1. Resumo de rea¢des intermoleculares com IMZ

Reacdo Modelo Catdlise Incretn.ento
catalitico *
O,N
n
O'EEDR,
NO, : "
DEDNPP: R =R,=Et Nucleofilica'?® 5x10°
EDNPP: R1=H; R,=Et
BDNPP: R;=H: Ry= _Q'Noz
O,N
O,N Paraoxon
8 Nucleofilica® 100

WP
0”1 "OR;
Ri=R,=Et ~ ORz

Nucleofilica'® 200

Desfosforilaciao
2
z 5
(o]
M -
Q-pz0
S

pNPP
CI)R

—P\
mo' N0 R= —@-Noz Nucleofilica' 100

o,N

CDNPP

n n n ATP
‘0-P-0-P-0-P-0 R
o o o o
NH Nucleofilica™ 30
2

N~ YN HO OH
N=/

(o)
Jo R 1
R, R1°

ACF: Ry=R,=H lica
ACNF: R;=H: R,=NO,
ACDNF: R{=R,=NO,

g
R/©/ (o] Bisica 10°

geral 127,133,134

R= ¢"
7/

Nucleofi-
131,132

5x10°

Desacilacao

ACMF: R=Me
ACMOF: R=OMe

“Incremento catalitico estd apresentado como a razdo entre a constante de
segunda ordem (L mol”' s) da reag@o nucleofilica e a constante correspondente
da reac@o espontinea, considerando a concentracdo da agua (55,5 mol L).

também j4 foi observado em reacdes de desfosforilacdo, sendo
avaliadas uma gama menor de derivados de IMZ (vide infra).
Surpreendentemente, na reacdo com ésteres tiofosféricos Parationa
etilica (EPT) e metilica (MPT), o IMZ ataca nucleofilicamente os
carbonos aliféticos, sendo obtidos como produtos IMZ N-alquilados
(Figura 19) com incrementos de 7x10° e 1x10° para as reagdes com o
EPT e MPT, respectivamente, mostrando que o IMZ cliva os mesmos
com eficiéncia, apesar de ndo ser um processo catalitico.!**!4! Esse
resultado evidencia o potencial de agente alquilante desses pesticidas,
podendo essa reacdo ser utilizada para sintese de alquilimidazois em
condicdes brandas de pH e solvente aquoso. Esse comportamento ¢
pouco observado em reacdes com IMZ, onde espera-se que 0 mesmo
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Figura 18. Esquema geral de reagdes de desacilagdo e desfosforilagdo nucleofilicas promovidas pelo IMZ>*125-15
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Figura 19. Reacdo entre o IMZ e MPT e EPT'#'¥!

ataque o atomo de fésforo. Entretanto, comportamento similar ja havia
sido observado para o 1-MEI em solvente orginico.'*?

Existem também reacgdes intermoleculares que se beneficiam de
catdlise intramolecular, por exemplo, os derivados de 2-imidazol,
4,5-difenilimidazol e benzimidazol substituidos com grupo de
acido carboxilico (Figura 20A). Esses compostos foram estudados
na reagdo de desacilagdo do APNF, que apresentou uma catélise
intramolecular bdsica-geral pelo grupo vizinho carboxilato no
IMZ, aumentando sua nucleofilicidade. Ainda que com discretos
incrementos de até 3 vezes, esses modelos intramoleculares utilizados
em reagdes intermoleculares sdo interessantes modelos do sitio ativo
da quimotripsina.'*» Um derivado de IMZ estruturalmente mais
simples, o dcido (4-imidazoil)-acético (4-AEZ) (Figura 20B) quando
utilizado como catalisador em reacdes de desfosforilagdio do BDNPP
e fosfato de bis(4-nitrofenila) (BNPP) apresentou incrementos de
10* e 10° vezes em relagdo a hidrdlise espontinea e 4,6 vezes em
relacdo ao IMZ. Nesse caso, também foram observados efeitos de
catdlise bdsica intramolecular combinada com catdlise nucleofilica,
sendo esses os responsdveis pela atividade catalitica.'* Por outro
lado o mesmo derivado de IMZ (4-AEZ) quando avaliado como
catalisador em reagdes de desacilagdo do acetato de p-toluila (APT),
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apresentou uma atividade catalitica menor que o préprio IMZ, fato
inesperado devido a maior basicidade do 4-AEZ em relagio ao IMZ.'¥
Nesse caso, nenhum efeito de catalise intramolecular foi observado,
evidenciando que a atividade catalitica apresenta dependéncia em
relagd@o ao substrato.

