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Introducéao

As ribonucleases constituem enzimas que quebram o
RNA eficientemente, mas sua forma de atuacdo ainda
ndo é de consenso entre os pesquisadores." Um
modelo de ribonuclease que vem sendo estudado em
nosso grupo é o diéster bis(2-(1-metil-1H-imidazol-3-
inio-2-il)fenil) fosfato, BMIPP, que mostrou efeitos
cataliticos surpreendentes (hidrdlise 10° vezes mais
rapida que difenil fosfato).” Estudos cinéticos indicam
gue sua reacdo de hidrdlise deve proceder por um

mecanismo bifuncional intra-molecular é&cido-base
geral, Esquema 1.
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Neste trabalho, areacédo de hidrélise do BMIPP foi
acompanhada por espectroscopia de massa (ESI-MS
e ESI-MS/MS), que constitui uma importante
ferramenta no monitoramento de reacdes, para
confirmar os produtos nos mecanismos propostos.

Resultados e Discussao

Na Figura 1 estd apresentado o espectro de ESIF-MS
apos 25 minutos de hidrélise do BMIPP em pH 6,5, a
60°C, com as estruturas moleculares dos picos mais
relevantes. Os picos foram caracterizados como: (i)
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 H2PO4' de m/z 97
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F|gura 1. ESI MS dep0|s de 25 mmutos de reagao do
BMIPP em solucéo aquosa, pH 6,5 e 60°C.
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ESI-MS/MS foi entdo usado para caracterizar essas
importantes espécies por dissociagdo por colisdo
induzida (CID). Nas Figuras 2 e 3 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 PO; de
m/z 79. Ja o anion IMP mostrou um fragmento de
m/z 158 pela perda de um radical metil, outro
fragmento de m/z 118 indicando quebra do anel
imidazolinio, perdendo 1-metil-1H-azirine (Cs;HsN) e
formando 2-cianofendxido. O pico de m/z 93 indica
perda do grupo imidazol.
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Figura 2. ESI-MS/MS do Me-IMPP de m/z=253.
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Figura 3. ESI-MS/MS do IMP de m/z=253.

Conclusoes

Os resultados permitem confirmar que o efeito
catalitico observado para BMIPP deve-se a uma
catalise intramolecular basica do imidazol des-
protonado sobre a 4gua, simultanea a uma catalise
intramolecular acida do imidazol protonado, assis-
tindo o grupo de saida. Outro mecanismo possivel
seria um ataque intramolecular nucleofilico do
imidazol, que pode ser descartado, pois o interme-
diario ciclico esperado nédo foi detectado (m/z 236).
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