Outras formas de catdlise cooperativa sdo os derivados de IMZ
bifuncionais, isso €, aqueles que podem combinar dois sitios ativos.
Reacdes de desacilagdo do APNF com derivados de IMZ combinados
com 4cido hidroxamico (conhecidos como potentes nucle6filos)
foram estudadas a fim de compreender efeitos de uma catdlise
cooperativa (Figura 21)." Quando o grupamento R escolhido foi
metila, o intermedidrio de reacdo acilado foi atacado e clivado pelo
anel de IMZ vizinho. Entretanto, apesar de uma molécula pequena ser
capaz de promover uma reacao de catdlise bifuncional os valores de
constante velocidade para a etapa de regeneragdo do catalisador ndo
foram tdo altos (ndo observado quando R = H e 5,92x10* s! para o
quando R = Me) como esperado pelos autores do estudo.

O efeito de substituintes em imidazois
Como discutido anteriormente, os substituintes presentes no
IMZ modificam algumas das caracteristicas fisicas e quimicas desses
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Figura 20. Catdlise bdsica intramolecular combinada com catdlise nucleofilica em reacédes de desacila¢do e desfosforila¢do
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Figura 21. Catdlise bifuncional em derivados de IMZ'*



Vol. 44, No. 3

compostos. Um dos parametros termodindmicos que mais afetam a
reatividade dos derivados IMZ substituidos € o pK,;; uma vez que a
basicidade estd ligada intimamente a atividade catalitica nucleofilica
e dcida-bdsica. Em um estudo anterior, Komyama mostrou que para
areacdo de desfosforilagdo do BDNPP, a reatividade de uma série
de derivados de IMZ tem uma relagdo linear com pK,, (Gréfico
de Bronsted; Figura 22), exceto para o 4-AEZ (Figura 22), que
apresenta combinagdo de catdlise basica e nucleofilica (vide supra,
Figura 20).!%
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Figura 22. Grdfico de Bronsted para reagdo de desfosforilagdo do BDNPP
com uma série de derivados de IMZ'*

Em outro estudo de Schmir e Bruice, uma gama ainda maior de
derivados de IMZ foi avaliada, desta vez em reagdes de desacilacio
do APNFE.'¥ Foi verificado que o 4-nitroimidazol (pK,; = 1,7) é mais
reativo que o IMZ (pK,,; = 6,95) em pH = 8. Esse fato € explicado
pelo aparecimento da espécie anidnica do 4-nitroimidazol (pK,=9,1),
ou seja, o substituinte —NO, torna o nitrogénio do tipo piridina
uma base fraquissima, mas por outro lado, aumenta a acidez do
hidrogénio do tipo pirrol em 5,42 unidades de pK,em relagdao ao IMZ
sem substitui¢des, sendo entdo a espécie anidnica responsavel pela
atividade catalitica. Interessantemente os autores também verificaram
que o pK,,; dos derivados de IMZ € linearmente relacionado com pK,
das mesmas espécies (Figura 23).
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Figura 23. Relagdo linear entre a acidez do nitrogénio do tipo pirrol e tipo
piridina (pK ,; versus pK,) para alguns derivados de IMZ'"

Assim, como a reatividade dos derivados de IMZ para o APNF
¢ governado pela basicidade (i.e. pK,; e pK,. relacdo de Bronsted
linear) os autores deduziram uma equagao para prever as constantes
de velocidade de acordo com os valores de pK, e pK,; para cada
derivado de IMZ. A Figura 24 apresenta os dados experimentais
para uma série de derivados de IMZ, na reagdo de desacilagdo, em
que € possivel observar que a equagdo prevista segue a tendéncia
dos dados experimentais para os derivados substituidos nas
posicdes 4 e 5 do anel. Entretanto, quando sdo avaliados derivados
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substituidos na posi¢do 2 do anel, os dados experimentais desviam
do esperado quando considerados apenas os respectivos valores de
pK.u, evidenciando que o fator estérico tem importancia crucial na
diminuicéo da reatividade.'¥
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Figura 24. Grdfico de k,
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versus pK,,, para derivados de IMZ 4(5) substitu-
idos (quadrados) e 2 substituidos (estrelas) para reagdo de desacilagdo do
APNE, conjuntamente com o ajuste teorico (linha tracejada) para os dados

experimentais'?’

Nesses estudos, a diferenca de reatividade entre diferentes
tautdmeros do IMZ da posicao 4(5) ndo pode ser observada devido
a dificuldades experimentais. Mais recentemente acessado por
técnicas avangadas de RMN e cdlculos tedricos, a reatividade do
par tautomérico 4(5) MEI frente a reagdo de desfosforilacdo do
DEDNPP pdde ser avaliada separadamente. O estudo mostrou que
apesar da populacio apresentar a propor¢ao 4:6 para 5-MEI:4-MEI, o
tautdmero da posicdo 5 € 31 vezes mais reativo que o da posic¢éio 4. Isso
demonstra que para essa reagao €, na verdade, o 5-MEI o responsdvel
pela alta reatividade com o 4-MEI tendo reatividade compardvel ao
do 2-metilimidazol (2-MEI) (o0 menos reativo entre os estudados).'*

Outro questionamento relacionado a reatividade dos derivados
de IMZ diz respeito ao efeito esperado quando o mesmo € alquilado
com grandes cadeias alifdticas, uma vez que essas, entre si, ndao
alteram de forma significativa o pK,,;. Knowles e Blyth estudaram as
reacdes de imidazois N-alquilados (N-decil, N-octil, N-hexil, N-butil
e N-etil imidazol) com ésteres de p-nitrofenila de cadeia longa e
curta (decanoato, octanoato, hexanoato, butanoato de p-nitrofenila
e APNF) (Figura 25) buscando compreender o efeito de interacdes
hidrofébicas na rea¢do de desacilagdo.'* Os derivados de IMZ
alquilados estudados nesse trabalho apresentaram pK,, proximo de
7,1 e, como esperado, praticamente ndo apresentaram diferenga nas
constantes de velocidade quando reagidos com os ésteres de cadeia
curta com 2 e 4 carbonos (i.e. a cadeia alifatica ndo contribuiu de
forma significante na reatividade do derivado de IMZ). Entretanto,
foi observado que os ésteres de cadeia longa reagem mais rapido
com os IMZ de cadeia longa (i.e. decilimidazol com decanoato
de p-nitrofenila), bem como os IMZ de cadeia curta reagem mais
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Figura 25. Influéncia de grupamentos alquilicos na reatividade de derivados
de IMZ N-alquilados nas reagoes de desacilagdo de ésteres de cadeia longa

e curta'”
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vagarosamente com os ésteres de cadeia longa (i.e. decilimidazol
com APNF). Ou seja, a interac@o entre as cadeias alifdticas altera
de forma significante a reatividade, com os ésteres de cadeia longa
sendo os mais afetados pelas mudangas estruturais. Dessa forma a
projecdo de catalisadores derivados de IMZ em outros ambientes
como polimérico e micelares sdo promissores e podem moldar a
reatividade dos pares nucledfilo-eletréfilo.

Moléculas derivadas de IMZ também vém sendo amplamente
estudadas, inclusive com moléculas bioldgicas como RNA que possuem
grupos fosforilas. O derivado tris (aminobenzilimidazol) (Figura 26A)
clivou efetivamente substratos de RNA com tempo de meia-vida de
120 min. Comparado com a reacgdio espontanea (t,, = 13,4 anos),
os incrementos cataliticos chegam a 10* vezes."*® Qutras moléculas
menores de IMZ também se mostraram capazes de clivar o RNA,
como conjugados de espermina-IMZ'' e oligonucleotideos conjugados
com IMZ'*? e de uridina-IMZ.'> Recentemente um derivado de IMZ
funcionalizado com o aminodcido serina e uma cadeia lateral alifdtica
de 14 carbonos (Figura 26B) foi capaz de mimetizar o mecanismo de
catélise enzimadtica, e quando combinado com surfactantes apresentou
incrementos cataliticos na ordem 1,6x10° para a reagao de hidrdlise do
benzoato de p-nitrofenila.'*

Figura 26. Derivados de IMZ (A) (tris aminobenzil imidazol) e (B) (4(5)
(aminometil)(N-pentadecil serino)imidazol capazes de agir como enzimas
artificiais’*"*

Além das variagdes estruturais que modificam a reatividade dos
derivados de IMZ, a troca de solventes também € capaz de interferir
na reatividade. Em rea¢des do IMZ com o APNF em meios ricos
em acetonitrila ocorrem mudangas na cinética de reacdo onde ha
uma dependéncia mista de primeira e segunda ordem entre o kg,
e a concentra¢do do IMZ, indicando que a reag¢@o ocorre por dois
caminhos de forma concomitante. No primeiro, o IMZ atua como
catalisador bésico-geral e o segundo ocorre com a participagido de
duas moléculas de IMZ, uma agindo como nucleéfilo e outra como
catalisador bdsico geral.'™ Além disso, a mudanga de dgua para
acetonitrila modificou a etapa determinante de velocidade, do ataque
nucleofilico do IMZ sobre a carbonila do éster para o colapso do
intermedidrio tetraédrico, uma vez que o p-nitrofenol tem um pK,
muito mais elevado nesse meio (pK, = 21), o que torna dificultada
sua saida em relacio ao IMZ (pK,; 14). Em meio aquoso, tanto o
IMZ como o p-nitrofenol tem praticamente a mesma basicidade.
O mesmo tipo de reatividade foi observado quando os substratos
estudados foram o cloroacetato e dicloroacetato de p-nitrofenila.'*
Em um estudo de hidrdlise da p-nitrotrifluoroacetanilida, catalisada
pelo IMZ, variando a composi¢ao de dgua-acetonitrila os autores
observaram um mecanismo de catdlise bdsica geral pelo IMZ, e
um comportamento bastante interessante no perfil de constante de
velocidade versus concentracdo de 4gua onde o mesmo se dividiu em
trés regides. As duas primeiras lineares (com coeficientes angulares
diferentes) entre 0 — 1 e 1 — 10 mol L' e uma terceira regido quadratica
acima de 10 mol L'. Os autores atribuem esse comportamento a
efeitos de solvatacdo, transferéncia de préton no estado de transicio
e concentragdo de nucledfilo uma vez que a dgua faz esse papel e o
IMZ atua como catalisador bdsico geral.!”:15

Quim. Nova

Reag¢des do IMZ com o organofosforado fosfinato de
2,4-dinitrofenila e difenila foram avaliadas em acetonitrila com
baixa concentragdo de agua (1 mol L) nesse caso apresentando
mecanismo de catdlise nucleofilica cldssica, entretanto, para o andlogo
fosfinato de 4-nitrofenila e difenila, nas mesmas condicdes, o IMZ ndo
apresentou reatividade aprecidvel.'” Em reagdes do organofosforado
DEDNPP com IMZ e 1-MEI em misturas DMSO-4gua, o IMZ foi
mais efetivo que o 1-MEI em todas as condicdes e a partir de misturas
30% DMSO o meio foi capaz de tornar as reacdes de desfosforilacio
mais efetivas (incrementos de 10° e 0,5x10° para o IMZ e 1-MEI,
respectivamente, em 100% DMSO).!* Ainda, o efeito do meio foi
avaliado segundo a escala de Cataldn,'®' que leva em consideragdo
a acidez, basicidade e polarizabilidade do meio, indicando que as
ligacdes de hidrogénio solvente-reagentes tem papel crucial na
reatividade dos derivados de IMZ.'5

Catalisadores macro- e nanoestruturados

Outra classe importante de modelos intermoleculares envolvem
moléculas com arquitetura mais complexa como derivados de macro-
e nanoestruturas, muitas vezes denominadas enzimas artificiais ou
“synzymes”, pois conseguem mimetizar aspectos multifuncionais e
geométricos das enzimas naturais.'®* Isso porque a estrutura complexa
desses materiais permite ancorar varios grupos reativos que atuam em
sinergismo com algumas funcionalidades intrinsecas desses materiais,
como caracteristicas hidrofébicas que podem atrair reagentes para
sua proximidade.'®® O termo “synzyme” foi primeiro empregado por
Klotz, I. M. e colaboradores'® para uma classe de polimeros com
grupos IMZ e dodecil ancorados na cadeia da polietilenoimina que
foram estudados na reacdo dos ésteres de nitrofenila. O polimero
catalitico obtido mostrou eficiéncia catalitica 270 vezes maior a
respectiva rea¢do apenas com IMZ, atribuida aos efeitos atrativos da
cadeia polimérica pelo éster (caproato de p-nitrofenila) por interagdes
hidrofébicas.'®

Desde entdo, muitas enzimas artificias derivadas de IMZ vem
sendo estudadas, destacando-se as poliméricas.'®> Os polimeros
apresentam propriedades que podem ser moduladas buscando
otimizar aspectos conformacionais e cataliticos, por exemplo o0 peso
molecular, a polidispersidade, a hidrofobicidade e grau de “cross-
linking” %617 O potencial catalitico desses polimeros vem sendo
avaliado com moléculas biolégicas como RNA, onde, por exemplo,
poliaminas com grupos IMZ ancorados se mostraram seletivos na
quebra do RNA, desejavel para terapia genética. Apenas o IMZ leva
a uma clivagem ndo seletiva em reagio andloga.'®

Um dos polimeros derivados de IMZ que apresenta uma atividade
catalitica bastante interessante € o poli N-vinil(imidazol) (PVI)
(Figura 27), formado a partir da polimeriza¢@o do 1-vinil(imidazol),
sendo bastante explorado na literatura.'®1”° A proximidade dos grupos
iminicos (Figura 27) altera os equilibrios dcido-base, com o PVI
apresentando capacidade tamponante em uma longa faixa (2-9), muito
maior que a do IMZ sozinho (6-8).'” Quando testado em reagoes
de desfosforilagdo os incrementos cataliticos sdo bastante altos, na
faixa de 10° e 107 vezes para 0 DEDNPP e BDNPP em comparagao
a hidrélise espontanea. Além disso, a investigacdo do mecanismo de
reagio mostrou que com o DEDNPP a reacéo se procede via o cldssico
ataque nucleofilico do nitrogénio iminico sobre o dtomo de fésforo.
Para areacdo com o BDNPP, devido a menor reatividade do diésteres
de fosfato, o mecanismo € deslocado para uma catdlise bifuncional,
com a participagdo de um mondmero protonado e outro neutro onde
uma molécula de IMZ atua como nucleéfilo e outra ativando o grupo
fosforila a partir de catélise 4cida.'®

Para além de reagdes de desfosforilagdo, a capacidade de
transferéncia do grupo acila e fosforila pelos derivados de IMZ
pode ser utilizada no sentido de promover reacdes de acetilacio
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Figura 27. Estrutura reduzida do PVI'®®

de dlcoois, aminas, tidis, etc. Em um trabalho recente, o PVI se
mostrou extremamente eficiente em reagdes de acetilagdo com baixos
tempos de reagdo (5 minutos), auséncia de solvente, e varios ciclos
de reutilizagdo com pequenas perdas de atividade catalitica (2%).'"

Copolimeros de vinil imidazol e dcido hidroxamico ja tiveram
sua capacidade catalitica explorada em reacdes de desacilagdo.
Kunitake e Okahata descreveram a atividade catalitica combinada do
copolimero em reagdes de desacilagdo com ésteres de cadeia longa e
cadeia curta. Foi proposto o efeito cooperativo entre os sitios IMZ e
dcido hidroxamico, com o IMZ atuando como catalisador basico geral.
Nesse caso 0 IMZ, em sua forma neutra, auxilia o ataque nucleofilico
do grupo hidroxamico a partir da abstra¢ao do préton do grupo —OH
(Figura 28). O copolimero de IMZ com 4cido hidroxamico foi de 5
a 30 vezes mais eficiente que os polimeros contendo esses mesmos
grupos individualmente.'”!
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Figura 28. Mecanismo de ataque do catalisador polimérico baseado em IMZ
e grupos dcido hidroxdmico na reagdo com o APNF'”!

Outro polimero que teve a atividade catalitica avaliada foi o
acido poliacrilico funcionalizado com grupos IMZ (PAIM). O PAIM
apresentou propor¢do 1:1 de IMZ e dcidos carboxilicos'” e se mostrou
bastante eficiente em reacdes de desfosforilacdo e desacilagdo de
ésteres ativados, com incrementos cataliticos na ordem de 7x10°
vezes para o DEDNPP. Ainda quando combinados com o surfactante
CTAB, o incremento catalitico do polimero foi ainda maior, na ordem
de 10 vezes em relagdo a hidrélise espontinea, atribuida a formagao
de agregados supramoleculares que seriam capazes de formar bolsdes
hidrofilicos que acomodariam o substrato DEDNPP, facilitando
a reacdo.'” Recentemente Nothling e colaboradores descreveram
a sintese de uma catalisador, na qual foram ancorados na resina
de Merrifield uma molécula contendo os grupos hidroxila, dcido
carboxilico e IMZ préximos, com intuito de mimetizar as esterases.
Nesse caso, foi mostrado que os trés grupos sdo importantes para a
aumentar a velocidade da rea¢@o com o substrato escolhido butirato
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Figura 29. Catalisador baseado em IMZ e ciclodextrina'"'*
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de p-nitrofenila e que a retirada de qualquer desses grupos diminui a
atividade catalitica.'’* Outros sistemas poliméricos combinados com
o IMZ, utilizados como catalisadores estdo descritos na literatura
e evidenciam a ampla potencialidade dessa combina¢do como em
polimeros de acrilamida,'” copolimeros de vinilimidazol,'”® poli 4(5)
vinilimidazol,'” poliestireno,'”® e 4cido acrilico.'”

Outro suporte interessante para enzimas artificiais sdo as
ciclodextrinas. Breslow e colaboradores,'**'*" propuseram um
modelo de RNase ancorando grupos IMZ na 3-ciclodextrina levando
a ciclodextrina-bis(imidazol) que foi extensivamente estudada na
reacdo de hidrdlise do fosfato de 4-terc-butilcatecol, Figura 29.
Resultados indicam um elegante mecanismo de catdlise bifuncional
dcida-bdsica geral pelos grupos IMZ, tal ilustrado na Figura 29, com
incrementos cataliticos de 120 vezes.'®! A dependéncia da reagio com
a posicdo dos grupos IMZ na ciclodextrina estd de acordo com um
mecanismo onde um grupo IMZ desprotonado atua como base-geral,
auxiliando no ataque nucleofilico da dgua no éster, enquanto outro
grupo IMZ protonado atua como dcido-geral amparando a clivagem
do éster ciclico. Ainda, observou-se uma alta seletividade (> 99:1)
para o isomero A (Figura 29), em comparacdo com a hidrélise basica
que leva a uma mistura dos dois produtos. '

Outra classe interessante de modelos macromoleculares sdo
os dendrimeros que possuem ramificacdes simétricas de unidades
menores e caracterizam-se por apresentar uma regido hidrofébica
(interna) e hidrofilica (superficial). Ainda, os dendrimeros sdo
particularmente promissores devido a sua maior monodispersidade
comparada aos polimeros, ideal no design de enzimas artificiais, pois
as enzimas bioldgicas sdo monodispersas, i.e. possuem unidades
moleculares uniformes em termos de massas moleculares. Um estudo
mostrou que o dendrimero com grupos histidina mostrado na Figura
30 atua como catalisador na reacéo de hidrdlise de 8-butiloxipireno-
1,3,6-trisulfonatos, com incrementos cataliticos de 9 x 10* vezes.
Sua forma de atuagdo foi atribuida a fatores hidrofébicos, e ao grupo
IMZ que pode atuar como nucledfilo ou catalisador bésico-geral.'$?

Diversos materiais derivados de biopolimeros, residuos agricolas
e nanomateriais de carbono vem sendo utilizados como suportes
para obter catalisadores derivados de IMZ, que tem mostrado efeitos
sinérgicos.* ¥ Uma das abordagens € a funcionalizacdo covalente
pois garante que os grupos reativos permanegam no suporte apos
vdrios ciclos e ndo lixiviem facilmente. A funcionaliza¢do desses
materiais se baseia na formac¢do de ligacdes amida, partindo
do derivado de IMZ 1-amino-3-propilimidazol e dos grupos
acidos carboxilicos presentes no material de interesse, através da
ativac@o da carboxila com reagentes etilenocarbodiimida (EDC) e
N-hidroxisuccinimida (NHS) (Figura 31).!® Para esses compdsitos,
quando considerados apenas a quantidade de grupos IMZ, eles
se mostraram muito superiores que o IMZ livre, evidenciando
a potencialidade e sinergia desses materiais para aplicacdes em
catdlise. Materiais como o 6xido de grafeno (GO) na forma de p6 e
de filmes finos apresentaram interessante atividade catalitica frente
a reacdes de desfosforilagdo, reduzindo o tempo de meia vida do
pesticida Paraoxon de mais de 516 anos para apenas 1 més no caso do
comp6sito na forma de pé e para 13 dias para o compdsito na forma
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Figura 30. Dendrimero baseado em histidina utilizado como catalisador em reagdo de desacilagdo

de filme, além da manutencio da atividade catalitica apds vdrios ciclos
de uso.'® Nanotubos de carbono (NTC) magnéticos também foram
funcionalizados com IMZ, que além dos altos incrementos cataliticos
na decomposicio do Paraoxon na ordem de 107 vezes apresentam a
caracteristica de serem facilmente removidos do meio reacional com
um ima.'% Catalisadores derivados de lixo agricola também foram
obtidos. De fato, a casca de arroz, um derivado celuldsico, € um dos
maiores residuos da agroindustria e com o objetivo de agregar valor
a esse residuo, o mesmo foi funcionalizado com IMZ e utilizado
como catalisador em reagdes de desfosforilagdo.'s* Para esse caso
também a atividade catalitica se mostrou bastante alta, promovendo
a clivagem do Paraoxon com incremento catalitico de 107 vezes, sob
condicdes brandas (30 °C e pH 8,5). A goma ardbica, um biopolimero,
quando funcionalizado com IMZ apresentou incrementos cataliticos
de 10° vezes para a degradacdo do DEDNPP, sendo capaz de,
inclusive, quebrar o DNA plasmidico, evidenciando o potencial dos
biopolimeros funcionalizados como enzimas artificiais.'®’

Além disso, o uso de materiais como o grafeno/NTCs
permitem que outras potencialidades desses materiais possam
ser exploradas como a condutividade, facilitando o seu uso em
aplicagdes eletroquimicas como sensores.'® Por outro lado, os usos
de biomateriais como a casca de arroz ou a goma ardbica tornam o
catalisador biocompativel e promovendo materiais que sao residuos
industriais, considerados lixo, em materiais nobres.

Outra caracteristica interessante do IMZ ¢ ser capaz de formar
estruturas chamadas de liquidos idnicos (LI) devido a sua capacidade
de comportar cargas positivas. Os LI baseados em IMZ (IMZLI) tém,
de forma geral, os dois nitrogénios substituidos por cadeias alifaticas
e dessa forma uma carga positiva permanente, contra balanceada por
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N
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um contra-fon como o cloreto, por exemplo. A quimica dos IMZLI
apresenta bastante potencial e ultrapassa o escopo dessa revisao,
entretanto vale ressaltar que reagdes de desfosforilagdo em IMZLI tem
sido descritas na literatura, mais uma vez revelando a versatilidade
dessa estrutura.'*!*? Entretanto, diferente do apresentado até aqui,
a reatividade dessas estruturas ndo estd relacionada a catdlise
dcida, bdsica ou nucleofilica do grupo IMZ uma vez que ambos
os nitrogénios estdo substituidos por grupos alquila. Nesse caso,
outro nucledfilo € adicionado ao meio reacional, o LI tem um grupo
nucleofilico ou entdo o préprio contra-fon atua como nucledfilo.
Assim, a eficiéncia do LI estd relacionada a outros fatores intrinsecos
da estrutura. Por exemplo, j4 foi observado que o carbono 2 do IMZ
do LI, através de ligacdes de hidrogénio pode ativar o centro eletréfilo
e por efeitos de polaridade atrair o mesmo, sendo um dos fatores que
contribuem para acelerar as reacgdes.'”!

De maneira geral, observa-se que o IMZ tem sido amplamente
explorado em diversos sistemas cataliticos complexos e possuem
de fato enorme potencial. Além dos sistemas discutidos acima
ainda hd inimeros outros descritos na literatura baseados em IMZ,
incluindo modelos para reagdes especificas, como miméticos de
enzimas naturais das RNases,!”?% esterases,?’! hidrolases???% e
fosfotriesterase.” Ainda, tem-se a funcionalizagdo com derivados
de IMZ de aptimeros do DNA,>* pillarenos,?* nanoparticulas
magnéticas,”” nanoparticulas,®?'° e polimeros impressos.*"!

PERSPECTIVAS E RECENTES AVANCOS

Historicamente o grande interesse pela quimica dos compostos
derivados de IMZ foi impulsionado pela compreensdo da atividade

EDC/N HS
Agua
Material:
Casca de arroz, goma arabica, N Materiais funcionalizados covalentemente
NTC. GO

Figura 31. Rota de funcionalizagdo dos materiais via método de ativagdo da carboxila EDC/NHS'®
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bioldgica dos seus derivados e, posteriormente, a elucidagdo da
atividade das enzimas que continham o aminoécido histidina em seu
sitio catalitico alavancou esses estudos. De fato, as propriedades fisico-
quimicas fazem do IMZ um composto impar, um eximio catalisador. O
entendimento claro da atuacdo do IMZ em suas mais diferentes faces
abre inimeras possibilidades, desde a compreensdo de que forma ele
atua na natureza até a proje¢do de catalisadores homogéneos baseado
em moléculas pequenas ou catalisadores heterogéneos quando o mesmo
é combinado com polimeros, biopolimeros, materiais, nanoparticulas
e etc. Nesse sentido, € possivel observar que a quimica dos compostos
derivados de IMZ, apesar dos enormes avangos, ainda tem muito a
ser explorada, por exemplo, questdes relacionadas ao tautomerismo,
basicidade, efeitos dos substituintes, efeitos do solvente e mecanismos
de reag@o, nas mais variadas classes de reagdes.

Os sistemas cataliticos desenvolvidos nos tltimos anos baseados
em IMZ seguem mostrando que os mesmos sdo capazes de efetuar
multiplas catélises acida, bdsica e nucleofilica, promissores para
resolver muitos problemas modernos como a detoxificacdo de
pesticidas/armas quimicas e desenvolvimento de sensores para
substancias toxicas. A compreensdo de como o IMZ atua nesses
sistemas € imprescindivel uma vez que um catalisador muitas vezes
ndo € eficiente para duas substancias andlogas, ou ainda os produtos de
reagdo ndo podem apresentar maior toxicidade que seus precursores,

Nesse sentido, essa revisao buscou dar um panorama do qudo atual
segue a quimica do IMZ e como a combinacdo de suas propriedades
tinicas com materiais modernos pode potencializar ainda mais sua
atividade. Assim, podemos observar que o desenvolvimento desses
sistemas deverd resultar em um aumento da eficiéncia dos mesmos o
quao melhor consigamos compreender como a quimica dos derivados
de IMZ funciona.

A fascinante quimica do IMZ, apesar de antiga, ainda € muito
promissora e pode levar ao desenvolvimento de mais e melhores
catalisadores, aperfeicoando ainda mais o “par perfeito” entre o IMZ
e a catdlise, partindo dos mais diversos campos como a ciéncia basica
ao desenvolvimento de materiais avancados.
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